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RESUMEN

El virus diarrea viral bovina (VDVB) es el agente causal del complejo Diarrea
Viral Bovina/ Enfermedad de las Mucosas y otros cuadros clinicos, que generan
importantes pérdidas econdmicas en la industria del bovino.

El VDVB presenta una gran variabilidad gendmica, que ha llevado a clasificarlo
en dos genotipos (1 y 2). En el genotipo VDVB-1 se identifican 15 subgrupos virales
(1a-10) y en el genotipo VDVB-2 s6lo dos (2a y 2b).

En Chile, el virus presenta una amplia diseminacion, con prevalencias
seroldgicas de un 69,2% en la Region de la Araucania, De los Rios y De los Lagos y
de un 59,7% y 86% en bovinos de leche y de carne de la Region Metropolitana
respectivamente.

El objetivo de esta memoria fue determinar la composicion genética de los virus
del VDVB que infectan a los bovinos en Chile. Para ello, a cuarenta y cinco virus
obtenidos desde distintas regiones de Chile se procedioé a establecer su parentesco
genético por filogenia molecular de la region 5° no codificante (5"NCR) del genoma
viral. Los resultados indican que cuarenta virus pertenecen al genotipo VDVB-1 y
cinco al genotipo VDVB-2. En el genotipo VDVB-1, 2 virus pertenecen al subgrupo
VDVB-1a, quince al VDVB-1b, veinte al VDVB-1j y tres al VDVB-1i, siendo este ultimo
subgrupo detectado por primera vez en Chile. Todos los virus del genotipo VDVB-2
pertenecen al subgrupo VDVB-2a.

Los resultados permiten concluir que los virus del VDVB que circulan
actualmente en el ganado bovino de Chile presentan una alta variabilidad genémica y

Su composicion genética es muy similar a la de los virus presentes en Argentina.



SUMMARY

The Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is the causative agent of the Bovine
Viral Diarrhea-Mucosal Disease Complex and other clinical syndromes that causes
important economical losses in the bovine industry.

The BVDV shows a high genetic variability with two genotypes (1 and 2). Into
genotype 1 has been identified fifteen viral subgroups (1a-10) and two subgroups into
genotype BVDV-2 (2a and 2b).

In Chile, BVDV is widely spread, with a serological prevalence of 69.2% in
Regidn de la Araucania, De los Rios y De los Lagos and 59.7% and 86% in dairy and
beef herd of Region Metropolitana, respectively.

The purpose of this work was to know the genetic variability of the BVDV
viruses that infect cattle in Chile. For this, forty-five isolates were obtained from
bovines on different regions from Chile. The 5 -untranslated (5"UTR) region of these
viruses was sequenced and the genetic relationship between them was established by
molecular phylogeny. The results showed that forty isolates belong to genotype 1
(BVDV-1) and five to genotype 2 (BVDV-2). Of the BVDV-1 genotype, two isolates
belong to subgroup BVDV-1a, fifteen to BVDV-1b, twenty to BVDV-1j and three to
BVDV-1li. The subgroup BVDV-1i was detected for the first time in Chile. All the
viruses of the genotype 2 belong to subgroup BVDV-2a.

It is concluded that BVDV viruses infecting bovines in Chile actually show a
high genetic variability and the genetic composition is very similar to the viruses

infecting bovines in Argentina.



1. INTRODUCCION

El virus diarrea viral bovina (VDVB), virus que pertenece al género Pestivirus
de la familia Flaviviridae, es el agente causal del complejo Diarrea Viral
Bovina/Enfermedad de las Mucosas (DVB/EM), el cual se encuentra diseminado en
todo el mundo con una prevalencia serolégica que fluctia entre un 50 y 90%, segun
predios y edad de los animales.

La infeccion con el VDVB puede ser subclinica o producir enfermedades
agudas de diversa consideracién. EI VDVB se reconoce como una de las causas
principales de pérdidas econdmicas en el ganado bovino, por el efecto detrimental del
virus en la produccion de leche, rendimiento reproductivo, retardo en el crecimiento y
aumento de la incidencia de otras enfermedades, entre otras.

El VDVB presenta una gran variabilidad genémica, expresada a través de una
alta frecuencia de mutaciones puntuales y recombinaciones gendmicas. La
variabilidad gendmica también se expresa en el comportamiento bioldgico y antigénico
del virus, que explicaria en parte las distintas patologias causadas por el VDVB.

En Chile, el virus se aislo por primera vez en 1985, desde un brote de EM en la
zona sur del pais. Estudios serolégicos dan cuenta de una amplia diseminacién del
virus en el pais, con una prevalencia seroldgica de un 69,2% en la IX y X regién del
pais y de un 59,7% y 86% en bovinos de leche y de carne de la Region
Metropolitana.

En Chile, se ha establecido la existencia de cepas de VDVB pertenecientes a
los genotipos VDVB1 y VDVB2 y a los subgrupos VDVB1la, VDVB1b y VDVB1,|.

En esta memoria de titulo se determind la variabilidad genética de aislados

chilenos del VDVB por filogenia molecular de la region 5"NCR del genoma viral.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

El Virus de la Diarrea viral Bovina fue aislado por primera vez en Estados
Unidos el afio 1946, asociado a epizootias de una enfermedad aguda y a menudo
fatal (Olafson et al., 1946). El nombre del virus se asign6 debido a las principales
manifestaciones de la enfermedad que presentaba el ganado, con diarreas y lesiones
erosivas en el tracto digestivo (Baker, 1990).

Desde su aislamiento inicial, el conocimiento del virus ha avanzado
enormemente, estableciéndose la gran complejidad del virus tanto en sus
caracteristicas epidemiol6gicas como patdgenas.

De hecho, el virus no sélo afecta al ganado bovino, sino que también a otras
especies, entre las cuales estan los porcinos, ovinos, caprinos, camélidos
sudamericanos, ademas de rumiantes silvestres como el pudu, ciervo, fiu, alce,
especies que, ademas de actuar como reservorio para el virus, presentan cuadros

clinicos similares a los bovinos (Moenning, 1990; Nettleton, 1990).

2.1 CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD

La infeccion con el VDVB en bovinos puede ser asintomética o generar una
gran diversidad de cuadros clinicos (Copari et al., 1990; Pellerin et al., 1994). Esto
depende de factores asociados al agente, hospedador y medio ambiente.

Entre los factores asociados al hospedador esta el estado inmune del animal
con respecto al virus (inmunotolerancia o inmunocompetencia), con inmunidad pasiva
a través de anticuerpos calostrales o activa por exposicion al agente o a vacunacion;

estado de prefiez de la hembra; edad de gestacion del feto al momento de la



infeccidn; nivel de estrés medio ambiental al momento de la infeccion y coinfeccion
con otros patdégenos (Bolin y Grooms, 2004).

Entre los factores asociados al agente, el principal es el grado de virulencia de
los diferentes aislados virales (Bolin y Gooms, 2004). Esto se ha observado al infectar
experimentalmente animales con cepas no citopaticas (NCP) de distinta virulencia de
los genotipos VDVB-1 y VDVB-2. Los animales infectados con las cepas de mayor
virulencia, en general presentan mayor viremia y un cuadro clinico mas grave. Esto se
explica por una replicacion mas eficiente del virus en el animal (Bolin y Ridpath, 1992;
Walz et al., 2001).

El virus puede ser transmitido via horizontal o vertical. En la via horizontal
(postnatal) el virus infecta a un animal a través de la inhalacion o ingestién de
productos contaminados con saliva, descarga oculonasal, uterinas o fluidos
amnioticos, leche, semen, orina, heces o sangre procedente de animales infectados.
También existe la posibilidad de infecciébn por la administracion parenteral de
productos biolégicos contaminados, picaduras de insectos hematéfagos, empleo de
agujas hipodérmicas contaminadas, palpacion rectal, inseminacion e implantacion de
embriones procedentes de animales infectados y a través de todo implemento
contaminado que tome contacto con las mucosas de un animal susceptible (Baker,
1987).

La otra forma existente de transmision es la vertical (infeccion prenatal) en la
cual el virus se transfiere desde la madre gestante al feto, esto debido a que el virus
es capaz de atravesar la barrera placentaria (Baker, 1990; Brownlie, 1990).

El VDVB es un patdgeno del tracto digestivo, pero también provoca cuadros
respiratorios, problemas reproductivos, afectando también al tracto circulatorio,

linfatico, musculoesquelético, sistema nervioso central y generando sindromes
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hemorragicos, ademas de predisponer a los animales a la presentacion de otras
patologias infecciosas debido a su efecto inmunosupresor (Baker, 1987; Baker, 1990;

Corapi et al, 1990; Bolin y Grooms, 2004).

2.1.1 Infeccién postnatal

2.1.1.1 Infeccidn subclinica

Entre el 70 y 90% de los animales susceptibles inmunocompetentes infectados
con el VDVB presentan este tipo de infeccién (Baker, 1990). Pueden presentar una
elevacion de la temperatura corporal y leucopenia, desarrollando posteriormente
anticuerpos neutralizantes especificos. Las infecciones subclinicas explicarian los
anticuerpos neutralizantes para VDVB que se encuentran en la mayoria del ganado

no vacunado (Bolin y Grooms, 2004).

2.1.1.2 Diarrea viral bovina

Es una enfermedad aguda que se presenta en el ganado seronegativo
inmunocompetente. Ocurre en rangos de edad que van desde los 6 meses a 2 afios
de edad, siendo la morbilidad alta, pero la mortalidad baja o nula. El periodo de
incubaciéon va entre los 5y 7 dias, seguida por fiebre transitoria y leucopenia. La
viremia ocurre 4 a 7 dias postinfeccién y en algunos casos persiste por 15 dias
(Baker, 1990).

Los signos clinicos incluyen depresion, anorexia, descarga oculonasal y
ocasionalmente lesiones orales caracterizadas por erosiones Yy ulceraciones
superficiales. Un cuadro diarreico también puede estar presente y en ganado lechero
la produccion lactea tiende a disminuir. Los anticuerpos neutralizantes generalmente

aparecen entre las 2 y 4 semanas post infeccion y probablemente persisten de por
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vida. La respuesta inmune puede tener una larga duracion, pero los individuos son

susceptibles a reinfecciones (Baker, 1990).

2.1.1.3 Inmunosupresion

El VDVB es capaz de alterar la respuesta inmune del animal ya que afecta la
funcién de los neutrdfilos, causa hiporespuesta de los linfocitos periféricos a diversos
mitdégenos y afecta la distribucién de las inmunoglobulinas entre el citoplasma y la
superficie de los linfocitos. Esto impide la eliminacion de bacterias desde la sangre,
permite una mayor diseminacién de la infecciébn del virus de la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (RIB) en diversos tejidos, potenciando la accidén de otros patdgenos
(sinergismo) tales como el virus de la parainfluenza tipo 3, coronavirus, rotavirus,
pasteurella spp, salmonella spp, coccidias, Escherichia coli, entre otras (Baker, 1990;
Bolin y Grooms, 2004).

La inmunosupresion lleva a un cuadro clinico mas grave que el provocado sélo

por el agente infeccioso que coinfecta con el VDVB (Baker, 1990; Reinhardt, 1992).

2.1.1.4 Sindrome Hemorragico

Este tipo de cuadro se describe a partir de la década de los "90. EI mecanismo
no estd muy claro, pero se cree que es por un efecto directo sobre las plaquetas
circulantes mas que por un efecto de disminucién de la blastogénesis en la médula
Osea (Corapi et al., 1990; Bolin y Ridpath, 1992).

El cuadro se caracteriza por diarrea hemorragica, fiebre, epistaxis,
sangramiento de los sitios de inyeccion y una severa trombocitopenia. También se

han observado petequias y equimosis diseminadas en la conjuntiva, mucosa bucal,



tejido subcutaneo, peritoneo visceral y parietal mesenterio, pared del rumen, intestino,

rinones, bazo, vejiga urinaria, entre otros tejidos (Corapi et al., 1990).

2.1.1.5 Enfermedad de las mucosas

Esta forma de presentacion se presenta sélo en animales portadores
inmunotolerantes del VDVB (PI), cuando en el periodo postnatal el animal se infecta
con una cepa citopatica (CP) del VDVB.

En la forma aguda de la enfermedad el animal Pl se sobreinfecta con una cepa
CP antigénicamente idéntica o muy similar al virus no citopatico (NCP) que habia
infectado al animal durante su gestacion (cepa homéloga) (Baker, 1990).

En la forma cronica de la enfermedad de las mucosas el animal se sobreinfecta
con una cepa CP antigénicamente no tan similar a la cepa NCP que esta infectando al
animal (cepa heterdloga).

La diferencia que existe entre ambos tipos de enfermedad de las mucosas,
esta en el curso de la enfermedad, siendo mucho mas lenta la forma cronica, pero en
ambos casos el 100% de los animales que presentan la enfermedad mueren (Baker,
1990).

La enfermedad de las mucosas, se caracteriza por la aparicién repentina de
signologia clinica en animales entre 6 a 24 meses de edad, que se infectaron en la
etapa temprana de su vida embrionaria. Su morbilidad es baja, pero la letalidad es de
un 100%. Los animales se presentan decaidos, anoréxicos, con taquicardia, polipnea
y sialorreicos. La temperatura oscila entre 40-41° C. Los movimientos ruminales
habitualmente se encuentran ausentes y luego de 2 a 4 dias del inicio de la signologia

se produce una diarrea profusa y acuosa (Reinhardt, 1992).



2.1.2 Sindromes clinicos en individuos con infeccion prenatal

La infeccidn por este virus en una hembra prefiada generalmente lleva a una
infeccion subclinica, sin embargo el mayor impacto de esta infeccion esta en la
capacidad del virus de atravesar la barrera placentaria, causando vasculitis en el lado
materno de la placenta, infectando al feto (Baker, 1990; Fredriksen et al., 1999). El
efecto que tenga el virus en el feto dependera del tiempo de gestacion de la hembra,
desarrollo del sistema inmune del feto, biotipo de la cepa infectante y virulencia del

virus (Duffel y Harkness, 1985; Brownlie, 1990; Grooms, 2004).

2.1.2.1 Infeccién entre -9 y 100 dias de gestacion

El porcentaje de prefiez en animales infectados con el virus es menor que en
animales libres de este (Dubovi, 1994). Dentro del grupo de animales positivos al
virus, la tasa de prefiez también se ve influenciada si la infeccion ocurrié antes,
durante o después de la cruza, siendo mas baja después de la cruza. El efecto del
virus puede ser por un dafio directo sobre el ovocito o indirecto a través de un dafio en
el medio ambiente en el cual este se desarrolla (Grooms, 2004).

Los efectos de la infeccibn con VDVB son muerte fetal, seguida de aborto o
momificacion, ocurriendo en cualquier etapa de la gestacion, pero es mas comun
durante el primer trimestre. La expulsion del feto puede ocurrir varios meses después
de la infeccion (Casaro et al., 1971 ; Done et al., 1980; Duffell y Harkness, 1985;

Roeder et al., 1986; Baker, 1990; Brownlie, 1990; Sprecher et al., 1991).

2.1.2.2 Infeccién entre 100 y 150 dias de gestacion
La infeccion de los fetos en este periodo puede resultar en defectos

congénitos, pues involucra la etapa final de la organogénesis del sistema nervioso,
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como también la habilidad fetal de montar una respuesta inflamatoria. Lesiones
teratogénicas a nivel del sistema nervioso incluyen microencefalopatia, hipoplasia
cerebelar, hidroencefalia, hipomielinogenesis. A nivel de sistema inmune puede
provocar aplasia timica, defectos oculares como atrofia retinal, neuritis &ptica,
cataratas, microftalmia, displasia retinal, entre otras anomalias (Roeder et al., 1986;
Radostits y Littlejhons, 1988; Baker, 1990).

La maduracion de la respuesta inmune ocurre alrededor de los 125 dias de
gestacién. Por lo tanto, los fetos que sobreviven a la infeccion con VDVB no citopatico
entre los 18 y 125 dias de gestacion invariablemente desarrollan inmunotolerancia al
virus y subsecuentemente nacen como animales portadores inmunotolerantes (PI)
(Grooms, 2004). La significancia del biotipo se evidencia claramente durante este
periodo fetal, pues la infeccion con cualquier biotipo es capaz de causar pérdida fetal,
pero solo el biotipo NCP puede generar animales PI, que son el reservorio del virus en
la poblacién animal (Dubovi, 1994).

Los animales Pl pasan desapercibidos y son la fuente mas importante para la

perpetuacion de la infeccion (Radostits y Littlejhons, 1988).

2.1.2.3 Infeccién después de los 150 dias de gestacion

El impacto del VDVB en etapas mas tardias de gestacion es
considerablemente menor que en periodos mas tempranos. El feto se encuentra
inmunolégicamente competente y raramente causa malformaciones congénitas. El
animal puede ser normal al nacimiento y tener anticuerpos neutralizantes para el

VDVB, previo a la ingesta de calostro (Baker, 1990; Dubovi, 1994).
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2.2 CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El VDVB pertenece al género Pestivirus de la familia Flaviviridae junto con el
virus de la Peste Porcina Clasica (VPPC), el virus de la Enfermedad de la Frontera
(VEF) y una Unica cepa (H138) aislada desde una jirafa en Kenya (Murphy et al.,
1995; Heinz et al., 2000; Becher y Thiel, 2002).

El virion tiene un diametro de 30-40 nm, una envoltura lipidica y el genoma
esta formado por un ARN de hebra simple de polaridad positiva de un tamario de 12,5
Kb (Boulanger et al., 1992; Lindenbach y Rice, 2001; Lackner et al., 2004).

El genoma presenta en su extremo 5" una regién no codificante (5"NCR) de
360-390 pb, seguida de una region que codifica para una poliproteina de
aproximadamente 4.000 aminoacidos (ORF), terminando en su extremo 3’ con una
region no codificante de unos 200 pb, sin el extremo poliadenilado (3’NCR) (Murphy et
al., 1995).

La poliproteina es procesada co- y post-traduccionalmente por proteasas
celulares y virales generando 11-12 proteinas maduras (Lindenbach y Rice, 2001;
Lackner et al., 2004). La primera proteina codificada por el genoma viral es Npro,
luego de la cual se ubican las proteinas estructurales del virus, formadas por la
proteina C, que forma la nucleocapside viral y las glicoproteinas virales Erns, E1 y E2
gue se ubican en la envoltura lipidica de la particula viral (Thiel et al., 1991; Weiland et
al., 1999). Los 2/3 restantes de la poliproteina corresponden a las proteinas no
estructurales o también llamadas funcionales del virus, denominadas p7, NS2-3 (NS2,

NS3), NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (Meyers y Thiel, 1996) (Fig.1).
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Npro Erns E1 E2 Py NS2-3 psds| | NS48 M358, nEAE

Figura 1: Organizacion gendmica de proteinas Pestivirus. Esquema adaptado de “Virus

Taxonomy” Murphy et al., (1995). Pag. 422.

2.3 VARIABILIDAD GENOMICA, ANTIGENICA Y BIOLOGICA DEL VDVB

El VDVB presenta una gran variabilidad gendmica, la que se manifiesta a lo
largo de todo el genoma viral, a través de una alta frecuencia de mutaciones
puntuales y recombinaciones genémicas (Meyers y Thiel, 1996).

El genoma de los virus ARN presenta altas frecuencias de mutaciones,
estimada en aproximadamente 1 cada 10 pares de bases (Bolin y Grooms, 2004). La
alta frecuencia de mutaciones puntuales es atribuida principalmente a errores
cometidos por la ARN polimerasa viral responsable de la replicacién del genoma viral
(Bolin y Grooms, 2004). La habilidad para generar constantemente mutaciones
permite a los virus ARN adaptarse rapidamente a la respuesta del hospedero y, en
algunos casos, establecer infecciones persistentes o crénicas (Domingo et al., 1998;
Chaston y Lidbury, 2001).

Por otra parte, se ha observado una gran ocurrencia de recombinacion
genomica en la region codificante de la proteina no estructural NS2-3 del VDVB no
citopatico, con la insercion de ARN viral o celular. El virus CP resultante posee un
genoma esencialmente idéntico al del virus NCP original, a excepcion de la insercion

del ARN adicional (Bolin y Grooms, 2004).
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Analisis de las secuencias nucleotidicas del genoma viral indican que la region
mas conservada de éste es la regidon 5’NCR y la mas variable es la del gen que
codifica para la glicoproteina E2 (Paton et al., 1994; Vilcek et al., 1999).

Las regiones del genoma mas frecuentemente usadas para andlisis genético
(tipificacion) del VDVB son las regiones 5'NCR vy la region inmediatamente adyacente,
que codifica para la proteina viral N*" (Bolin y Grooms, 2004).

Al comparar las secuencias nucleotidicas de la region 5’"NCR de distintos
aislados virales se los pudo clasificar en dos genogrupos o genotipos, el VDVB1 vy el
VDVB2 (Pellerin et al., 1994). El genotipo VDVB-1 agrupa a las principales cepas de
laboratorio como las cepas NADL, Singer y C24V. Es de distribucién mundial y en
general agrupa a aquellos aislados que provocan cuadros clinicos leves. El genotipo
VDVB-2 agrupa ademas de aislados asociados a cuadros clinicos leves, a todos los
aislados virales asociados al sindrome hemorragico y diarreas graves en animales
adultos inmunocompetentes, pero a excepciéon de Norteamérica, se encuentra muy
poco diseminado en el ganado bovino mundial, considerandose un virus emergente
(Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994).

Dentro de los genotipos, se han podido identificar grupos de virus
genéticamente mas similares llamados “subgrupos” y dentro de estos subgrupos,
agrupaciones de virus mas similares aun, denominados “clusters”. Estudios hasta el
afio 2004 daban cuenta de la existencia de 11 subgrupos dentro del VDVB-1 (1a-1k)
(Vilcek et al., 2001; Vilcek et al., 2004), pero recientemente nuevos andlisis han
permitido identificar dentro del genotipo VDVB-1 cuatro subgrupos adicionales, VDVB-
1l al 1o (Jackova et al., 2008; Nagai et al., 2008; Yesilbag et al., 2008).

Para el genotipo VDVB-2 es posible identificar hasta ahora dos subgrupos,

VDVB-2ay 2b (Tajima et al., 2001; Flores et al., 2002; Vilcek et al., 2005).
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La variabilidad genémica del VDVB tiene un correlato en el comportamiento
antigénico y biologico del virus, que explicaria al menos en parte las distintas
patologias asociadas al virus (Bolin y Ridpath, 1992).

En el aspecto antigénico del VDVB, el virus posee un uUnico serotipo, sin
embargo por ensayos de neutralizacion viral con anticuerpos monoclonales y
policlonales, se ha establecido la existencia de importantes variabilidades antigénicas
entre distintos aislados del VDVB, siendo mayores entre aislados del genotipo VDVB-
1y VDVB-2 , lo que incluso permite discriminar a ambos genotipos con anticuerpos
monoclonales (Corapi et al., 1990; Xue et al., 1990; Pellerin et al., 1994; Ridpath et al.,
1994; Reddy et al., 1995; Couvreur et al., 2002). Algunos anticuerpos monoclonales
son capaces de unirse a aislados virales de un genotipo y no son capaces de unirse a
los aislados virales del otro genotipo (Ridpath et al., 1994). Esto explicaria por qué en
Estados Unidos, pese al uso de vacunas por mas de 30 afios aun el ganado bovino no
esté protegido eficientemente frente a infecciones con el VDVB (Bolin et al., 1991;
Bolin y Ridpath, 1995; Van Oirschot et al., 1999; Fulton et al., 2003).

Con respecto a las caracteristicas biolégicas del VDVB, existen dos biotipos del
virus en la naturaleza, el biotipo CP y el biotipo NCP, determinado por la capacidad
del virus de provocar efecto citopéatico y muerte celular en cultivos celulares (Bolin y
Grooms, 2004).

El virus citopético provoca vacuolizacion del citoplasma y muerte celular a
pocos dias de infeccion, en cambio el virus no citopatico, el mas prevalente en la
naturaleza y virus parental del virus citopético, no provoca dafio celular visible (Bolin y
Grooms, 2004).

Estas diferencias entre ambos biotipos se deben a que las cepas NCP inhiben

la sintesis de interferon alfa-beta en las células infectadas lo que impide la lisis de las
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células, en cambio las cepas CP no inhiben esta sintesis lo que lleva a las células a
entrar en apoptosis con la consiguiente lisis celular (Charleston et al, 2001; Schweizer
y Peterhans, 2001; Igbal et al, 2004). También se ha visto que en células dendriticas y
monocitos, los dos biotipos son capaces de infectar a ambos tipos celulares, pero
Unicamente el biotipo CP es capaz de destruir el 90% de los monocitos infectados
(Brackenbury et al., 2003; Glew et al., 2003).

Ademas, cepas CP y NCP homodlogas han demostrado diferencias entre ellas
en las caracteristicas de la infeccion que llevan a cabo en animales infectados.
Animales infectados con las cepas NCP generan una mayor cantidad de anticuerpos
neutralizantes que las infecciones con cepas CP, siendo también las cepas NCP
capaces de infectar una amplia variedad de tejidos, como por ejemplo tejidos del
tracto respiratorio, células sanguineas, bazo, entre otras. Mientras que las cepas CP
infectan soélo algunos tipos de tejidos, principalmente tejido linfatico del tracto digestivo
(Lambot et al., 1998).

Estudios recientes realizados en globulos blancos circulantes han llevado a
postular la existencia de tres biotipos del VDVB: un biotipo NCP (en células epiteliales
y linfoides), un biotipo CP (con muerte de células epiteliales y linfoides) y un nuevo
biotipo linfocitopatogénico (NCP en células epiteliales, pero CP y con muerte de
células linfoides). Los virus del biotipo linfocitopatogénico no generan en las células
los mismos marcadores moleculares producidos por el biotipo CP (presencia de la
proteina NS3 y alteracion de la integridad de la célula). Esto sugiere que el efecto
citopéatico provocado por este nuevo biotipo ocurre por un mecanismo diferente al del
biotipo CP del VDVB (Ridpath et al.,, 2006). Ademas, los virus del biotipo

linfocitopatogénico tienen una alta virulencia en animales infectados.
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Por otra parte, trabajos realizados en una linea de células linfoides (BL3)
indican que las células BL3 responden de una forma distinta a la infeccién con el
biotipo NCP del VDVB dependiendo de la virulencia de la cepa. Algunas cepas de alta
virulencia provocan muerte celular, pero por un mecanismo distinto a la apoptosis

provocado por los virus citopaticos (Bendfeldt et al., 2007).

2.4 BASES GENETICAS DE LA VIRULENCIA DEL VDVB

Dentro de las variables que determinan el efecto de la infeccion por el VDVB
en un animal se encuentra la virulencia del aislado viral. En campo se ha visto que los
aislados del VDVB presentan distintas virulencias. Asi, mientras la infeccién de un
adulto inmunocompetente con un virus de baja virulencia generalmente cursa de
forma subclinica, infecciones con virus de alta virulencia van a provocar un cuadro
clinico, que en algunos casos provoca una alta mortalidad en los animales infectados
(Baker, 1990; Corapi et al., 1990; Pellerin et al., 1994).

Investigaciones realizadas con cepas NCP de distintas virulencias del VDVB,
han mostrado diferencias en el tropismo celular. Las cepas asociadas al sindrome
hemorragico por ejemplo, son capaces de infectar y multiplicarse en trombocitos, lo
gue no ocurre con cepas clasicas del VDVB (Corapi et al., 1990).

Por otra parte, al infectar experimentalmente animales con cepas NCP de
distinta virulencia de los genotipos VDVB-1 y VDVB-2 del virus, se ha observado que
los animales infectados con cepas de mayor virulencia presentan una mayor viremia.
Esto se explicaria por una replicacion mas eficiente del virus en el animal (Bolin y
Ridpath, 1992; Walz et al., 2001). Sin embargo, independiente de la virulencia, en

general, ambos genotipos infectan los mismos tipos de tejidos, pero los aislados del
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genotipo VDVB-2 se encuentran en mayor cantidad en la sangre (viremia) y en tejidos,
que los aislados del genotipo VDVB-1 (Walz et al., 2001).

Otros autores han observado que al infectar animales con cepas virales de
distinta virulencia del genotipo VDVB-2, todas ellas infectan los mismos tipos de
tejidos, pero las cepas mas virulentas generan una mayor viremia, mas prolongadas y
las lesiones en el sistema linfatico y digestivo son mas severas, sugiriendo diferencias
en la capacidad de provocar dafio en los tejidos (Kelling et al., 2002; Liebler-Tenorio et
al., 2002).

En otros estudios realizados con cepas del virus PPC, se han demostrado
diferencias en la liberacion de particulas virales de la progenie desde las células
infectadas. Asi, a medida que aumenta la virulencia de las cepas, aumenta la razén
viriones libres (extracelulares) / viriones asociados a células (intracelulares), lo que
indicaria que una mayor proporcion de la progenie como virus libres haria a algunas
cepas mas virulentas (Mittelholzer et al., 2000).

Un punto importante de mencionar es la asociacién que se ha hecho en los
tltimos afos entre algunos cuadros clinicos y determinados genotipos y subgrupos
virales. Asi, se sugiere que los virus que pertenecen al genotipo VDVB-2 tendrian una
mayor capacidad de provocar abortos en los bovinos, en comparacion con los virus
que pertenecen al genotipo VDVB-1 (Evermann y Ridpath, 2002). Por otra parte, los
virus de los subgrupos VDVB-1b y VDVB-1d estarian asociados preferentemente a
cuadros respiratorios (Baule et al., 2001; Fulton et al., 2002).

Estas diferencias en la virulencia de virus de distintos genotipos y subgrupos
virales, lleva a pensar en la posibilidad de la existencia de caracteres gendmicos
conservados en los distintos grupos virales, que se expresaria en diferencias en la

infeccion viral de las cepas.
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La region 5°'NCR del VDVB, es la regibn mas conservada del genoma viral
debido a su importante rol como sitio de unién ribosomal para la sintesis de la
poliproteina viral, como también para el inicio de la replicacion del genoma viral y su
encapsidacion en la progenie viral (Poole et al., 1995; Yu et al., 2000).

Se ha visto que mutaciones en esta zona producen virus con una infectividad
disminuida, expresada en una menor sintesis de genoma viral, menor sintesis de
progenie viral y formacion de placas de infeccion mas pequefas (Becher et al., 2000;
Yu et al., 2000). Esta atenuacion de la infectividad viral se ha visto tanto in vitro como
in vivo, con una menor viremia y un cuadro clinico mas leve en animales infectados
(Makoschey et al., 2004).

Estudios realizados con aislados de campo de distinta virulencia han
demostrado que en algunos casos esta virulencia se asocia a diferencias en la
eficiencia traduccional de la region 5’"NCR (Topliff et al., 2005).

La regién 3’'NCR se ha visto que también es una regién crucial para la
eficiencia de la replicacion y traduccién viral, actuando especificamente a nivel de la
replicacion del ARN viral y de la terminacion de la traduccion viral (Isken et al., 2004).
Estudios realizados en otros flavivirus han demostrado que mutaciones en esta region
producen una atenuacion de la virulencia viral, asociada a una disminucion de la
eficiencia de la infeccion viral en cultivos celulares (Mandl et al., 1998).

NP es una autoproteasa que en el VPPC se ha visto que interfiere en la
sintesis de interferén tipo |, aumentando la resistencia de la célula infectada a la
apoptosis (Ruggli et al., 2003). Deleciones en el gen que codifica esta proteina
produce una atenuacion del virus, induciendo una disminuciéon en la multiplicacion del

virus en las células del hospedero (Mayer et al., 2004; Tratschin et al., 1998).
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Erns es una glicoproteina con actividad ribonucleasa, indispensable para el
ciclo infectivo viral (Meyers y Thiel, 1996). En el VDVB inhibe la actividad del
interferon tipo | por ARN de hebra doble, mecanismo clave de la respuesta inmune
innata frente a las infecciones virales (Schweizer y Peterhans, 2001; Baigent et al.,
2002; Igbal et al., 2004; Lackner et al., 2004; Lackner et al., 2005).

E2 es la proteina mayoritaria de la particula viral y juega un rol preponderante
en la respuesta inmune del hospedero, ya que posee los principales epitopos en la
generacién de anticuerpos neutralizantes (Horzinek, 1990; Xue et al., 1990; Boulanger
et al., 1992). Esta glicoproteina, una proteina de fusion de clase Il y el principal
receptor viral, se ha visto que es un importante determinante de la virulencia en el
VPPC (Garry y Dash, 2003; Risatti et al., 2005). La glicoproteina E2 de una cepa
atenuada del VPPC fue responsable de una menor sintesis de progenie viral y de la
formacion de placas de infeccibn mas pequefias en cultivos celulares, que una cepa
mas virulenta del VPPC (Risatti et al., 2005).

In vivo, se ha observado que la glicoproteina E2 de una cepa atenuada fue
responsable de una menor diseminacion de la infeccion, una menor replicacion viral
en tejidos, una menor viremia y un cuadro clinico mas leve y de menor duracién en los
cerdos infectados que la observada con la glicoproteina E2 de la cepa mas virulenta
(Risatti et al, 2005).

En los virus NCP la proteina NS2-3 siempre se encuentra como una molécula
Unica, en cambio, en los virus CP, NS2-3 se encuentra parcialmente procesada
generando NS2 y NS3, encontrandose en el citoplasma celular NS2-3, NS2 y NS3
(Meyer y Thiel, 1996). Sin embargo, estudios recientes indican que a tiempos
tempranos de la infeccion viral, la proteina NS2-3 tiene la capacidad de

autoprocesarse, generando las proteinas NS2 y NS3 tanto en los virus CP como NCP
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(Bolin y Grooms, 2004; Lackner et al.,, 2004). La diferencia entre ambos biotipos
virales esta en los tiempos mas tardios de la infeccion viral, en que los virus NCP
dejan de autoprocesar a NS2-3, lo que no ocurre con los virus CP. La proteina NS-3
es considerada la molécula marcadora del virus CP, causando el efecto citopatico
(Donis y Dubovi, 1987).

La eficiencia de la sintesis del ARN viral depende del autoprocesamiento de
NS2-3, indicando que NS2-3 es importante para el control de la replicacion vy

patogenicidad del VDVB (Lackner et al., 2004).

2.5 SITUACION EN CHILE

El estudio genémico de aislados nacionales del VDVB ha permitido establecer
la presencia en Chile de los dos genotipos virales (VDVB1/VDVB2) y de los subgrupos
la, 1by 1j del genotipo VDVBL1 (Pizarro-Lucero et al., 2006).

Andlisis por seroneutralizacién cruzada han permitido clasificar a los aislados
virales chilenos en al menos 4 grupos antigénicos distintos, con baja 0 ninguna
antigenicidad cruzada entre ellos (Pizarro-Lucero et al., 2006). Cabe destacar que
aislados virales nacionales pertenecientes a los subgrupos VDVB1j y VDVB2
presentan una baja antigenicidad cruzada con la cepa NADL, utilizada ampliamente
como cepa vacunal en las vacunas que comercializan los laboratorios internacionales.

Por otro lado, los aislados virales nacionales si bien presentan el mismo
tropismo celular y similar eficiencia de sintesis de progenie viral por ciclo infectivo,
presentan diferencias importantes a nivel de la eficiencia y diseminacion de la
infeccidn, duracion del ciclo infectivo y niamero de ciclos infectivos a 30 horas de
infeccidén en cultivos celulares (Montt, 2004). Esto sugiere la existencia de cepas con

distinta virulencia, por distintas eficiencias en la infeccion de los animales.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, en esta memoria de titulo se
profundizara el estudio sobre la variabilidad genética de aislados chilenos del VDVB.
Para ello, aislados nacionales del virus asociados a distintos cuadros clinicos y zonas
geograficas de Chile se analizaran genéticamente por filogenia molecular de la region

5"NCR del genoma viral.
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OBJETIVOS

General

- Conocer la variabilidad genética de aislados chilenos del VDVB por filogenia

molecular de la regiéon 5’'NCR del genoma viral.

Especificos

1) Aislar cepas chilenas del VDVB desde bovinos de distintas regiones del pais y que

presentan infecciones subclinicas o cuadros clinicos de distinta gravedad.

2) Amplificar por RT-PCR y secuenciar la region 5’"NCR del genoma de los aislados

virales.

3) Determinar la variabilidad genética de los aislados del VDVB por filogenia molecular

de las secuencias nucleotidicas de la region 5’"NCR.
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3. MATERIALES Y METODO

3.1 MUESTRAS

Los virus para el andlisis genético se aislaron desde muestras de sangre
obtenidas a partir de predios ubicados tanto en la zona central (Region Metropolitana,
Bernardo O’Higgins y Maule) como en la zona sur del pais (region del Biobio,
Araucania, de los Rios y de los Lagos), regiones que concentran la mayor parte de los
predios ganaderos de Chile.

A las muestras de sangre obtenidas de la Regiébn Metropolitana, luego de
obtenerse el suero se les realizé la prueba de seroneutralizacion para determinar el
titulo de anticuerpos seroneutralizantes contra VDVB.

Los animales muestreados presentaban antecedentes que los hacian
sospechosos de estar infectados con el VDVB, como por ejemplo aborto, repeticion de
celo y diarrea. También fueron tomadas muestras de animales sanos o asintoméaticos
por ser posibles portadores inmunotolerantes del virus.

Algunos virus fueron aislados desde fetos de los mataderos Lo Valledor, RV
Limitada y Friosa de la Regién Metropolitana, desde los cuales se obtuvieron cultivos
primarios de los pulmones fetales.

También se caracterizaron genéticamente aislados virales obtenidos en el
proyecto FONDECYT 1970887, las que se encontraban congeladas a -196°C en el

laboratorio de Virologia de nuestra Facultad.

3.2 CULTIVOS DE CELULAS MDBK
Los aislados virales se multiplicaron en monocapas de células epiteliales

Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) de bovino, libres de infeccion por el VDVB.
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Células MDBK que se encontraban congeladas en nitrogeno liquido a -196° C
fueron sembradas en botellas de 10 ml en medio de cultivo esencial minimo (MEM)
(medio esencial minimo, N° catdlogo GIBCO-INVITROGEN 41500-034) con suero
equino al 8%. Las células se incubaron por 72 horas a 37°C hasta obtener una
monocapa completa.

Transcurridas las 72 hrs de incubacion se eliminé el medio de cultivo, las
células se lavaron una vez con 10 ml de solucién salina A de Puck (Puck et al., 1961)
y una vez con 1 ml de tripsina-verseno (Tripsina 0,05% Verseno 0,02% en Salina A de
Puck). Las células se desprendieron de la monocapa celular incubando 10 minutos a
37°C con 0,5 ml de tripsina-verseno, luego de lo cual se ajusto la concentracion de las
células a una cantidad de 100 mil células/ml con medio de cultivo MEM con suero
equino 5%.

Para botellas de 10 ml se sembraron 10 ml de la suspension celular y para

tubos, 2 ml de las células, luego de lo cual las células se incubaron a 37°C.

3.3 CULTIVOS PRIMARIOS DE PULMONES FETALES BOVINOS

Los cultivos primarios se realizaron desde pulmones bovinos obtenidos desde
fetos provenientes de hembras prefiadas sacrificadas en los mataderos RV Limitada,
Lo Valledor y Friosa de la Region Metropolitana.

Los pulmones se extrajeron asépticamente desde los fetos y se lavaron en
solucion salina A de Puck, hasta obtener un sobrenadante limpio. Luego, los érganos
se depositaron en placa Petri, se fragmentaron finamente con tijeras y los trozos de

pulmoén fueron traspasados a un matraz junto con 70 ml de salina A de Puck.
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Los trozos de pulmon se agitaron hasta obtener un sobrenadante transparente,
luego de lo cual se eliminé el sobrenadante, se agregd 40 ml de tripsina 0,25% y se
agitd nuevamente por 20 minutos hasta obtener un sobrenadante opalescente.

Los trozos de pulmén se dejaron decantar por algunos minutos y el
sobrenadante se centrifug6 a 2.000xg por 5 minutos para sedimentar las células.

El sobrenadante con la tripsina se elimind y luego de lavar las células con 25
ml de salina A de Puck se centrifugd por otros 5 minutos para sedimentar las células.
Finalmente, el sobrenadante se elimind, las células se resuspendieron en 10 ml. de
medio MEM con suero equino 10% y se sembraron en una botella de 10 ml. Las
botellas con células se incubaron a 37°C por 48 hrs. después de lo cual se realizaron

pasajes celulares.

3.4 MULTIPLICACION VIRAL

Para el aislamiento viral desde muestras de sangre y para la reactivacion de
los aislados virales guardados en el laboratorio de Virologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias, se realizaron pasajes en monocapas de células
MDBK.

Para ello, 200 ul de suero o lisados de células infectadas con el virus se
inocularon sobre monocapas de células MDBK por 1 hora a 37°C, luego de lo cual,
sobre el inéculo viral se agregd 2 ml de medio MEM con suero equino 5% y se incubo
a 37°C por 72 horas (Pasaje Celular).

Para llevar a cabo un segundo pasaje, a las 72 horas de incubacién las células
con el medio de cultivo se congelaron/descongelaron por tres veces, de tal manera de
lisar las células y liberar el virus al medio de cultivo. Luego de lo cual se repitio el

procedimiento detallado anteriormente, pero ahora con 200 pl del lisado celular.
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Cada virus fue sometido al nUmero de pasajes necesario para obtener un 50-

75% de la monocapa celular infectada con el VDVB.

3.5 INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD) DEL VDVB.

La presencia del VDVB en las células MDBK se detecté por IFD. Para ello,
luego que las células inoculadas se incubaron por 72 horas a 37°C, se procedio a
congelarlas/descongelarlas 3 veces, para liberar el virus desde el interior de las
células y posteriormente se utilizé para inocular células crecidas en laminillas de vidrio
en tubos Leighton, con posterior incubacion por 48 hrs. a 37°C.

Las laminillas con células infectadas con VDVB se extrajeron del tubo Leighton,
fueron lavadas con PBS 0,01M pH 7,6 por 5 minutos y fijadas con acetona fria al
100% a -20°C durante 10 minutos. Las laminillas fueron conservadas a -20°C.

Posteriormente, las laminillas se hidrataron con PBS 0,01M pH 7,6 por 5
minutos, luego se agregd 30 pl de una diluciébn 1:50 de anticuerpos policlonales
conjugados a isotiocianato de fluorescencia, especifico para VDVB (CVL Weybridge),
junto con azul de Evans como contratincion y se incubé por 30 minutos a 37°C en
camara humeda.

Luego, las laminillas se lavaron tres veces por 5 minutos cada vez con PBS pH
7,6 al 0,01 M y luego con agua destilada. Una vez secadas, se dispusieron en un
portaobjeto sobre 7 ul de glicerina al 50% y PBS 0,001 M a pH 7,6.

La presencia de antigenos del VDVB se determiné por la deteccion de
fluorescencia especifica verde en el citoplasma celular al observar las células con el
microscopio de fluorescencia marca Nikon Optiphot-2 con aumento de 200x y 400x.

En ausencia del virus, el citoplasma se observo de color rojo.

26



3.6 SERONEUTRALIZACION

Esta prueba se realizdé agregando a una microplaca de fondo plano (Linbro) 25
pl de los sueros inactivados (dos pocillos por cada muestra) en las filas A, B y C.
Ademas se adicionaron 25ul de MEM en toda la microplaca excepto en la fila B.
Posteriormente, por medio de una micropipeta multicanal, se hicieron diluciones en
base dos de los sueros, por duplicado, desde 1:2 hasta 1:64 en medio de cultivo,
cada una de las cuales se hizo reaccionar con 100 DICTs, de la cepa NADL del
VDVB. Después de incubar la mezcla suero-virus a 37°C por una hora se adicionaron
50 ul de una suspension de células en una concentracién de 150.000 células por ml,
adicionando 15% de suero equino. La microplaca se incubé a 37°C en un ambiente
con un 5% de CO, por 5 dias, realizando observaciones diarias en busca de efecto
citopético producido por la cepa NADL del VDVB (Edwards, 1990).

El titulo del suero correspondié a la dilucion de suero que protege al 50% de la
poblacién de cultivos celulares infectados con 100 DICTso de VDVB y se obtuvo

empleando el método de Reed y Muench (Lennette y Schmidt, 1964).

3.7 AMPLIFICACION POR RT-PCR DE LA REGION 5'NCR DEL GENOMA VIRAL
3.7.1 Extraccion de ARN desde lisados celulares infectados con el VDVB.

Las monocapas de células infectadas fueron congeladas y descongeladas tres
veces. A 250 pl del lisado celular se agregé 750 ul de Trizol LS (Invitrogen), se
procedi6 a pipetear varias veces y se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se agregé 400 pl de cloroformo y luego de agitar en vortex por 15
segundos se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos y se centrifug6 a 12.000xg

por 15 minutos.
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En otro tubo se mezclo 500 pl del sobrenadante obtenido de la centrifugacion,
con 50 pl de ARN de levadura 1 mg/ml y 550 ul de isopropanol, incubando a
temperatura ambiente por 10 minutos. Luego se centrifugé a 12.000 xg durante 10
minutos, se elimino el sobrenadante y el sedimento se lavé con 1 ml de etanol al 75%,
agitando en vortex por 15 segundos y centrifugando a 7.500 xg por 5 minutos. Se
repitio el lavado 2 veces mas.

Finalmente se dej6 secar el ARN por 10 minutos y se resuspendio en 50 pl de
agua destilada estéril, libre de nucleasa. Luego, el ARN se incub6 a 55-60°C por 10

minutos, se agit6é en vortex y se guardé a -20°C.

3.7.2 Amplificacion por RT-PCR de la regién 5’NCR del genoma de VDVB.

La region 5’NCR del genoma viral se amplificé por RT-PCR a partir del ARN
total extraido con Trizol LS, usando el “kit” “SuperScript Ill One Step / Platinum Taq
Polymerase” (Invitrogen). Los partidores utilizados en la reaccion fueron: 324 (5'-
ATGCCCTTAGTAGGACTAGCA-3 y 326 (5-TCAACTCCATGTGCCATGTAC-3),
sintetizando un fragmento de ADN de 288 pb.

La reaccion de transcripcion inversa se llevé a cabo a 55° C por 30 minutos,
bajo las siguientes condiciones: 12,5 ul de la Mezcla de Reaccion 2x; 1 pl de la
mezcla de enzimas Super Script Il / Platinum Taq polimerasa; 1 yl de cada partidor
(324 y 326, 10 uM cada uno); 2 pl de sulfato de magnesio 5 mM. Luego de la reaccion
de transcripcion inversa, los tubos se incubaron a 94°C por 2 minutos.

La reaccién de amplificacion se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones: 40
ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos y 68°C por 1 minuto. Luego,

los tubos se incubaron a 68°C por 5 minutos.
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3.7.3 Electroforesis en gel de agarosa

El fragmento de ADN amplificado se visualizd por electroforesis en gel de
agarosa al 2% en tampoén TBE (Tris base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM)
con posterior tincion con bromuro de etidio 1 pg/ml.

Para ello, 0,5 gramos de agarosa se fundieron en 25 ml de tampén TBE a
100°C. Después de enfriar a 55°C la solucién se virtio en la cubeta de la camara de
electroforesis y se dejé hasta que se solidificara la agarosa. Luego, se agregd tampon
TBE hasta cubrir 1 mm la superficie del gel.

Las muestras a cargar en el gel correspondieron a 5 pl de la reaccion de RT-
PCR y 1 ul de tampdn de electroforesis. Como estandar de peso molecular se us6 un
ADN “ladder” de 100 pb (Invitrogen). El gel se sometié a una electroforesis de 120 V
por 35 minutos.

Una vez concluida la electroforesis el gel fue incubado en una solucion de
bromuro de etidio 1 pg/ml por 20 minutos y luego en agua destilada por 5 minutos.

Los fragmentos de ADN en el gel se observaron en un transiluminador con luz UV.

3.8 SECUENCIACION DE LA REGION 5°’NCR DEL GENOMA DE VDVB.

Los amplicones obtenidos desde la region 5’NCR del genoma de VDVB por
RT-PCR se purificaron y en caso de tener una concentraciéon mayor de 10 ng/ul se
secuenciaron directamente ambas cadenas de ADN, usando los mismos partidores
empleados en la reaccion de RT-PCR. En aquellos casos en que la concentracion del
amplicén obtenido fue menor de 10 ng/ul, el amplicén se clon6 en el vector pGEM T-
Easy, el plasmidio se multiplicé en bacterias E. coli y luego se secuencié el amplicén

inserto en el plasmidio purificado.
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3.8.1 Purificacion del amplicon desde la reaccion de RT-PCR

Para purificar el amplicdn se uso el “kit” QIAquick PCR Purification (Quiagen),
de acuerdo a las instrucciones del proveedor. En breve, a un volumen de reaccion de
PCR se agrego cinco volumenes de tampdn PBI y se cargd en una columna QIAquick
inserta en un tubo de 2 ml. Luego de centrifugar a 17.900xg durante 1 minuto y
eliminar el liquido del tubo, se agregd 750 pl de tampon PE a la columna y se
centrifugd a 17.900xg por 1 minuto nuevamente. Luego de eliminar el liquido del tubo,
la columna se centrifugd nuevamente y se colocé en un tubo de 1,5 ml donde se
procedié a agregar 50 ul de agua destilada. Luego de incubar a temperatura ambiente

por 1 minuto se centrifugd por 1 minuto para eluir el ADN.

3.8.2 Cuantificacion del amplicon purificado

El ADN purificado con el “kit” QIAquick fue cuantificado por electroforesis en
gel de agarosa con posterior tincibn con bromuro de etidio. Para ello, la muestra
sometida a electroforesis contenia 1 pl del amplicon purificado, 4 ul de aguay 1 pl de
tampon muestra. Como estandar de masa se utilizo ADN del fago @X174 digerido con
Haelll (Fermentas). Las muestras de ADN a cuantificar junto con el estandar de masa
se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 2% en tampén TBE a 100V por 30
minutos. Posteriormente, el gel se sumergid en una soluciéon de bromuro de etidio 1
pg/ml por 20 minutos y luego en agua destilada por 5 minutos. En un transiluminador
con luz UV los amplicones se cuantificaron comparando la intensidad de su
fluorescencia, con la fluorescencia de los fragmentos de ADN de masa conocida del

estandar presente en el gel.
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3.8.3 Clonacion del amplicon purificado en el vector pPGEM-T Easy

Los amplicones purificados con una concentracion menor de 10 ng/pl fueron
clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega) para aumentar la cantidad del
amplicdn antes de ser secuenciado.

Para ello, 5-10 ng del amplicon purficado se cloné en 50 ng del vector pGEM-T
Easy con 3 Unidades de la enzima T4 ADN Ligasa a 4°C por 16 horas.

Posteriormente, 2 pl de cada reaccion de clonacion se incub6 a 4°C por 20
minutos con 50 ul de células competentes JM109 recién descongeladas. Luego se
aplicé un shock térmico de 42°C por 50 segundos e inmediatamente se volvié a
incubar las células a 4°C por 2 minutos. A continuacion se agregd 950 pl de medio
SOC (extracto de levadura 5 g/I, triptona 20 g/I, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, glucosa 20
mM, Mg*? 20 mM, pH 7,0) a temperatura ambiente y se incubé a 37°C por 1,5 horas
en un agitador orbital termorregulado a 150 rpm. Cumplido el tiempo, 100 ul de cada
cultivo transformante se sembré en placas de agar LB/ampicilina/IPTG/X-Gal (triptona
10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l, ampicilina 100 pg/ml, IPTG 0,5 mM, X-
Gal 50 mg/ml, pH 7,0) y se incub6 16-24 horas a 37° C.

Las colonias de color blanco poseen al vector pGEM-T Easy con el inserto de

ADN vy las colonias azules debieran contener al vector sin el inserto.

3.8.4 Obtencion del plasmidio purificado

Diez colonias blancas fueron seleccionadas desde las placas LB/ampicilina/
IPTG/X-Gal. Una parte de la colonia se sembr6 en una placa de agar LB/Ampicilina
(triptona 10 g/, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/I, ampicilina 100 pg/ml, pH 7,0) y
otra parte de la colonia se coloc6 en tubo con 50 ul de agua destilada estéril, las que

se por 5 minutos a 99°C con posterior centrifugaciéon a 7.500 x g por 15 minutos.
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Al lisado bacteriano se le realizé un PCR de colonia para detectar la presencia
del amplicén en el plasmidio. La reaccion de PCR se llevo a cabo bajo las siguientes
condiciones: Tris-HCI 20 mM, KCI 50 mM, MgCl, 1,2 mM, dNTP 0,2 mM, partidor 324
0,4 pM, partidor 326 0,4 pM, Taq Polimerasa Platinum (Invitrogen) 1 U. Las
condiciones de amplificacién fueron: 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos y 72°C por 1 minuto. Luego, los tubos se incubaron a 72°C por 10 minutos.

El ADN amplificado se visualiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 2% en
tampon TBE, con posterior tincion con bromuro de etidio 1 pg/ml.

Aquellas colonias que dieron PCR(+), es decir aquellas que presentaban el
plasmidio con el amplicén de 288 pb insertado, fueron sembradas en 10 ml de medio
liguido LB/ampicilina e incubadas por 16 horas a 37°C en un agitador orbital
termoregulado a 200 rpm.

El plasmidio se purific6 desde las bacterias transformadas utilizando el “kit”
GeneJET Plasmid Miniprep (Fermentas).

Para ello, 5 ml de medio de cultivo se centrifugd a 6.800 x g por 2 minutos a
temperatura ambiente y se elimind el sobrenadante. Las bacterias sedimentadas se
resuspendieron en 250 pl de solucién de resuspensién agitando por pipeteo. Luego se
agreg6 250 pl de solucion de lisis, se mezclé suavemente por inversion y se incub6 a
temperatura ambiente por 2 minutos. A continuacion se agregd 350 ul de solucion de
neutralizaciéon y se mezclé por inversion varias veces hasta formar un precipitado
floculento, el que se precipité a 14.000 x g por 5 minutos.

El sobrenadante se cargd en una columna del “kit” inserta en un tubo de 2 mly
luego de centrifugar a 14.000 xg por 1 minuto a temperatura ambiente se elimino el

liquido de la columna.
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500 pl de solucion de lavado se agreg6 a la columna y luego de centrifugar a
10.000 xg por 1 minuto se elimind el liquido. El lavado se repitio 1 vez mas.

Posteriormente, la columna vacia se centrifugé a 14.000 xg por 1 minuto y
luego de colocar la columna en un tubo de 1,5 ml se agregd 50 ul de agua estéril
desionizada directamente en la matriz de la columna. Luego de incubar por 2 minutos
a temperatura ambiente se centrifugd a 14.000 xg por 2 minutos para eluir el
plasmidio. El plasmidio se guardo a -20°C.

El plasmidio purificado fue cuantificado por electroforesis en gel de agarosa
con posterior tincién con bromuro de etidio, de la misma manera como se realizé con

el amplicon purificado.

3.9 FILOGENIA MOLECULAR DE LA REGION 5NCR DEL GENOMA DE VDVB.

El andlisis filogenético molecular de las secuencias nucleotidicas obtenidas se
realizd6 usando el programa MEGA de analisis bioinformético (Kumar et al., 1994).
Para ello, las secuencias nucleotidicas obtenidas se alinearon usando el programa
Clustal W 1.83 (Thompson et al., 1994) . Las distancias genéticas existentes entre
ellas se calcularon usando el método de dos parametros de Kimura y los arboles
filogenéticos se construyeron usando el método de “neighbor-joining” (Kimura, 1980).
La robustez del arbol filogenético obtenido se determind por un analisis de “bootstrap”
de 1000 réplicas.

El andlisis por filogenia molecular de las secuencias nucleotidicas obtenidas de
la region 5’NCR de los aislados del VDVB permitio clasificar a los virus en genotipos y

subgrupos segun la nomenclatura definida en la literatura internacional.
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4. RESULTADOS

Se analizaron un total de 226 muestras de bovinos provenientes de predios
ubicados en regiones del pais que concentran la mayor parte de la actividad
ganadera en Chile.

De las muestras de sangre obtenidas de bovinos de la Region Metropolitana, 3
presentaron titulos de anticuerpos <2, a las cuales se les realiz6 4-5 pasajes celulares
en cultivos de células MDBK.

A partir de los cultivos primarios obtenidos de células de los pulmones fetales y
mediante la prueba de IFD, se pudo detectar la presencia del VDVB en 9 de los 10
cultivos primarios de pulmones fetales.

También se caracterizaron genéticamente aislados virales obtenidos en el
proyecto FONDECYT 1970887, las que se encontraban congeladas a -196°C en el
laboratorio de Virologia de nuestra Facultad. En este caso, los aislados virales se
reactivaron por sucesivos pasajes en células MDBK y posterior deteccion por IFD.

En 45 de las 226 muestras analizadas se pudo aislar virus en cantidad
suficiente para secuenciar una zona de la region 5’NCR (Cuadro 1). Es decir, 45
muestras presentaban un minimo de 75% de la monocapa celular infectada con el
VDVB y un RT-PCR positivo para la regién 5 NCR.

En los 45 aislados virales seleccionados se amplificO una zona de la region
5'NCR por RT-PCR usando los partidores 324/326 (Vilcek et al., 1994). Al someter
una alicuota de la reaccion post-PCR a electroforesis en un gel de agarosa al 2% en
TBE con posterior tincibn con bromuro de etidio, en todos los aislados virales se
obtuvo un fragmento de ADN de 288 pares de bases (amplicdn), sin embargo la

cantidad de ADN sintetizado varié entre los distintos aislados virales.

34



Cuadro 1. Aislados chilenos de Virus Diarrea Viral Bovino

Identificacion Afio de Lugar toma de muestra Cuadro clinico Pasajes
de Aislado Aislamiento

113 1995 Region Metropolitana - Maria Pinto PIT 11
184 1995 Region Metropolitana - Maria Pinto PR 7
379 1995 Region Metropolitana SANO 4
419 1995 Region Metropolitana - Melipilla SANO 3
470 1995 Region Metropolitana - Maria Pinto PIT 8
476 1995 Region Metropolitana SANO 3
511 1993 Region del L.B. O"Higgins - Rancagua ABORTO 3
649 1996 Region Metropolitana PR 4
693 1996 Region Metropolitana - Talagante SANO 5
809 1998 Region Metropolitana - Maria Pinto DIARREA 3
914 2005 Region de la Araucania - Pitrufquén ABORTO 7
916 2003 Regidn de los Rios - Valdivia PIT 4
917 2003 Region de los Lagos -Llanquihue PIT 4
918 2003 Regidn de los Lagos - Llanquihue PIT 4
919 2003 Regidn de los Lagos - Llanquihue PIT 4
920 2003 Regidn de los Lagos - Llanquihue PIT 7
921 2003 Region de los Lagos - Los Muermos PIT 7
927 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
928 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
939 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
958 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
971 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
972 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
992 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
1014 2006 Region del Bio-Bio - Nuble PR 4
1025 2007 Regién Metropolitana - Melipilla PR 3
1061 2007 Region Metropolitana - Melipilla PR 4
1068 2007 Regién Metropolitana - Melipilla PR 14
1071 2003 Region de la Araucania - Cautin DIARREA 3
1076 2007 Region de la Araucania - Freire SANO 4
1078 2007 Regidn de la Araucania - Angol ABORTO 4
1086 2007 Regidn de la Araucania - Temuco SANO 4
1087 2007 Region del Maule - Cauquenes SANO 4
1091 2007 Regidn del Bio-Bio - Chillan SANO 7
1092 2007 Region del Maule - Talca ABORTO 4
1109 2007 Region del Bio-Bio — San Carlos SANO 2
p22 2006 Region Metropolitana — Lo Valledor FSAC 2
P23 2006 Region Metropolitana — Lo Valledor FSAC 2
P24 2006 Regién Metropolitana — Lo Valledor FSAC 2
P26 2006 Region Metropolitana — Lo Valledor FSAC 2
P28 2006 Region Metropolitana — Lo Valledor FSAC 2
P30 2006 Region Metropolitana — RV Ltda. FSAC 2
P31 2006 Region Metropolitana — RV Ltda. FSAC 2
P32 2006 Region Metropolitana - Friosa FSAC 2
P33 2006 Region Metropolitana - Friosa FSAC 2

PIT: Portadores inmunotolerantes PR: Problemas Reproductivos FSAC: Feto sin antecedentes clinicos
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En aquellos casos en que la concentracion final de amplicén fue mayor de 10
ng/ul se pudo realizar secuenciacion directa del fragmento de ADN. En aquellos
aislados virales, en que la concentracion del amplicén obtenido fue menor de 10 ng/ul
fue necesario clonar el fragmento de ADN en el vector pGEM T-Easy, transformar
bacterias E. coli con el plasmidio y luego de multiplicar las bacterias por 12-16 horas a
37°C, purificar el plasmidio y secuenciar el fragmento de ADN inserto en el plasmidio.

De los 45 aislados virales, 26 fueron secuenciados directamente y los 19
restantes fueron clonados en el vector pPGEM-T Easy. Los virus clonados fueron: 184;
927; 928; 939; 958; 971; 972; 992; 1014, 1078; 1091, P22; P24; P26; P28; P30; P31,
P32y P33.

Los fragmentos de ADN fueron secuenciados en el Centro de Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y en la empresa Genytec.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se alinearon usando el programa
Clustal W 1.83 junto con 58 aislados virales nacionales e internacionales
pertenecientes a los subgrupos 1a, 1b, 1c, 1d, 1le, 1f, 1g, 1h, 1i, 1j, 1k y 2a (Pizarro-
Lucero et al., 2006).

Luego de alineadas las secuencias nucleotidicas, se les realizé el analisis
filogenético molecular usando el programa bioinformatico MEGA con el método de dos
parametros de Kimura y los arboles filogenéticos se construyeron usando el método
de “neighbor-joining” con un “bootstrap” con 1000 réplicas.

El arbol filogenético obtenido se muestra en la figura 2. Este arbol nos muestra
que del total de aislados virales analizados, 40 pertenecen al genotipo VDVB-1y 5 al
genotipo VDVB-2. De los virus del genotipo VDVB-1, 2 pertenecen al subgrupo
VDVBl1a, 15 al subgrupo VDVB1b, 20 al subgrupo VDVB1j y 3 al subgrupo VDVBL1i

(Cuadro 2).
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Los virus del genotipo VDVB-2 se encontraron solo en la zona central de Chile
y se obtuvieron entre los afios 1995 y 1998, mientras que los virus del genotipo
VDVB-1 se aislaron tanto en la zona central como en la zona sur del pais entre los
afos 1993y 2007.

En cuanto a los porcentajes de identidad nucleotidica (PIN) entre los 45
aislados virales chilenos, se puede observar que los virus tienen un PIN intergenotipo
(VDVB-1 versus VDVB-2) entre 72-79% (Tabla 1). Los virus pertenecientes al
genotipo VDVB-1 presentan un PIN intragenotipo entre un 86-100% vy los aislados
virales del genotipo VDVB-2 tienen un PIN intragenotipo entre un 99-100%.

Los PIN dentro del subgrupo VDVB-1a van entre un 94-100%, para el VDVB-
1b entre un 90-100%, para el VDVB-1j entre un 97-100% y para el subgrupo VDVB-1i
entre un 98-100%. Esto indica que los virus del subgrupo VDVB1b son los que
presentan una mayor diversidad genética.

Entre los virus de los subgrupos predominantes de este estudio, es decir entre
los subgrupos VDVB-1b y VDVB-1j, el PIN intersubgrupo va entre un 87-91%. Entre
los subgrupos VDVB-1b y VDVB-1i van entre un 86-90% y entre los subgrupos VDVB-
1j y VDVB-1i van entre un 89-91%.

Finalmente, los PIN entre los aislados del subgrupo VDVB-la y los otros
subgrupos del genotipo VDVB-1, es decir VDVB-1b, VDVB-1j y VDVB-1i, fue de 87-

92%, 90-93% y 91-93% respectivamente.
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Figura 2. Arbol Filogenético de los aislados chilenos del Virus Diarrea Viral Bovino
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Tabla 1. Porcentajes de Identidad Nucleotidica (PIN) entre aislados virales pertenecientes a
los genotipos VDVB-1y VDVB-2

809 470 419 476 693

113 75 75 77 77 78

184 74 74 74 74 74

379 75 75 74 74 75

511 74 74 76 76 76

649 73 73 75 75 75

914 75 75 77 77 78

916 73 73 75 75 75

917 76 76 78 78 78

918 75 75 77 77 78

919 75 75 77 77 78

920 76 76 78 78 *79

921 72 *72 73 73 74

927 73 73 73 73 74

928 73 73 74 74 75

939 74 74 76 76 76

958 73 73 74 74 75

971 74 74 76 76 76

972 74 74 75 75 76

992 74 74 74 74 74

1014 73 73 75 75 75
1025 76 76 78 78 79
1061 76 76 78 78 79
1068 72 72 73 73 74
1071 76 76 78 78 79
1076 76 76 78 78 79
1078 74 74 76 76 76
1086 76 76 78 78 78
1087 74 74 76 76 76
1091 76 75 75 74 74
1092 76 76 78 78 79
1109 76 76 78 78 79
P22 74 74 74 74 74

P23 74 74 74 74 75

P24 74 74 76 76 76

P26 74 74 76 76 76

P28 72 72 74 74 74

P30 74 74 76 76 76

P31 74 74 76 76 76

P32 74 74 74 74 74

P33 74 74 74 74 74

e  Celdas muestran los PIN minimo y maximo estimados.



Cuadro 2. Resultados de genotipos obtenidos segun cuadros clinicos, afio y origen.

Identificacion
de aislado
113

184
379
419
470
476
511
649
693
809
914
916
917
918
919
920
921
927
928
939
958
971
972
992
1014
1025
1061
1068
1071
1076
1078
1086
1087
1091
1092
1109
P22
P23
P24
P26
P28
P30
P31
P32
P33

Afio de
aislamiento
1995

1995
1995
1995
1995
1995
1993
1996
1996
1998
2005
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2003
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006

Lugar toma de muestras Cuadro clinico Genotipo
Regién Metropolitana - Maria Pinto PIT 1b
Regién Metropolitana - Maria Pinto PR 1b
Regién Metropolitana SANO 1b
Regién Metropolitana - Melipilla SANO 2
Regién Metripolitana - Maria Pinto PIT 2
Regién Metropolitana SANO 2
R. L. Bernardo O"Higgins - Rancagua ABORTO 1j
Regién Metropolitana PR 1j
Regién Metropolitana - Talagante SANO 2
Regién Metropolitana - Maria Pinto DIARREA 2
Regién de la Araucania - Pitrufquén ABORTO 1b
Regién de los Rios - Valdivia PIT la
Regién de los Lagos- Llanquihue PIT 1b
Regién de los Lagos- Llanquihue PIT 1b
Regién de los Lagos- Llanquihue PIT 1b
Region de los Lagos- Llanquihue PIT 1b
Region de los Lagos - Los Muermos PIT 1i
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region del Bio-Bio - Nuble PR 1j
Region Metropolitana - Melipilla PR 1b
Region Metropolitana - Melipilla PR 1b
Regién Metropolitana - Melipilla PR 1i
Regién de la Araucania - Cautin DIARREA 1b
Region de la Araucania - Freire SANO 1b
Regién de la Araucania - Algol ABORTO 1j
Region de la Araucania - Temuco SANO 1b
Region del Maule - Cauquenes SANO 1j
Region del Bio- Bio - Chillan SANO la
Region del Maule - Talca ABORTO 1b
Region del Bio-Bio - San Carlos SANO 1b
Region Metropolitana - Lo Valledor FSAC 1j
Region Metropolitana - Lo Valledor FSAC 1j
Regién Metropolitana - Lo Valledor FSAC 1j
Regién Metropolitana - Lo Valledor FSAC 1j
Regién Metropolitana - Lo Valledor FSAC 1i
Regién Metropoltana - RV Ltda. FSAC 1j
Regién Metropolitana - RV Ltda.. FSAC 1j
Regién Metropolitana - Friosa FSAC 1j
Region Metropolitana - Friosa FSAC 1j

PIT: Portadores inmunotolerantes. PR: Problemas Reproductivos.

FSAC: Feto sin antecedentes clinicos
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5. DISCUSION

En los resultados obtenidos se puede observar que la mayoria de los virus
aislados pertenecen al genotipo VDVB-1 y s6lo una pequefia proporcién de ellos
pertenece al genotipo VDVB-2.

Al comparar estos resultados con estudios previos realizados en el pais
(Pizarro-Lucero et al., 2006), notamos una gran diferencia en la composicion genética
de los virus aislados. Asi, en el estudio publicado en el afio 2006, con virus aislados
entre los afios 1993-2001 desde bovinos nacionales infectados naturalmente, mas de
la mitad de los aislados virales correspondian al genotipo VDVB-2 (51,5%). Sin
embargo, los resultados de este estudio indican que s6lo un 11,1% de los virus
corresponden al genotipo VDVB-2.

Ademas, los 5 virus pertenecientes al genotipo VDVB-2 fueron aislados entre
los afios 1995-1998, tanto de individuos sanos como de animales con cuadro
digestivo, manteniéndose almacenados en el laboratorio de Virologia desde esa
fecha. Es decir, ninguna de las muestras obtenidas en los ultimos 8 afios permitieron
el aislamiento de virus pertenecientes al genotipo VDVB-2, lo que sugeriria
actualmente, una ausencia o baja presencia del virus en el ganado bovino nacional.

Por otro lado, los valores de PIN obtenidos indican que los virus pertenecientes
al genotipo VDVB-1 son genéticamente mas heterogéneos que los virus
pertenecientes al genotipo VDVB-2 (PIN intragenotipos de 86-100% y 99-100%,
respectivamente). Esto concuerda con lo reportado en la literatura internacional, e
indica que en Chile, los virus pertenecientes al genotipo VDVB-1 también se

encuentran circulando por mayor tiempo en el ganado bovino, que los virus del
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genotipo VDVB-2 (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994; Becher et al., 1999; Vilcek
et al., 2001; Vilcek et al., 2005).

Los subgrupos predominantes del VDVB-1 son los subgrupos 1b (15 aislados)
y 1j (20 aislados), con los subgrupos 1i y la agrupando a un numero menor de
aislados (3 y 2, respectivamente). Segun estudios anteriores (Pizarro-Lucero et al.,
2006), de 9 aislados del genotipo VDVB-1 analizados, 6 eran del subgrupo 1b, 2 del
subgrupo 1j (1c, segun nomenclatura de la época) y 1 del subgrupo 1a.

Otra de las diferencias encontradas con respecto al estudio anterior, es que en
2006, los virus del subgrupo 1j se encontraban en menor proporcion (2/9) entre los
virus analizados del genotipo VDVB-1, que lo reportado en este estudio (20/40). Esto
podria explicarse por el menor nimero de virus analizados anteriormente, o0 porque en
este estudio la mayoria de las muestras se obtuvo desde animales que cursaban
principalmente con cuadros clinicos o problemas a nivel de sistema reproductivo, en
cambio en el estudio anterior, la mayoria de los aislados virales se obtuvo desde
animales sanos (Pizarro-Lucero et al., 2006). De hecho, la mayoria de los virus del
subgrupo VDVB-1j se aisl6 desde animales que cursaban cuadros reproductivos. Asi,
de 17 animales con problemas reproductivos en los cuales se pudo aislar el VDVB,
once de ellos estaban infectados con virus del subgrupo VDVB-1j, cinco con virus del
subgrupo VDVB-1b y uno con virus del subgrupo VDVB-1i. Los virus del subgrupo
VDVB-1b no presentan una clara asociacién con un cuadro clinico especifico.

Por otra parte, en este estudio se detecta por primera vez en Chile virus
pertenecientes al subgrupo 1i (3 aislados). Los virus pertenecientes a este subgrupo
se detectaron originalmente en Gran Bretafia (cepa 23/15 UK) (Vilcek et al., 2001),
pero posteriormente se han descrito en otras regiones del mundo, como la cepa

Oregon (USA), 66.3 (Argentina) y R1935/72 (Brasil) (Vilcek et al., 2001; Pizarro-
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Lucero et al., 2006). Este subgrupo viral se encuentra presente en Norte y
Sudamérica, aunque aun es poco prevalente en los bovinos (Vilcek et al., 2001).

Al analizar la diversidad genética de los virus presentes en los bovinos de
Norteamérica y Europa, vemos que en el caso de Estados Unidos existe una alta
prevalencia de virus del genotipo VDVB-2, cercana al 50% de los virus aislados
(Ridpath, 2005). En cuanto a los virus pertenecientes al genotipo VDVB-1, los més
comunmente aislados tanto en Estados Unidos como en Canada son los virus
pertenecientes a los subgrupos l1a y 1b (Pellerin et al., 1994; Ridpath, 2005), siendo
prevalente VDVB-1b en el primer pais mencionado (Ridpath, 2005; Tajima y Dubovi,
2005; Tajima, 2006).

En Europa, la variabilidad genética en el genotipo VDVB-1 es mayor, no
encontrandose el genotipo VDVB-2 0 bien, con bajas prevalencias (Wolfmeyer et al.,
1997; Vilcek et al., 1999; Vilcek et al., 2001; Vilcek et al., 2005). Estudios muestran
que por ejemplo en Austria existen ocho subgrupos del genotipo 1 (a, b, d, e, f, g, hy
k con predominio del f) (Vilcek et al., 2001; Vilcek et al., 2003; Kolesarova et al., 2004;
Hornberg et al., 2008), en Espafia, tres (b, ¢, h con predominio de b) (Arias et al.,
2003); en Alemania, seis (a, b, ¢, d, f, g con predominio de b y d); (Tajima et al., 2001;
Tajima, 2006); en ltalia ocho (a, b, d, e, f, g, h y j con predominio de b, e y d) (Falcone
et al., 2003; Ciulli et al., 2008; Giammarioli et al., 2008) y en Reino Unido, tres (a, b, i
con predominio de a) (Vilcek et al., 1999; Ridpath, 2005).

Si analizamos la variabilidad genética de los virus descritos en Sudamérica,
podemos observar que en Argentina se ha descrito la presencia de virus de ambos
genotipos, pero con un nimero mucho mayor de virus pertenecientes al genotipo
VDVB-1 (Jones et al., 2001). Dentro del genotipo 1 se describe la presencia de virus

pertenecientes a los subgrupos 1a, 1b, 1liy 1j, pero con predominancia de los virus del
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subgrupo lay en segundo lugar del subgrupo 1b, con sélo 2 aislados del subgrupo 1j,
siendo el genotipo VDVB-2 considerado emergente (Jones et al., 2001).

Con respecto a la situacion de Brasil, en este pais también se ha reportado la
presencia de virus pertenecientes a ambos genotipos, con predominancia de los virus
del genotipo VDVB-1 y al igual que Argentina, con prevalencia de los subgrupos lay
1b (Canal et al., 1998; Cortez et al., 2006), pero también reportandose la presencia de
virus del subgrupo VDVB-1i y 1d (Cortez et al., 2006). En este caso, no se ha
informado del aislamiento de virus del subgrupo 1;.

Si comparamos la realidad nacional evidenciada en este estudio, con lo
reportado en la literatura internacional, podemos afirmar que el perfil genético de los
virus que circulan en el ganado bovino nacional, es similar a la de los virus que
circulan en Argentina, al menos en cuanto a los principales subgrupos circulantes,
aunque al parecer en nuestro pais, el subgrupo VDVB-1j seria més prevalente que lo
reportado en Argentina. Al respecto, cabe hacer notar que la cepa chilena CH511
perteneciente al subgrupo VDVB-1j presenta un Porcentaje de Identidad Nucleotidica
(PIN) del 100% con las cepas argentinas 2B y 17P, en la zona analizada de la region
5'NCR, lo que da cuenta de una gran imilitud genética entre algunas cepas virales de
Chile y Argentina.

El control de este virus en la industria del bovino es de gran importancia, por la
variedad de cuadros clinicos que genera el VDVB, afectando varias etapas de la
produccion y generando grandes pérdidas econémicas (Houe, 2003). Por ello, las
industrias ganaderas han adoptado una serie de medidas, enfocadas el control y
prevencion, tendientes a minimizar las pérdidas econdmicas producidas por el VDVB.

Actualmente, la prevencion de la infeccion viral se centra principalmente en

evitar las infecciones fetales, a través de la generacion de inmunidad en las hembras,
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antes de la prefiez, con el uso de vacunas y con la eliminacion de posibles fuentes de
infeccidn en los fetos (animales Portadores Inmunotolerantes) (Sandvik, 2004).

En Chile est4 autorizado el uso de vacunas inactivadas del VDVB, las que en

algunas zonas de la region sur del pais se utilizan masivamente (Reinhardt, 1992).
Uno de los problemas de usar vacunas inactivadas es que no confieren una
proteccion absoluta, permitiendo la diseminacion del VDVB (Sandvik, 2004). Sin
embargo, mas importante aun en la generacion de una adecuada estrategia vacunal,
es el uso de cepas vacunales que confieran una protecciébn adecuada contra las
variantes antigénicas prevalentes en la region a aplicar la vacuna.
De los resultados de esta memoria se puede concluir que un porcentaje importante de
los virus que circulan en el ganado bovino nacional, pertenecen al subgrupo VDVB-1j,
tal vez responsables de generar importantes problemas reproductivos en los
animales. Sin embargo, estudios de variabilidad antigénica, demuestran que los virus
de este subgrupo presentan importantes diferencias antigénicas con los virus que
habitualmente se emplean como cepas vacunales (Pizarro-Lucero et al., 2006; Nagai
et al., 2008), vacunas que no estarian generando una inmunidad protectiva adecuada
en los animales vacunados contra los virus de este subgrupo.

Si bien este estudio no permite determinar la verdadera prevalencia de los
genotipos y subgrupos del VDVB en el ganado nacional, los antecedentes obtenidos
nos indican claramente que para tener un programa efectivo de control y prevencion
del VDVB en el pais, es clave el uso de cepas vacunales de los principales genotipos
y subgrupos del VDVB presentes en Chile, en orden a generar una inmunidad

protectiva eficiente, que minimice las pérdidas econdmicas producidas por el VDVB.
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6. CONCLUSIONES

- En los 45 virus analizados filogenéticamente en la region 5’"NCR del genoma viral,
obtenidos desde animales asintomaticos y con distintos cuadros clinicos entre los

afos 1993-2007, 40 pertenecen al genotipo VDVB-1 vy 5 al genotipo VDVB-2.

- Entre los virus del genotipo VDVB-1, se pudo establecer la presencia en Chile de
virus pertenecientes a los subgrupos VDVB-1a (2), subgrupo VDVB-1b (15), subgrupo

VDVB-1j (20) y al subgrupo VDVB-1i (3).

- Esta memoria da cuenta del aislamiento por primera vez en Chile, de virus del

subgrupo VDVB-1i.

- Los resultados indican un cambio en la composicion genética del VDVB en Chile,
entre los virus aislados entre los afios 2003-2007, con respecto a los virus aislados
entre los aflos 1993-2001 (Pizarro-Lucero et al., 2006). Entre 1993-2001, cerca del
50% de los aislados resultaron ser del genotipo VDVB-2 y entre 2003-2007 no se

pudo aislar virus pertenecientes al genotipo VDVB-2.

- La composicion genética del VDVB en Chile es muy similar a la reportada en

Argentina. Sin embargo, en nuestro caso se observa una mayor presencia de virus del

subgrupo VDVB-1j, situacion no descrita en otros paises.
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