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RESUMEN

El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) es el agente causante de la diarrea viral
bovina (DVB), una enfermedad de distribucion mundial y endémica de las
poblaciones ganaderas. Este virus esta asociado a la presentacion de diversas
manifestaciones clinicas en ganado que incluyen enfermedades respiratorias,
desordenes gastrointestinales, sindrome hemorragico y problemas reproductivos
como abortos, reabsorcion, infertilidad, momificaciones, nacimiento de animales
inmunotolerantes o débiles. Debido a esto la DVB genera importantes pérdidas
econOmicas a la industria ganadera.

En México, la informacion disponible sobre los genotipos del vDVB que circulan
en poblaciones ganaderas es escasa, por lo que aln no han sido identificados los
genotipos que circulan en el ganado. Debido a esto, se realizd la técnica de
Transcriptasa Reversa-Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) con el
propdsito de detectar un fragmento de la regién 5’UTR vDVB a partir muestras de
suero bovino y capa flogistica, de bovinos provenientes de seis regiones de
México; posteriormente las muestras positivas se secuenciaron para determinar
los tipos del vDVB. Los resultados demostraron la presencia de los linajes virales
vDVB-1a en el 11.76%, vDVB-1b en el 4.41%, vDVB-1c en el 75%, y vDVB-2a en
un 2.94% de las muestras positivas totales. Asimismo, un hallazgo importante que
se detecto fue la presencia del genoma del virus de la Enfermedad de la frontera
y del Pestivirus atipico denominado Pronghorn.

Adicionalmente se realizaron ensayos de neutralizacion viral con el objetivo de
determinar el titulo de anticuerpos en los sueros de bovino, encontrando
variaciones en los titulos de anticuerpos en cada poblacion ganadera, reflejo de

los diferentes estados zoonitarios de cada unidad de produccion muestreada.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea (BVD) is the disease in cattle as a result of the infection with
the bovine viral diarrhea virus (BVDV), which is distributed in cattle populations
throughout the world. The BVD is associated with a wide range of clinical
manifestations, including severe respiratory disease, gastroenteric disorders,
hemorrhagic syndrome; however the most significant economic losses are
associated to reproductive disorders such as abortion, mummifications, stillbirths,
return to estrus, feilure in fertilization and the birth of weak animals or
immunotolerant. The economic losses due to a BVDV infection have been
estimated up to 46 million dollars per calving.

In Mexico, the information regarding the BVDV genotypes circulating in the cattle
industry is unknown; is known that the BVDV is present in our country, although
the viral genotypes remains unknown. In order to detect a portion of the BVDV
genome in bovine serum samples and buffy coat from cattle of six regions of
Mexico, we performed a Reverese Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR). Positive samples were then sequenced to infer the BVDV genotypes.
We were able to detect BVDV-1a, BVDV-1b, BVDV-1c and BVDV-2a in the
11.76%, 4.41%, 75%, 2.94% from the total positive samples, respectively.
Likewise, an important finding was the presence of the viral genome of Border
disease virus and the atypical Pronghorn Pestivirus.

Additionally, viral neutralization assays were carried out in order to determine the

antibodies titer in the cattle sera, finding variations in antibody titers in each
livestock population, as a reflect of the different status of each production unit .
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1. Introduccion
1.1 Historia

La enfermedad de la diarrea viral bovina (DVB) fue descrita por primera vez
en 1946 por dos grupos de investigadores. Olafson et al., de la Universidad de
Cornell en Ithaca, Nueva York la refirieron como una enfermedad caracterizada
por leucopenia, depresion, fiebre, diarrea, deshidratacion, anorexia, sialorrea,
descarga nasal, hemorragias y erosiones gastrointestinales; la enfermedad fue
observada en “una de las vacas del ganado” por el Dr. Francis Fox quien
inicialmente considerd dicha enfermedad como disenteria clasica de invierno. Se
considera que el origen del brote pudo haber sido una vaca de 4 afos de edad de
la raza Red Devon importada de Inglaterra dos afios antes y alojada en una granja
cerca de Ithaca (Fox, 1996). Esta enfermedad con signos y lesiones variables,
comenzé a llamarse “diarrea viral de los bovinos” (Olafson et al., 1946). Asimismo,
Childs la describié en Saskatchewan, Canada como una enfermedad en el ganado
parecida a la DVB pero con una presentacion clinica mas grave nombrandola
“Enfermedad X" (Childs, 1946); tiempo después este reporte fue considerado
como la primera descripcion de la enfermedad de las mucosas (EM).

Fue en el afo 1953, cuando Ramsey y Chivers, de Estados Unidos
reportaron la presencia de una enfermedad que describieron como “esporadica y
fatal” caracterizada por fiebre, anorexia, depresion, sialorrea, descarga nasal,
hemorragias, erosiones y Ulceras gastrointestinales, diarrea grave con heces
acuosas en ocasiones mezcladas con sangre. A dicha enfermedad le asignaron el
nombre de la enfermedad de las mucosas (EM), basados en las diferencias de las
lesiones del tracto gastrointestinal y en lo dificil que resultaba reproducirla
experimentalmente, fue considerada en ese entonces, una enfermedad diferente a
la DVB (Ramsey et al., 1953).

En 1957, Underdahl et al., aislaron un virus de un caso de EM, que causaba
efectos citopéaticos, como vacuolizacion y muerte celular, en cultivo celular.

Asimismo, dichos investigadores intentaron reproducir la enfermedad



experimentalmente, sin embargo, no tuvieron éxito (Underdahl et al., 1957). En
este mismo afio, investigadores de la Universidad de Cornell lograron aislar, a
partir de un caso de DVB, un virus que no causaba efecto citopatico en cultivo
celular (Lee y Gillespie, 1957). Hasta este momento el vinculo entre las dos
enfermedades, DVB y EM, era desconocido.

Después del aislamiento de dos virus no citopaticos provenientes de dos
casos de DVB, que incluye a la cepa de referencia NY-1 (Lee y Gillespie, 1957),
en 1960 Gillespie et al., reportaron el aislamiento de un virus de DVB a partir de un
caso que se presentd en Oregon; esta cepa viral fue llamada Oregon C24V,
misma que fue inoculada en un bovino que posteriormente presento la signologia
caracteristica de la enfermedad y produjo anticuerpos que neutralizaron tanto
cepas citopaticas como no citopaticas (Gillespie et al.,, 1960). Mas adelante en
1961, Coggins et al., elaboraron la primer vacuna comercial contra la DVB al
realizar 32 pasajes de la cepa Oregon C24V en cultivos celulares de origen bovino
(Coggins et al., 1961). Los bovinos a los que se les administré la vacuna
presentaron seroconversién sin signos clinicos de la enfermedad; aunque
desafortunadamente, la vacuna causO una serie de efectos adversos como
malformaciones congénitas, trastornos de la fertilidad y la EM (Coggins et al.,
1961).

El descubrimiento de cepas citopaticas permitié el desarrollo de ensayos de
seroneutralizacién y neutralizacién en placa. Estas cepas podian ser estudiadas
mejor que las no citopaticas, y su neutralizacidbn con antisueros permitio la
caracterizacion de la relacion antigénica de los virus de los casos de DVB y EM
(Gillespie et al.,, 1961). En los trabajos en donde se utiliz6 la técnica de
neutralizacion viral, se determiné que los agentes virales aislados de casos de
DVB y EM en Norte América y Europa eran los mismos (Kniazeff et al., 1961); y
gue tanto la DVB como la EM eran diferentes manifestaciones de la enfermedad
causadas por el mismo agente viral (Thompson, 1963).



Posteriormente, en 1968, la enfermedad fue oficialmente conocida como
diarrea viral bovina-enfermedad de las mucosas (DVB-EM) (Kennedy et al., 1968).
La caracterizacion de las propiedades fisicas y antigénicas del virus permitieron
determinar la similitud que existia entre el virus de la EM y de la DVB, asi mismo,
se establecid la relacidon antigénica que tenia con el entonces llamado virus del
cOlera porcino, actualmente llamado virus de la fiebre porcina clasica vFPC
(Darbyshire et al., 1962). Incluso, debido a la relacién entre el virus de la DVB-EM
y el vFPC, en Estados Unidos se propuso el uso de vacunas de virus activo de la
DVB-EM para la inmunizacion de cerdos contra el vFPC; idea que fue descartada
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) debido a que el
virus de DVB-EM fue aislado de cerdos infectados de manera natural y
experimental (Fernelius et al., 1973).

Afos después, las pruebas seroldgicas realizadas indicaron que el agente
gue originaba la enfermedad de las fronteras (EF) en las ovejas también estaba
relacionado con el virus de DVB-EM y el vFPC (Plant et al., 1973).

Durante las décadas de los 60°s y 70’s las investigaciones sobre la DVB se
centraron en infecciones experimentales en ganado gestante y en terneros recién
nacidos para comprender la patogénesis de la DVB-EM. Diversos trastornos
teratogénicos fueron asociados a la infeccion intrauterina con un virus no
citopatico de DVB-EM. Dichos experimentos, permitieron entender que los
terneros recién nacidos infectados de manera congénita con el vDVB no
sobrevivian por mas de un par de meses y eventualmente sucumbian a una forma
cronica de EM (Malmquist et al., 1968). Se descubrié que estos terneros nacidos
de madres infectadas durante estadios tempranos de la gestacion, antes del
desarrollo inmunolégico fetal, eran persistentemente infectados (PI) con el virus y
presentaban una anormalidad inmunoldgica: no producian anticuerpos contra el
virus de la DVB-EM (Johnson y Muscoplat, 1973).



En 1978, Coria y McClurkin, describieron una infeccion persistente por el
virus de DVB-EM no citopético, en un toro sano con ausencia de anticuerpos
contra el virus, lo cual contribuy6 al esclarecimiento eventual de las infecciones
por el virus (Coria y McClurkin, 1978a). Posteriormente en 1984, reportaron que
los terneros Pl no producian anticuerpos contra cepas homélogas del virus de la
DVB-EM, aun asi eran inmunocompetentes, es decir, tenian la capacidad de
producir anticuerpos contra otros agentes infecciosos como el virus de la
Rinotraqueitis infecciosa y Parainfluenza 3, y anticuerpos aglutinantes contra
Pasteurella multocida (McClurkin et al., 1984).

En 1987, Brownlie et al., pudieron discernir la patogenia de la EM al
reproducir experimentalmente esta enfermedad en un animal PI, al cual se le
inoculé un virus citopatico de DVB-EM (Brownlie et al., 1987). Fue entonces
cuando se establecié que la EM ocurre solamente en animales Pl después de una
superinfeccién con una cepa citopatica del vDVB la cual es antigénicamente
similar al virus que produjo la infeccion persistente (Sopp et al., 1994).

A finales de los 80°s el vDVB fue clasificado como un Pestivirus al igual que
el virus de la enfermedad de las fronteras (VEF) y el virus de la fiebre porcina
clasica (VFPC), basandose en sus caracteristicas morfoldégicas como la envoltura y
la cadena ARN positiva, formando parte de la familia Togaviridae. Los casos
graves de la enfermedad con lesiones causadas por el vDVB fueron designados
como EM, en contraste, la enfermedad aguda asociada a cambios clinicos
minimos, de los cuales se aislaba el vDVB no citopatico, se designé como DVB
(Baker 1987; Radostits y Littlejohns 1988).

La cepa norteamericana NADL y la cepa europea Osloss fueron las
primeras en ser secuenciadas (Collett et al., 1988a; Renard et al., 1987) en el aio
de 1988, ambas clasificadas dentro del genotipo 1 del vDVB.



En esta misma época, en diferentes paises se reportaron los primeros
casos de sindrome hemorragico en ganado adulto y terneros, asociado al vDVB
no citopatico, es decir, en ausencia de una cepa citopatica. Esta forma grave de
DVB se caracteriz6 por fiebre y trombocitopenia (Corapi et al., 1990) lo que
causaba diarrea sanguinolenta, epistaxis, asi como hemorragias petequiales y
equimosis en mucosas (Perdrizet et al., 1987; Broes et al., 1992). El virus aislado
a partir del brote (aislamiento 890) fue elegido como cepa de referencia (Bolin y
Ridpath, 1992) y afios més tarde fue secuenciado, en donde se determind que
pertenecia al genotipo 2 del vDVB (Ridpath y Bolin 1995a).

La clonacion molecular y la secuenciacién completa de los virus permitieron
el analisis de su organizacion y expresion génica, por lo que en 1991 el género
Pestivirus fue reclasificado en la familia Flaviviridae (Andrew et al., 2012; Collett et
al., 1988a).

Durante el estudio de diversos brotes de la enfermedad (Carman et al,
1998; Pellerin et al., 1994; David et al., 1994) el genotipo 2 de la DVB fue
identificado por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Ridpath
et al.,1994). Se sugiri6 que existia mayor variacion en la virulencia del virus no
citopatico y que era necesario el uso de técnicas mucho mas sofisticadas para la
caracterizacion de los virus para comprender la amplia variacion en la virulencia
entre cepas. Hasta este momento existia el grupo designado vDVB-2 y el vDVB-1
el cual fue subdividido en la constituido por las cepas NADL, Oregon y Singer, y
1b con las cepas NY-1y Osloss (Pellerin et al.,1994).

Después de la segregaciéon del vDVB en 2 genotipos, la caracterizacion
genética de aislamientos obtenidos a partir de ovinos, demostr6 que estos
animales podian estar infectados por ambos genotipos del vDVB y el VEF. El
primer aislamiento del VEF secuenciado fue en realidad una cepa del vDVB-2
(Pellerin et al., 1994). Por medio de aislamientos virales obtenidos a partir de
jirafas, se demostr6 que la fauna silvestre también podria estar infectada con



Pestivirus, y el andlisis genético del virus dio como resultado un genotipo Unico.
Asimismo, a partir de venados se han aislado Pestivirus que pertenecen al vDVB-1
(Van Rijn et al., 1997; Becher et al., 1997).

En el 2001 se examinaron aislamientos provenientes de diferentes paises,
reportando que el vDVB puede segregarse en por lo menos 11 grupos

filogenéticos, conocidos como subgenotipos (Vilcek et al., 2001).

Ademas de las 4 especies de Pestivirus reconocidos por el International
Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV), vDVB-1, vDVB-2, VEF y VFPC y la
especie tentativa, Pestivirus de la jirafa, se han propuesto otras especies. De
manera subsecuente, se han detectado la presencia de Pestivirus bovinos atipicos
en muestras obtenidas de diferentes partes del mundo. Estos Pestivirus incluyen
el virus D32/00_"HoBi” aislado a partir de un lote de suero fetal bovino (SFB)
originario de Brasil (Schirrmeier et al., 2004), el virus CHKaHo/cont detectado
como un contaminante de cultivo celular en Suiza (Stalder et al., 2005),
SVA/cont08 detectado en un lote de SFB proveniente de Suramérica (Liu et al.,
2009b), IZSPLV_To identificado en lotes de SFB y ganado bovino originario de
Italia (Peletto et al., 2010), dos cepas aisladas a partir de fetos abortados en Brasil
(Cortez et al., 2006), Brz buf 9 detectado en un bufalo en Brasil (Stalder et al.,
2005), Th/04_KhonKaen recuperado del suero de un ternero infectado de manera
natural (Liu et al.,, 2009c), y la cepa lItaly-1/10-1 asociado a un brote de
enfermedad respiratoria grave en ltalia (Decaro 2011); el analisis filogenético de
dichos Pestivirus sugiere una relacién con los vDVB-1 y vDVB-2, por lo que
algunos investigadores han propuesto que este grupo de virus representan al
vDVB-3 (Liu et al., 2009a).

Hasta la fecha, muchos paises han llevado a cabo la clasificacién de los
vDVB detectados en sus poblaciones ganaderas a partir de diferentes tipos de

muestras basandose en secuencias conservadas y no conservadas del genoma



viral, segregando al virus en diversos subgenotipos (Kadir et al., 2008; Booth et al.,
2013; Jenckel et al., 2014; Silveira et al., 2015).

1.2 Caracteristicas del virus de la diarrea viral bovina
1.2.1 Clasificacion taxonOmica
El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) es un virus ARN, miembro de la
familia Flaviviridae y pertenece al género Pestivirus. Dentro de esta familia se
encuentran los géneros: Flavivirus y Hepacivirus. El vDVB-1 y vDVB-2 junto con el
VEF y el vFPC forman parte del género Pestivirus (Andrew et al., 2012).

1.2.2 Morfologia
El vDVB es pleomdrfico, con un didmetro de 40-60 nm aproximadamente y
esta envuelto por una capa lipidica que contiene tres grupos de glicoproteinas que
recubren la capside viral (Andrew et al., 2012; Nettleton 1995). Esta ultima tiene
simetria icosaédrica, con un didmetro de 25 a 37 nm aproximadamente, de
naturaleza proteica constituida por la proteina C (Murphy 1999; Vadillo et al.,
2002).

Figura 1.1 Estructura del vDVB. El vDVB tiene un diametro de 40-60nm con tres glicoproteinas de
superficie: E™, E1 y E2; adicionalmente, la proteina de capside. Modificado de

http://viralzone.expasy.org/all by species/39.html




1.2.3 Genoma

El genoma del virus es del tipo ARN de cadena simple con polaridad
positiva, no segmentado, y con una longitud de 12.3 kb aproximadamente (Andrew
et al., 2012).

La organizacion del genoma consiste en un marco de lectura (ORF por sus
siglas en inglés) de aproximadamente 4000 codones, flanqueado por regiones no
traducidas o UTR (untranslated regions), 5° (5'UTR) de 381-386 bases y 3’
(3’UTR) de 223 bases (Meyers y Thiel 1996; Collett et al., 1988b). La regiéon 5
terminal carece de una estructura cap metilguanosina, pero tiene una estructura
secundaria que sustituye la funcion del cap para el inicio de la traduccion; ésta
estructura es conocida como sitio interno de entrada al ribosoma (IRES por sus
siglas en inglés) (Andrew et al.,, 2012) tipo Il con una longitud de 370-385
nucledtidos (Chon et al., 1998; Pestova et al., 1999; Yu et al., 2000). El extremo 3°
no esta poliadenilado, por el contrario tiene una cadena corta poli C (Mahy y
Regenmortel, 2010).

El ORF es traducido en una poliproteina de aproximadamente 4000
aminoacidos, la cual se escinde co- y post-traduccionalmente por proteasas
celulares y virales en las proteinas virales individuales: N*"°-C-E™-E1-E2-p7-NS2-
NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B (Rumenapf et al., 1993). Dichas proteinas estan
clasificadas en proteinas estructurales, que incluyen la proteina C y las tres
glicoproteinas de envoltura E™, E1 y E2; mientras que las no estructurales son las
proteinas restantes. En comparacion con los otros géneros de la familia
Flaviviridae, los Pestivirus codifican dos proteinas Gnicas N°°y E™ (Ridpath,
2010).

S5'UTR Cap NS4b
Npro Ems E1V E2 p7 NS23 NS4a NSSa NS5b 3'UTR

NS2 NS3

S &

Figura 1.2 Organizacion del genoma del vDVB. Las proteinas estructurales se muestran en color
magenta y las proteinas no estructurales en amarillo. Las regiones 5 y 3'UTR contienen
secuencias y motivos estructurales que se requieren para la replicacién del ARN y el inicio de la
traduccién. Modificado de Neil JD / Biologicals 41 (2013) 2-7.




1.2.4 Proteinas virales

1.2.4.1 Proteinas estructurales
La proteina C, es una proteina de 120 aminoacidos con un peso de 14 kDa, que
forma la capside que rodea el genoma del viribn. Es una proteina rica en
aminoacidos basicos con un 21% de lisina. Es liberada de la poliproteina por
proteasas virales y celulares. En el extremo amino terminal el corte es realizado
por la proteasa NP y el extremo carboxilo terminal es liberado por una proteasa
celular que corta el sitio entre los aminoacidos Ala 267 y Asp 268 (Heimann et
al., 2006). Esta proteina tiene un papel importante en el empaquetamiento del
ARN y la morfogénesis del virién (Murray et al., 2008).

La proteina E™®, anteriormente conocida como EO o gp44/48, es una de las tres
glicoproteinas de envoltura, con un peso de 44 a 48 kDa. Esta glicosilada y es
liberada de la poliproteina por una peptidasa sefial al igual que las proteinas E1,
E2 y p7 (Lackner et al., 2004). Forma un homodimero cuyas subunidades estan
unidas por puentes disulfuro (Langedijk et al.,, 2002). Carece de un sitio de
anclaje tipico a la membrana, es decir, un dominio transmembranal; sin embargo,
la porcion carboxilo terminal (de 56 aminoéacidos) tiene la capacidad de anclarse
a la membrana (Tews et al., 2009). De las tres glicoproteinas, es la que tiene el
primer contacto con la célula por unién a los glicosaminoglucanos, aungque no es
fundamental para la entrada a la célula (Wegelt et al., 2009). Es secretada por
exocitosis en células infectadas, aunque la mayor parte de la proteina sintetizada
es retenida en el interior de la célula y unida a la envoltura viral, ya que se asocia
a la membrana celular a través de su extremo carboxilo quedando como proteina
unida a la membrana (Fetzer et al., 2005). Induce la produccion de anticuerpos
con una actividad neutralizante débil (Boulanger et al., 1991). Se le ha atribuido
funcién de RNAsa en el espacio extracelular teniendo la capacidad de regular la
sintesis de ARN de la célula infectada. Se ha descrito que la funcién de la E™®
secretada previene la induccion del interferon p (Igbal et al., 2004).
Adicionalmente, se ha descrito que mutaciones en la proteina combinada con la

proteina NP pueden prevenir infecciones persistentes en fetos ya que ambas



proteinas contribuyen al bloqueo de la induccién de interferon tipo |, favoreciendo
la infeccion viral (Meyers et al., 2007).

La proteina E1, también conocida como gp33 es una glicoproteina integral de
membrana de 195 aminoacidos con un peso de 33 kDa. Contiene de 2 a 3 sitios
de N-glicosilacion y dos regiones hidrofébicas que sirven como sitio de anclaje a
membrana, forma heterodimeros con la proteina E2 unidos por medio de enlaces
disulfuro (Weiland et al., 1990).

Proteina E2, también conocida como gp53 es la principal glicoproteina integral de
membrana con un peso de 55 kDa y una longitud de 375-400 aminoacidos que
contiene de 4 a 6 sitios de N-glicosilacién, forma homodimeros y heterodimeros
con la proteina E1 unidos por puentes disulfuro. Se ha demostrado que la
formacion de los heterodimeros E1-E2 es esencial para la entrada del virus a la
célula (Ronecker et al., 2008). El gen que codifica para esta proteina contiene una
region variable altamente mutable que genera cambios antigénicos dando lugar a
diversas cepas del vDVB (Xue et al.,, 1990). E2 posee el principal epitope
neutralizante e inmunodominante, es decir, tiene la mayor capacidad de estimular
la produccién de anticuerpos neutralizantes (Donis et al., 1988). Es esencial para
la infectividad del virus, asi como para determinar el tropismo del virus en cultivos

celulares (Liang et al., 2003).

1.2.4.2 Proteinas no estructurales
La proteina NP o p20 tiene un peso de 20 kDa, estd compuesta por 168
aminoacidos y es la primera en ser liberada de la poliproteina. La porcion amino
terminal de la proteina codifica una serina proteasa, responsable del corte entre su
carboxilo terminal y la siguiente proteina, la proteina C; es decir, es una
autoproteasa responsable de su liberacion de la poliproteina y de la capside
(Wiskerchen et al., 1991; Rumenapf 1993). Es Unica del género Pestivirus y
estudios de ésta proteina sugieren que tiene funcién en la inmunosupresion de

individuos infectados al bloquear la actividad del factor regulador de interferén 3
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(IRF3), evitando asi la produccion de interferdn tipo | (Hilton et al., 2006; Seago et
al., 2007).

p7, es una proteina de 7 kDa codificada por una secuencia del genoma ubicada
entre las secuencias de E2 y NS2-3. La escision entre E2 y p7 se da por una
peptidasa sefial de la célula hospedadora, en ocasiones esta escision se produce
de manera incompleta resultando en la proteina E2-p7. Se sabe que la proteina p7
se requiere para la produccion de virus infecciosos (Harada et al., 2000), también
la porcién carboxilo terminal funciona como una secuencia sefal para la
translocacion de la proteina NS2 a la membrana (Agapov et al., 2004). Estudios
sobre la proteina p7 del virus de la Hepatitis C, un virus del género Hepacivirus
gue al igual que los otros Pestivirus pertenece a la familia Flaviviridae, sugieren
gue puede tener una funcién en el ensamblaje y entrada del virus al formar un
canal iénico en la membrana (Griffin et al., 2003). Aun no es claro si la proteina p7
es estructural o no estructural (Elbers et al., 1996).

NS2-3 o pl25, es una proteina multifuncional de 1300 aminoacidos. En los
Pestivirus es la proteina mas conservada (Bolin y Ridpath, 1998). Esta formada
por la union de las proteinas NS2 y NS3, y su escision determina el biotipo del
vDVB y asi, su citopatogenicidad en cultivo celular. La regién N-terminal es
hidrofébica lo que sugiere un papel en el anclaje de la membrana, el dominio
colindante tiene un “dedo” de zinc rico en cisteina; los 146 aminoacidos en la
region C-terminal del dedo de zinc forman un dominio con actividad de serina
proteasa responsable de la escision del resto de la poliproteina en proteinas no
estructurales. El siguiente par de dominios tienen actividad de ATPasa y helicasa
necesarios para la replicacion del ARN (Andrew et al., 2012). Adicionalmente, la
proteina NS2-3 participa en el ensamblaje de particulas virales y es requerida para
la produccion de particulas virales infecciosas (Agapov et al., 2004). Es una
proteina muy estudiada debido a que se han encontrado alteraciones genéticas
gue resultan en la separacion de la proteina en NS2 y NS3 o la duplicacion de
NS3. De los Pestivirus, el vDVB es el Unico en donde la presencia de NS3 es
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sugerente de una cepa citopatica, no asi para el vFPC y el VEF en donde la
presencia de la proteina NS3 no corresponde necesariamente a la presencia de
efecto citopético. Los animales infectados o vacunados con virus modificados
desarrollan una respuesta humoral contra ésta proteina, la cual es considerada

responsable de las reacciones cruzadas con los VEF y vVFPC (Potgieter, 1995).

NS2 o p54, es una proteina hidrofébica con funcién de cisteina proteasa, con un
peso de 54kDa. Es responsable, en determinados casos del procesamiento de
NS2-3. La incorporaciéon de un Unico aminoacido dentro de NS2 en la cepa vDVB
denominada como CP7, es determinante para inducir el procesamiento eficiente
de la NS2-3, y la expresion continua de NS3, que como se menciondé con
anterioridad estéd asociada al efecto citopético del virus; por lo tanto esta proteina
es un factor clave en el control de la patogenicidad del vDVB (Kummerer y Meyers
2000; Langedijk et al., 2002) .

NS3 o p80, es una proteina con un peso de 80 kDa que se expresa en todas las
cepas citopaticas, surge a partir de la escision de la proteina NS2-3. La tercera
parte de la porcidén carboxilo terminal codifica una serina proteasa que funciona
con la proteina NS4A para mediar el procesamiento de todos los sitios de escision.
Es responsable de los cortes que se hacen desde ella hacia adelante en la
poliproteina, es decir, escinde su propio extremo carboxilo terminal, entre NS3 y
NS4A, NS4A y NS4B, NS4B y NS5A, y NS5A y NS5B, pero no es responsable del
corte en NS2-3 (Xu et al., 1997); son las proteasas celulares las que realizan las
demas digestiones proteicas (Murphy et al., 1999). Forma parte del complejo de
replicacion; su dominio carboxilo terminal codifica una ARN helicasa y una
nucledtido trifosfatasa, que son esenciales para la replicacion del ARN (Gu et al.,
2000). Es considerada una proteina marcadora para el vDVB citopatico (Becher et
al., 2002).

NS4A o pl0, es una proteina con una secuencia de 64 aminoacidos de 7kDa.

Funciona como un cofactor de la proteasa de NS3 (Tautz et al., 1997).
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NS4B o p38, proteina de 33kDa que participa en la citopatogenicidad viral, es
decir, que interviene en el cambio de un virus citopatico a uno no citopatico,

ademas forma parte del complejo de replicacion (Qu et al., 2001).

NS5A o p58, es una fosfoproteina de 55kDa asociada a cinasas celulares y forma
parte del complejo de replicacion (Reed et al., 1998).

NS5B o p75, proteina de 75-81kDa la cual es necesaria para el ensamblaje y la
liberacién de las particulas virales de la célula hospedadora (Ansari et al., 2004).
Se requiere para la replicacion viral (Tautz et al., 1999) ya que posee actividad de
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) (Andrew et al., 2012) debido a que
contiene la secuencia GDD (Gly-Asp-Asp) comun en todas las polimerasas (Xu et
al., 1997).

1.2.5 Genotipos

Los vDVB son particularmente heterogéneos y se encuentran agrupados en
dos especies reconocidas hasta ahora, vDVB-1 y vDVB-2. Esta heterogeneidad se
debe a la variabilidad inherente al tener una ARN polimerasa que carece de
actividad de exonucleasa, util para corregir las bases mal incorporadas,
ocasionando una frecuencia alta de sustitucion base. Se ha determinado que
introduce 1 error por cada 10* nucleétidos polimerizados, por lo que en cada
evento de replicacion viral existen mutaciones puntuales y en consecuencia se
pueden producir cambios no sinbnimos en la progenie viral importantes para la
patogénesis y evolucion viral (Flint et al.,, 2009). Debido a lo anterior, a las
poblaciones de virus ARN se les ha acufiado el término de cuasiespecies para

describir el concepto de variabilidad genética (Donis, 1995).
El impacto que tiene la heterogeneidad del vDVB se observa en las

diferencias en el genotipo, el biotipo y la virulencia entre las cepas. Se piensa que

la acumulacion de mutaciones puntuales en el tiempo ha derivado en la
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segregacion del vDVB en especies genotipos distintos (Ridpath et al.,, 1994;
Brownlie et al.,, 2000). El salto de especie crea otra oportunidad para la
diversificacién, ya sea por la adaptacion al nuevo hospedador o por deriva génica.
Sin embargo, el vDVB aislado de otras especies como cerdos y ovejas tiene
caracteristicas bioldgicas y antigénicas similares a los aislados a partir de bovinos
(Paton, 1995). Otro evento que favorece esta heterogeneidad viral es la
recombinacién en donde ciertas secuencias de ARN de la célula hospedadora son
insertadas en la secuencia de nucleotidos de la secuencia viral, algunas veces
acompafnadas de duplicaciones o cambios en las secuencias virales o ambos
(Goens 2002; Meyers et al., 1996).

En un principio, la clasificacién del vDVB se baso6 en estudios filogenéticos
(Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994); y caracterizaciones posteriores de las
cepas virales de los dos genotipos demostraron que existen diferencias
antigénicas entre vDVB (Ridpath et al., 2000). Aunque estas diferencias
antigénicas pueden ser utilizadas para diferenciar entre genotipos, la relacion que
hay entre las secuencias de nucleétidos es el criterio méas fiable. Las diferencias
entre los genomas del vDVB-1 y vDVB-2 no solo se encuentran en una region en
particular, sino que también pueden ser encontradas a lo largo de todo el genoma
(Bolin, 1995). Debido a lo anterior, para la caracterizacion de los vDVB, asi como
los Pestivirus tentativos se ha utilizado la region no codificante 5’UTR y las
regiones codificantes NP y E2 (Vilcek et al., 2001).

La regién 5’UTR es una regién altamente conservada entre los Pestivirus
gue no codifica ninguna proteina, sin embargo, contiene tres regiones variables
denominadas V1, V2 y V3 (Deng y Brock, 1993). Debido a esto es comun utilizarla
para la deteccibn y caracterizacion del vDVB; por un lado las regiones
conservadas permiten el disefio de sistemas de deteccion denominados pan-
pestivirus (Vilcek et al.,, 1994), y por otro lado las regiones variables permiten
identificar las especies del grupo de los Pestivirus (Letellier y Kerkhofs, 2003).
Adicionalmente, se ha demostrado que las secuencias de las regiones V1, V2y V3
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son palindromicas y forman una estructura tallo-bucle caracteristica de cada
Pestivirus; las mutaciones en dichas regiones se han denominado sustituciones de
nucledtidos palindromicos (por sus siglas en inglés) y las variaciones en estos
sitios son consideradas utiles para la genotipificacion de diversos aislados virales
(Harasawa y Giangaspero, 1998).

Andlisis filogenéticos del vDVB sugieren que existen subgrupos dentro de
los genotipos vDVB-1 y vDVB-2. El vDVB-1 es particularmente diverso, con por lo
menos 16 subgenotipos (vDVB-la, vDVB-1b, vDVB-1c, vDVB-1d, vDVB-1le,
vDVB-1f, vDVB-1g, vDVB-1h, vDVB-1i, vDVB-1j, vDVB-1k (Vilcek et al., 2001)
vDVB-1| (Kadir et al., 2008; Jackova et al., 2008), vDVB-1m (Xue et al., 2010),
vDVB-1n, vDVB-10 (Nagai et al., 2008), vDVB-1p (Xue et al., 2010)). En contraste,
mientras que en el caso del vDVB-2 se han descrito solo tres subgenotipos (vDVB-
2a, vDVB-2b y vDVB-2c) (Flores et al., 2002; Jenckel et al., 2014), ademas de las

cepas virales que conforman el grupo propuesto como vDVB-3.

1.2.6 Biotipos

Cada genotipo puede tener dos biotipos, clasificados de acuerdo a su
actividad en cultivo celular, sin considerar la capacidad para producir enfermedad
en el hospedador, es decir, la citopatogenicidad in vitro no esta correlacionada con
la virulencia in vivo. Los biotipos son el citopatico (CP), el cual produce
vacuolizacién citoplasmatica (lang, 2006) y muerte celular, y el no citopéatico (NCP)
gue se replica sin producir dafio o modificacién en la morfologia celular (Thiel et
al., 1996; Lértora 2003). De los dos biotipos, a nivel mundial el NCP es el que esta
distribuido en mayor proporciéon en el ganado (Pellerin et al.,1994), causando mas
del 90% de las infecciones (Dubovi, 1992), ademas de ser el Unico biotipo capaz
de establecer persistencia en los animales, es decir, genera animales Pl (Kirkland
et al., 1993; Baker 1995; Bolin y Ridpath 1992); esto se debe a que el virus tiene la
capacidad de evadir la induccion de interferon tipo | en el feto (Charleston et al.,
2001). Por el contrario, el virus CP se encuentra en la minoria de los casos y por lo
general esta asociado con brotes de la EM (Brownlie et al., 1984).
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Los 2 biotipos del vDVB no se pueden distinguir entre si por medio de
serologia (Radostits y Littlejohns, 1988) y se requiere de técnicas mas sofisticadas
para poder identificar cada uno de los biotipos. Los andlisis moleculares de los
virus CP y NCP han demostrado que los virus CP se originan de un virus NCP
homologo a través de diversos eventos genéticos, que resultan en la escision de la
proteina NS2-3 en NS2 y NS3.

El evento mutacional més frecuente es la recombinacion, en el cual,
pequefias secuencias de ARN de la célula hospedadora se insertan en el genoma
de un vDVB NCP (Becker, 2000), una de estas secuencias codifica para la
ubiquitina permitiendo su escision (Flint et al., 2009); este evento ha sido descrito
en ambos genotipos (Nagai et al., 2003; Ridpath y Neill, 2000). Otros mecanismos
genéticos que derivan en la expresion de NS3 pueden ser duplicaciones de
secuencias genéticas del vDVB insertadas en la region NS2-3 codificante
(Kummerer et al., 2000), duplicacién corriente abajo del gen NS3 (Meyers et al.,
1992), expresion de NS3 de un genoma defectuoso (Tautz et al., 1994),
mutaciones puntuales en el gen NS2-3 (Kummerer et al., 1998) y reordenamiento
genomico del gen p125/p80 (Lambot et al., 1997). Dichos eventos estan asociados
al desarrollo de la EM, manifestacion que se describira en la seccion de patogenia.

Con anterioridad se tenia la idea que la proteina NS2-3 y la proteina NS3
solo se expresaban en el biotipo CP del vDVB, y que en el biotipo NCP sélo se
expresaba la proteina NS2-3. Actualmente, por medio de investigaciones en
donde utilizan la técnica de Western blot se sabe que la proteina NS3 esta
presente tanto en el biotipo NCP como en el CP. En células infectadas con virus
NCP se detecta la proteina NS3 después de 5-6 horas postinfeccion, aunque a las
24 es indetectable. A diferencia del biotipo CP, en donde la expresion de la
proteina NS3 comienza a hacerse evidente a las 8 horas postinfeccion y se
mantiene en altos niveles (Lackner et al., 2004). Por esta razén, se considera que

16



la diferencia mas importante a nivel molecular entre el biotipo CP y el NCP es la
expresion de la proteina no estructural NS3 (Gu et al., 2000).

Como se menciond con anterioridad, la importancia de identificar el biotipo
predominante en una poblacion de animales radica en que el vDVB NCP puede
establecer una infeccion persistente en el feto, el cual al nacer estard infectado
con la cepa de vDVB a lo largo de toda su vida, a diferencia del vDVB CP que no
genera infeccion persistente. Debido a esto, las cepas virales han sido
caracterizadas como cepas de baja o de alta virulencia (Ridpath et al., 2000;
Carman et al., 1998; Kelling et al., 2002b). En los Estados Unidos, las cepas del
vDVB-2 de baja virulencia han sido utilizadas para producir vacunas activas
(Fulton et al., 2003a), y las cepas del vDVB-2 de alta virulencia como cepas de
desafio para evaluar la eficacia en la proteccién inducida por la vacunaciéon
(Fairbanks et al., 2003). A la fecha, las cepas de vDVB caracterizadas como mas
virulentas pertenecen al vDVB-2 (Sagar et al., 2008).

1.2.7 Replicacién viral

El virus tiene tropismo por linfocitos, macrofagos, células epiteliales (Lértora
et al., 2003; Bielefeldt-Ohmann 1983; Hewicker-Trautwein 1997) y células
germinales de ambos sexos (Brownlie et al., 2000). La entrada del vDVB a células
de origen bovino es un proceso de multiples pasos que involucran la unién del
virus a receptores celulares especificos, internacion y fusion de membranas. La
unién del virus a las células del hospedador involucra las glicoproteinas virales
E™, E1 y E2 (Liang et al., 2003). La proteina E™ es la primer proteina en
interactuar con los glicosaminoglucanos de la superficie celular (Igbal et al., 2000),
mientras que E2 lo hace con proteinas de membrana (Xue et al., 1993) como el
CD46 (Maurer et al., 2004) y LDLr (low-density lipoprotein receptor) (Agnello et al.,
1999), siendo éstos los receptores identificados para el vDVB. Una vez que el
virus interactia con los receptores, ingresa a la célula por medio de endocitosis a
través de la formacion de vesiculas cubiertas de clatrina. La membrana de la
vesicula endocitica se fusiona con la envoltura viral, en un proceso de fusion

inducido por la disminucién del pH endosomal y mediado por glicoproteinas virales
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(Lecot et al., 2005). Después de dicho evento le sigue el proceso de
desnudamiento, el cual ocurre cuando la capside es removida por medio de
enzimas celulares y el material genético del virus es liberado en el citoplasma
(Sagar et al., 2008).

El ARN de cadena positiva puede ser traducido sin transcripcion previa, es
decir, actia como un ARN mensajero. Como resultado de la traduccién del
mensajero se genera una poliproteina de aproximadamente 4000 aminoacidos
gue es procesada y escindida para dar lugar a las proteinas estructurales y no
estructurales del virus, este proceso es resultado de la actividad de proteasas
tanto celulares como virales. Las proteinas escindidas, tanto estructurales como
no estructurales, contribuyen al proceso de replicacion del ARN (Purchio et al.,
1984). Durante este proceso, se realiza la sintesis de la cadena de ARN negativa
gue servirh como molde para la sintesis de la cadena de ARN positiva; se han
detectado cadenas de polaridad positiva y negativa desde las 4 a 6 horas
postinfeccién, a partir de este momento la tasa de sintesis de ARN de cadenas
positivas se incrementa rapidamente, mientras que la sintesis de ARN de cadenas
negativas permanece constante (Murphy et al., 1999).
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Figura 1.3 Ciclo de replicacion del vDVB. Modificado de Moradopour D. et al. 2007,Nature Reviews
Microbiology 5, 453-463
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El ensamblaje de las particulas virales recién sintetizadas se realiza en el
reticulo endoplasmico (Grummer et al., 2001) y adquieren su envoltura a partir de
las membranas intracelulares de las vesiculas citoplasmaticas; las particulas
virales son transportadas a través de la via secretoria y liberadas por exocitosis
(Sagar et al., 2008).

1.3 Patogeniay patogénesis

1.3.1 Hospedador

El hospedador principal del vDVB son los bovinos, que constituyen la
principal fuente de infeccidn y reservorio del virus, ya que los animales infectados
eliminan grandes cantidades de virus a través de sus secreciones en forma
constante y durante toda su vida. Sin embargo, tiene la capacidad de cruzar la
barrera de especie infectando naturalmente a los ungulados del orden
Artyodactila, es decir, porcinos, ovinos, caprinos, alpacas, llamas, camellos,

bafalos de agua, antilopes y venados (Peterhans et al., 2010; Nettleton 1995).

1.3.2 Transmisién
En una explotacion ganadera existen dos tipos de fuentes de infeccion, los
animales Pl y los animales que cursan un proceso agudo de la infeccion. Ambos

pueden transmitir la enfermedad por via horizontal o vertical.

» Transmisiéon horizontal

Los animales Pl son considerados la mayor fuente de infeccion (Houe, 1999)
debido a que a lo largo de toda su vida eliminan el virus en altas concentraciones
por medio de fluidos corporales (Bruschke et al., 1998). Por lo tanto, en rebafios
infectados la principal ruta de transmision horizontal hacia animales susceptibles
son propagadas de forma directa (contacto directo entre un animal infectado y un
animal susceptible) e indirecta (contacto entre un animal susceptible y el virus por
medio de fomites) por animales Pl (Wentink et al., 1991).
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Los animales que cursan una infeccion aguda tienen menor probabilidad de
transmision en comparacién con los PIl, ya que la eliminacién del virus es

intermitente y en bajas concentraciones (Moerman et al., 1993, Edwards 1997).

Transmisién directa, la infeccién viral puede ser propagada por el contacto directo
de animales susceptibles con secreciones corporales como descargas nasales,
saliva, orina, secreciones uterinas, liquido amnidtico, heces, semen y leche; donde
tan s6lo una hora de contacto es necesaria para que se lleve a cabo la transmision
(Traven et al., 1991). También se puede transmitir el virus por medio del uso de
semen contaminado para inseminacion artificial y por la transferencia de

embriones contaminados (Brock et al., 1991).

Transmision indirecta, por medio del uso de material contaminado como guantes
de palpacion rectal (Lang-Ree et al., 1994), agujas y pinzas de nariz (Gunn, 1993).
Ademas, el vDVB también es un contaminante del SFB, un componente empleado
en los cultivos celulares como factor de crecimiento, por esta razén los productos
biolégicos como las vacunas, también pueden estar contaminados con el vDVB
(Loken et al., 1991b; Barkema et al., 2001; Falcone et al., 2003a; Pastoret 2010;
Falcone 1999).

* Transmisién vertical

La transmision vertical ocurre cuando las hembras gestantes susceptibles se
infectan con el vDVB, el cual tiene la capacidad de atravesar la barrera placentaria
en animales seronegativos e infectar al feto. En el feto, el desarrollo de la infeccién
depende de la etapa de gestacion en la cual la hembra es infectada y el biotipo
viral. En el caso de animales Pl se considera que siempre tendran terneros PI
(Moennig y Leiss, 1995) y en animales que cursan una infeccion aguda la
probabilidad de una transmision vertical es mayor que la horizontal (Lindberg y
Houe, 2005).

El periodo de incubacion es de 3-7 dias y los animales pueden permanecer
virémicos de 4-15 dias después de la infeccion inicial (Brownlie, 2005).
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1.3.3 Patogenia

La ruta normal de entrada del vDVB es por la mucosa nasal o bucal,
después del contacto directo con las secreciones de animales infectados la
replicacion viral ocurre en células epiteliales y en tonsilas palatinas en donde los
linfocitos propagan el virus por todo el cuerpo (Bruschke et al., 1998a; Bruschke et
al., 1998b).

La enfermedad producida por el vDVB tiene diferentes manifestaciones
clinicas que incluyen variantes reproductivas, respiratorias, sindrome hemorragico,
enfermedad de las mucosas y mala condicion de animales persistentemente
infectados. Factores como el genotipo, biotipo y virulencia de cada una de las
cepas; asi como la edad, estado fisiologico y el estado inmunolégico del
hospedador determinaran el tipo de presentacion de la enfermedad; los factores
virales relacionados con la cepa o el biotipo, asi como los relacionados con el

hospedador son la causa de una amplia gama de signos clinicos y lesiones.

Para la discusion de la patogénesis de la infeccibn por el vDVB se

consideran los siguientes cuadros clinicos:

Diarrea viral bovina (Infeccién en un animal inmunocompetente):

* Infeccién subclinica. Del 70 al 90% de infecciones en bovinos adultos
susceptibles son subclinicas; los animales pueden tener hipertermia leve y
leucopenia, seguido por la produccién de anticuerpos neutralizantes (Baker
1987) .

» Infeccion aguda. Se desarrolla en bovinos susceptibles (seronegativos),
inmunocompetentes (Sagar et al., 2008), en especial en animales de 6 a 24
meses de edad (Ramirez et al., 1999) y es causada en su mayoria por el
vDVB NCP (Baker, 1995). Se caracteriza por pirexia, leucopenia 3-7 dias
post-infeccion y en este periodo la recuperacion del virus en sangre o
secreciones nasales es limitada (Brownlie et al., 2000). Los animales
susceptibles ademas pueden presentar diarrea, depresion, inapetencia,
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descargas oculares y nasales, erosiones en mucosa oral, y en el caso de
vacas lecheras disminuye la produccién lactea. Debido a Ila
inmunosupresion que causa la infeccion por vDVB la enfermedad en los
animales se puede manifestar ademas con infecciones respiratorias e
intestinales oportunistas (Murphy et al.,, 1999). En estos animales puede
haber seroconversion y los anticuerpos neutralizantes son detectados en
suero de 3 a 4 semanas después de la infeccion (Radostits y
Littlejohns,1988).

Infecciobn en bovinos no gestantes. En la mayoria de los casos las
infecciones en bovinos susceptibles no gestantes son subclinicas, pero
dependiendo de la cepa y genotipo pueden llegar a causar la enfermedad
(Pellerin et al.,1994). El virus se puede detectar en la mayoria de las
secreciones a partir de los 4-10 dias post infeccion de manera intermitente
y en bajos niveles (Brownlie et al., 1987).

Infeccidon en bovinos gestantes (trasplacentaria /intrauterina). EI vDVB tiene
la capacidad de atravesar la barrera placentaria e infectar al feto. La
infeccion congénita resulta en un amplio espectro de anormalidades como
reabsorcion embrionaria, aborto, momificaciéon, malformaciones congénitas,
nacimiento de terneros débiles, de bajo peso y tamafio, nacimiento de
animales persistentemente infectados (Radostits y Littlejohns,1988). Los
signos clinicos que se pueden observar son: fiebre desde el dia 6-9 post
infeccion, inapetencia y lesiones en mucosa. La infeccion en terneros con
frecuencia esta asociada con signos respiratorios y gastrointestinales como
tos y diarrea que pueden ser el resultado de infecciones concurrentes
(Fulton et al., 2000).

o Infeccion persistente. Las cepas del vDVB NCP tienen la habilidad

de establecer una infeccion persistente, ademas de ser el biotipo
predominante en la naturaleza y el mas aislado a partir de ganado
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bovino (Bolin y Ridpath, 1992). Por el contrario, el vDVB CP es
capaz de atravesar la placenta e infectar al feto, pero no tiene la
capacidad de establecer una infeccion persistente (McClurkin et al.,
1984). El vDVB NCP es el responsable de las infecciones in Utero,
cuando ésta se adquiere entre los dias 18 a los 125 de gestacién
(Kirkland et al., 1993; Fetzer et al.,, 2005), antes de que ocurra el
proceso de reconocimiento entre lo propio y lo no propio. Por esta
razon, se produce una infeccidon asintomatica al establecerse una
tolerancia hacia el vDVB. Los animales Pl son virémicos e incapaces
de sintetizar anticuerpos o activar linfocitos T contra el vDVB debido
a su inmunotolerancia al mismo, pero si los linfocitos T se exponen a
cepas heterélogas del vDVB pueden producir anticuerpos
neutralizantes contra dichas cepas (Tews et al., 2009).

Los animales PI eliminan grandes cantidades de virus por las
secreciones actuando como fuente principal del vDVB para los otros
animales. Los animales PI, pueden nacer clinicamente sanos, llegar
a edad adulta y reproducirse. De ser asi, el virus se sigue replicando
durante toda la vida de los animales infectados y es continuamente
excretado al medio teniendo la capacidad de transmitirse a hembras
susceptibles y fetos, de esta manera la progenie de estos animales
siempre sera Pl (Roeder y Harkness, 1986).

La infeccion congénita, entre el dia 100 y 150 de gestacion,
resulta en el desarrollo de una serie de defectos congénitos (Grooms,
2006), lesiones fetales o retraso en el crecimiento que tiene como
resultado muerte fetal o el nacimiento de animales de bajo peso
(sindrome de ternero débil). Los animales con infeccién congénita
con el vDVB tienen el doble de probabilidades de experimentar
enfermedad grave durante los primeros 10 meses de vida en
comparacion con terneros que nacieron libres de anticuerpos contra
el vDVB (Munoz-Zanzi et al., 2003). Las lesiones fetales son a

menudo manifestaciones de los efectos del virus en la
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organogénesis, evidenciados con los defectos congénitos. Durante
esta etapa de la gestacién la organogénesis esta terminada y el
sistema inmune es completamente funcional (Murphy et al., 1999).

La infeccion después de los 150 dias de gestacion resulta,
también, en abortos y el nacimiento de terneros débiles. Los fetos
que son infectados en este periodo tienen la capacidad de montar
una respuesta inmune contra el vDVB, estos nacen como terneros
clinicamente sanos y tienen anticuerpos neutralizantes contra el virus
(Braun y Kendrick, 1973).

e Sindrome hemorragico. Este cuadro esta asociado al vDVB 2 y biotipo NCP
(Brownlie et al., 2000; Ridpath et al., 2006), se caracteriza por mucosas
anémicas con hemorragias petequiales y equimoticas, hipertermia,
hemorragia en multiples sistemas organicos, diarrea sanguinolenta,
epistaxis, sangrado constante en sitios de inyeccion, anemia, leucopenia,
trombocitopenia y muerte (Bolin y Ridpath 1992; Ridpath et al., 2000). Esta
signologia se atribuye a la trombocitopenia y alteracion de la funcion

plaquetaria.

Enfermedad de las mucosas (infeccion en un animal inmunotolerante). Esta
condicion (EM) solo ocurre en animales PI, los cuales pueden desarrollar la
enfermedad como resultado de una sobreinfeccion con un vDVB CP homdlogo
(Brownlie et al., 2000) o heterélogo (Ridpath et al., 1991) de origen exégeno o
generada de cambios genéticos o recombinacion del ARN de las cepas NCP
residentes (Vera et al., 1999); aunque en la mayoria de los casos de la EM, la
superinfeccién con virus CP proviene de la mutacion de un virus NCP persistente
(Howard et al., 1987; Shimizu et al., 1989; Corapi et al., 1988). Por lo tanto, a partir
de los animales con EM se pueden aislar los 2 biotipos. La EM se presenta
principalmente en animales jovenes aproximadamente de 6 a 18 meses de edad,
con una patologia caracteristica: erosiones en mucosa oral e intestinal de donde

se puede aislar el biotipo CP (Brownlie et al., 2000), fiebre, depresion, sialorrea,
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diarrea profusa, pérdida de la condicién corporal y muerte la cual se produce
dentro de los primeros 10 dias del comienzo de los signos clinicos; sin embargo,
los animales con EM croénica pueden sobrevivir por mas de 18 meses con diarrea

continua o intermitente y emaciacion progresiva (Baker, 1987).

1.4 Inmunidad contra el virus de la diarrea viral bovina

El éxito de la infeccion por el vDVB esta basado en dos estrategias de
infeccion “hit-and-run” y “infect-and-persist”, es decir, producen lisis y persistencia.
La primera de éstas se manifiesta por la presentacion de una infeccién transitoria
gue da como resultado una respuesta inmunolégica contra el vDVB la cual se
mantiene a lo largo de la vida del animal. En la segunda estrategia de infeccién, el
virus produce una infeccion persistente en el feto durante su desarrollo
intrauterino, es asi como el virus establece una infeccion caracterizada por
inmunotolerancia la cual es especifica para la cepa viral infectante; los animales
infectados durante este periodo pueden nacer y desarrollarse de manera normal,
pero permanecen persistentemente infectados a lo largo de su vida (Peterhans,
2003).

El sistema inmune reacciona a una infeccion aguda mediante la formacion
de anticuerpos y la activacién de linfocitos T (CD4 y CD8) que reconocen los
diferentes tipos de vDVB. Se ha detectado la presencia de anticuerpos
neutralizantes desde las primeras dos semanas después del primer contacto con
el virus. Sin embargo, la cinética de linfoproliferacién es diferente entre biotipos
(Howard et al., 1992).

Como se ha mencionado con anterioridad, la infeccién con el biotipo NCP
en animales gestantes antes del dia 125 de gestacién deriva en el establecimiento
de una infeccion persistente. El prerrequisito para tal infeccion persistente parece
surgir de una inmunotolerancia de linfocitos T y B especificos (McClurkin et al.,
1984). La teoria es que existe una seleccién negativa o una regulacion negativa de
linfocitos B y T especificos de vDVB durante la ontogenia, resultando en la
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ausencia de anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes y células, mediados por

la inmunidad al vDVB persistente (Donis y Dubovi, 1987).

Sdlo los biotipos NCP son capaces de establecer una infeccién persistente,
mientras que la infeccién transitoria es causada por ambos biotipos. La diferencia
entre el biotipo CP y el NCP es la induccién de interferon (IFN) tipo | en
macréfagos. La ausencia de la induccion del IFN que se observa con el virus NCP,
€s una ventaja para el virus por la incapacidad para inducir apoptosis en células
infectadas (Schweizer y Peterhans, 1999). Se ha demostrado que la proteina N
tiene la capacidad de inhibir la apoptosis inducida por ARN de doble cadena,
ademas de activar la degradacion proteasomal de IRF-3, previniendo la activaciéon
transcripcional del gen de IFNf (Baigent et al., 2002; Baigent et al., 2004; Hilton et
al., 2006). La proteina NP posee ademas un motivo de unién al Zn, el cual es
esencial para la interaccion con IRF-7, reduciendo la expresion del IFN tipo |
(Fiebach et al., 2011).

La proteina E™ también desempefia una funcién en la inhibicion de la
induccioén del Interferon tipo |, pero ésta a diferencia de la proteina N, lo hace en
células no infectadas (Peterhans y Schweizer, 2013). Adicionalmente, en
infecciones in vitro de macréfagos con vDVB, éstos reducen la expresion de FcR y

C3R por lo cual se disminuye su actividad fagocitica (Welsh et al., 1995).

1.5 Inmunosupresion

Se sabe que el vDVB infecta células del sistema inmunolégico como
neutrofilos, linfocitos T, linfocitos B y células presentadoras de antigenos (CPA)
(Sopp, et al., 1994) principalmente monocitos, macrofagos y células dendriticas
causando inmunosupresion e incrementando la susceptibilidad a infecciones
secundarias por patdégenos oportunistas; los animales infectados disminuyen la
respuesta contra el vDVB y para otros antigenos. Existen datos que indican que el
vDVB juega un papel importante en enfermedades de etiologia multiple, un
ejemplo de ello es el complejo respiratorio bovino (CRB). El vDVB ha sido aislado
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frecuentemente a partir de ganado con neumonia y comunmente se presenta en
infecciones de otros agentes como herpes virus bovino tipo 1 (HVB-1) (Biuk-
Rudan, et al.,, 1999), virus de parainfluenza-3 (PI3) (Fulton et al.,, 2000),
coronavirus bovino (vCoB), virus sincitial respiratorio bovino (vSRB) (Brodersen y
Kelling, 1999), Manhemia haemolytica, Pasteurella multocida (Martin et al., 1990),
Mycoplasma bovis (Haines et al., 2001).

Ademas de causar inmunosupresion, el vDVB puede interactuar
directamente con otros agentes patdgenos para exacerbar los efectos de la
infeccion. Por ejemplo, la infeccion combinada con Salmonella dublin y S.
Typhimurium (Wray y Roeder, 1987) o el vSRB en macréfagos alveolares produce
decremento en las funciones de éstos (Liu et al., 1999). Asi como también se ha
descrito que tiene sinergismo con el HVB-1 (Potgieter et al., 1984), rotavirus
(Kelling et al., 2002a) y el virus de la gastroenteritis transmisible de cerdos (VGET)
(Woods et al., 1999).

1.6 Epidemiologia

1.6.1 Situacién actual
La DVB esta enlistada por la Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE)
como una enfermedad de notificacién obligatoria (Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals, 2008). Es una enfermedad endémica de las
poblaciones ganaderas, distribuida alrededor del mundo. ElI vDVB-1 esta
distribuido mundialmente (Houe, 1995), el vDVB-2 sélo se ha detectado en
Estados Unidos, Canada y en algunos paises de Europa y Africa, mientras que
vDVB-3 o HoBi-like se ha detectado en paises como Brasil, Australia, Canada,
Estados Unidos (Xia et al., 2011) Italia, Suiza; recientemente detectado en India
(Mishra et al., 2014) y Bangladesh (Haider et al.,, 2014). Se considera una
prevalencia mundial del 60-85% y de 1-2% de animales PI (Houe, 1999).

Existen diferencias en la prevalencia de la DVB en cada pais, éstas se
encuentran relacionadas a diversos factores como la densidad de poblacion, tipo
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de explotacién, vacunacion, comercio de animales, manejo del ganado, manejo de
pasturas entre otros. Los vDVB aislados se clasifican basandose en la
comparacion de secuencias genéticas de la region 5"UTR, NP (Vilcek et al., 2001)
y E2 (Becher et al., 1999); con base en esto, es posible inferir el o los grupos
filogenéticos a los que pertenecen el vDVB aislados para poder segregarlos en
subgenotipos. Estos ain no son aceptados por el ICTV; sin embargo, son
ampliamente utilizados en estudios de epidemiologia molecular. Por lo que
diversos paises se han dado a la tarea de determinar los subgenotipos
predominantes en sus poblaciones ganaderas (Cuadro 1.1).

Subgenotipo vDVB-1predominante
bicidielf|g|lhli|j|kifl|m|nlolp

Pais

Estados Unidos (Ridpath et al., 1994)

Canada (Pellerin et al., 1994)

Austria  (Vilcek et al.,, 2003),
(Hornberg et al., 2009)
Suiza (Vilcek et al., 2004) X

Alemania (Tajima et al., 2001)
Italia (Falcone et al., 2003b)
Inglaterra (Vilcek et al., 1999) X
Eslovenia (Toplak et al., 2004)
Espafia (Arias et al., 2003)
India (Mishra et al., 2004)
Australia (Mahony et al., 2005) X X
Finlandia (Vilcek et al., 2004) X
Nueva Zelanda (Vilcek et al., 2001) X
Hungria(Vilcek et al., 2001) X X
Egipto (Vilcek et al., 2004) X
Mozambique (Vilcek et al., 2004) X
China (Xue et al., 2010)
Japén (Nagai et al., 2008) X| X
Francia (Jackova et al., 2008)
Turquia (Kadir et al., 2008)
Argentina (Jones et al., 2001)
Brasil (Otonel et al., 2014)
Bélgica (Couvreur et al., 2002)

Cuadro 1.1. Subgenotipos del vDVB-1 en diversos paises. En negritas se indica el subgenotipo
predominante.
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1.6.2 Seroprevalencia

El uso de pruebas serol6gicas es una herramienta Gtil para detectar la
presencia de anticuerpos contra vDVB en hatos ganaderos; es por esto que ha
sido ampliamente utilizada como una técnica diagndstica por algunos paises.
Diversos paises de la Union Europea han realizado estudios para determinar la
seroprevalencia obteniendo un promedio de 95% en Inglaterra (Paton et al., 1998),
46% en la parte baja de Austria (Rossmanith y Deinhofer, 1998), 64% en
Dinamarca (Houe y Meyling, 1991b), 46% en Suecia (Niskanen et al., 1991), hasta
un 19% en Noruega (Loken et al., 1991a) y menos de 1% en Finlandia (Nuotio et
al., 1999). En estudios realizados en otros paises como Polonia, demostraron la
presencia de anticuerpos contra vDVB en el 86% de las muestras (Polak et al.,
1999); asimismo en Suiza se encontraron anticuerpos anti-vDVB en el 100% de

las muestras analizadas (Rufenacht et al., 2000).

En América se ha estimado la seroprevalencia del vDVB en Colombia,
detectando una prevalencia del 29.4% en bovinos (Betancur et al., 2007). En el
caso de Argentina, se ha determinado que en animales de 6-12 meses una
prevalencia de 25.6% a 41.9%, para bovinos de 1-2 afos de vida de 45.6% y en
animales mayores de 2 afios la prevalencia varié entre 48.6 % y 90.7% (Odeon et
al., 2001).

Es importante mencionar que no todos los trabajos en los que se detecta la
presencia de anticuerpos contra el vDVB se busca identificar animales con
infecciones persistentes. Paises como Dinamarca, Alemania y Estados Unidos
han detectado animales Pl en un 53% (Houe y Meyling, 1991a), 45% (Frey et al.,
1996) y 15% (Houe et al., 1996) en rebafos respectivamente.

1.6.3 Situacién en México
En México, la DVB es reconocida por la Secretaria de Agricultura
Ganaderia, Desarrollo Rural y Pesca y Alimentacion (SAGARPA) como una

enfermedad endémica y de notificacion obligatoria con base en el Acuerdo
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mediante el cual se enlistan las enfermedades y plagas de los animales,
endémicas y exoticas de notificacién obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos;
sin embargo, la informacién disponible sobre la incidencia y prevalencia de la DVB
es limitada, adicionalmente, no se cuenta con una campafia de control o
erradicacion de la enfermedad. Existen pocos estudios realizados que demuestran
la presencia de anticuerpos contra el vDVB y lo refieren como uno de los
causantes de infertilidad en el ganado, pero hasta ahora no se han reportado
trabajos de investigacion en los que se revele la presencia del virus en animales
seronegativos, es decir en los animales Pl. En los estudios realizados se ha
determinado la seroprevalencia en el tropico hiumedo mexicano de un 12.27%
(Cordova-lzquierdo et al.,, 2007), mientras que en el estado de Morelos se
demostré que el 42% de los animales analizados fueron seropositivos (Saldivar et
al., 2009), en el estado de Yucatan 14% fueron positivos (Solis-Calderon et al.,
2005) y en el norte de Chiapas el 35.1% (Cano et al., 2009). Adicionalmente en
otros estudios se ha detectado la presencia del vDVB-1 en muestras de sangre y
piel de bovinos (LOpez-Pérez et al., 2014) provenientes del estado de Hidalgo.
Asimismo a partir de lineas de cultivo celular, diversos lotes de SFB comerciales,
utilizados en la produccién de vacunas, y vacunas de uso veterinario para bovino y
caninos comercializados en nuestro pais se logré identificar al virus vDVB-1a,
vDVB-1b y vDVB-2a (Gomez-Romero et al., 2013).

1.6.4 Impacto econémico

La infeccion por el vDVB en animales susceptibles deriva en una amplia
gama de manifestaciones clinicas que son perjudiciales para la salud del individuo
y como consecuencia en el fin zootécnico de los animales. La enfermedad genera
pérdidas econdmicas significativas para la industria ganadera, atribuidas a la
pérdida de la producciéon lactea, disminucién en el rendimiento reproductivo,
retraso en el crecimiento, defectos congénitos, incremento en la predisposicion a
enfermedades concomitantes e incremento de la mortalidad en animales jovenes
(Houe, 2003). Algunos factores importantes que pueden incrementar la magnitud
de las pérdidas son el estado inmunoldgico del ganado, el estado fisiolégico de los
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animales y la virulencia del virus. Es por esto que es dificil evaluar el impacto
econdmico de las infecciones causadas por el vDVB. Esto ha llevado a que
algunos paises europeos realicen estudios, tanto epidemiolégicos como de costo-
beneficio, con el propdsito de planificar programas de erradicacion y control de la
DVB respectivamente (Bitsch and Ronsholt, 1995; Curwen, 1999; Houe, 1995;
Houe, 1999).

El impacto econdmico de una enfermedad consiste en el calculo de las
pérdidas de produccion, gastos por tratamientos y medidas de prevencion
(Mclnerney et al., 1992). Las pérdidas en la produccion dependen del tamafio de
la poblacién, incidencia de la infeccion y por supuesto la magnitud de todas las
diferentes manifestaciones fisicas de la enfermedad (Bennett et al., 1999). Sin
embargo, el célculo de la pérdida en los brotes por DVB son significantemente
variables. Es por eso que la mayoria de los calculos deben considerase como

estimaciones conservadoras (Houe, 2003).

Los paises que han realizado estudios en los que se estiman las pérdidas
econdémicas causadas por la infeccibn por el vDVB, como Dinamarca, han
calculado que el impacto econdmico asciende a los 20 millones de ddlares por
cada millén de partos (Houe,1993), mientras que en Inglaterra y Nueva Zelanda
se estimo una pérdida de 46 millones de ddlares (Bennett et al., 1999)y NZ$44.5
millones por afio respectivamente (Heuer et al., 2007).

Debido a esta situacion, en diversos paises de Europa se han aplicado, de
manera exitosa, programas de erradicacion que ofrecen un enfoque alternativo
para el control de la DVB a nivel granja (Lindberg et al., 2006); aunque para el
establecimiento de medidas de control se requiere de una aportacion financiera
extra, todas las opciones para el control de la enfermedad son econémicamente
favorables en comparacién con el costo de una infecciéon por el vDVB (Reichel et
al., 2008).

31



1.6.5 Diagnéstico

El objetivo principal del diagnéstico del vDVB es la deteccion y remocion de
bovinos PI, que como se menciond con anterioridad son la principal fuente de
infeccion y reservorio del virus. El diagnostico se basa en la deteccion de
componentes virales o la evidencia de la exposicién al virus.
El tipo de muestra puede variar dependiendo de la técnica a utilizar, ya que el
vDVB se puede encontrar en diversos organos como bazo, higado, pulmén o
rifién, asi como en lesiones de intestino delgado o en placas de Peyer; asimismo
se pueden utilizar muestras de secreciones nasales, heces, orina, leche, suero,
plasma o semen.

» Aislamiento viral en cultivo celular
El vDVB tiene la capacidad de replicarse en diferentes linajes celulares; entre los
mas sensibles estan los cultivos de bajo pasaje de células de rifidbn de bovino,
células de cornetes nasales y de testiculo (Edwards, 1990). Es necesario
asegurarse que el SFB utilizado como suplemento en estas lineas celulares esté
libre del vDVB y anticuerpos contra el mismo. La sensibilidad de esta técnica
depende del volumen, concentracion del in6culo y periodo de incubacion. En el
caso del virus CP, las botellas de cultivo celular deberan revisarse a diario con el
propasito de identificar el efecto citopatico. En el caso del virus NCP por lo general
se fija el cultivo celular y se detecta la presencia del virus con anticuerpos anti-
vDVB marcados con flourocromos o una enzimas como la peroxidasa (Sandvik,
1999). El aislamiento viral se puede realizar a partir de suero, plasma, capa
flogistica, fetos abortados, piel, secreciones nasales y semen (Saliki y Dubovi,
2004).
* Inmunohistoquimica (IHQ)

La IHQ se realiza en tejido fijado en formalina y embebido en parafina. Es una
técnica que permite la identificacion de antigenos virales a través del uso de
anticuerpos especificos marcados, éstos al unirse al antigeno generaran una
tincibn microscopicamente visible en el sitio de unién, por lo general se utilizan

anticuerpos unidos a peroxidasa aunque con anterioridad se utilizaba fluoresceina
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(Haines y Chelack, 1991). Adicionalmente, es una técnica que permite asociar el
antigeno viral con tipos celulares y lesiones histolégicas (Brownlie et al., 2000).

* Inmuno ensayo enzimatico (ELISA)

Es una prueba independiente de cultivos celulares. Se basa en el uso de
anticuerpos monoclonales o policlonales que capturan el antigeno viral; por lo que
la especificidad de esta prueba esta determinada por la eleccion del antigeno viral
seleccionado, que pueden ser particulas virales purificadas, extractos de cultivos
celulares inoculados con el virus, antigenos virales simples o proteinas virales
recombinadas producidas en bacterias. La mayoria de los ELISAs empleados para
la deteccién del virus son de tipo sdndwich enfocados a la deteccion de proteinas
como NS2-3, E™, o E2 (Holmquist et al., 2002).

» Deteccion de ARN viral
La Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) es una
técnica que permite detectar ARN viral. Gracias a la amplificacion de fragmentos
conservados del genoma del vDVB vy posterior analisis de éstos se ha podido
segregar el vDVB en genotipos y subgenotipos (Liu et al., 2009a). Por lo general,
se utilizan iniciadores que amplifiguen regiones conservadas del genoma viral
como la region 5’UTR o p80 que codifica para la sintesis de la proteina NS3
(Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, 2008). Las
muestras que se pueden someter a esta prueba son suero, sangre, leche asi
como dorganos de animales sospechosos. Otra aplicacion diagnéstica para esta
prueba es el monitoreo de lineas celulares y sueros fetales, los cuales pueden
estar contaminados con el vDVB NCP (Bolin et al., 1991). Se debe tener especial
cuidado en la interpretaciéon de los resultados, ya que la deteccién de ARN viral no

implica que el virus presente en la muestra sea infeccioso.
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1.6.6 Control y erradicacién

La epidemiologia y la patologia de la infeccién causada por los diferentes
tipos de vDVB son complejas, por lo tanto el control de la enfermedad es
complicado. La clave para el control y erradicacion de la DVB es la deteccion y
eliminacién de animales PI; para esto, es indispensable contar con un monitoreo
constante de los animales utilizando técnicas de deteccion e identificacion del
vDVB para un diagnéstico oportuno y eficaz, asimismo permiten establecer el
estado zoosanitario de la poblacién ganadera monitoreada. El objetivo de utilizar
un programa de control es minimizar las pérdidas econdmicas al reducir la
incidencia de animales Pl y con esto la circulacién del vDVB (Laureyns et al.,
2010); adicionalmente, en algunos paises la erradicacion de la se basa en
progamas de control de la DVB sin vacunacion y con vacunacion (Houe, 2006;
Lindberg y Alenius, 1999).

Los programas de erradicacion sin vacunacion consisten en la deteccion y
eliminacién de animales PI; para esto, se realiza un muestreo individual de todos
los animales del hato incluyendo a todos los recién nacidos, los animales deben
ser muestreados hasta un afio después de que es identificado el dltimo PI, lo que
significa que el periodo de muestreo se prolonga por un afio cada vez que un Pl es
detectado. Después de removerse del hato todos los animales positivos es
recomendable el monitoreo continuo que consiste en un muestreo cada 6 meses
(Laureyns et al., 2010) para que la realizacion de pruebas diagndsticas permitan
establecer el estado zoosanitario de la poblacién ganadera monitoreada. (Houe,
2006, Lindberg et al.,, 2006). En este programa, las medidas de bioseguridad
juegan un papel importante; por lo que se implementan medidas como el control
en el desplazamiento de animales entre hatos, la aplicacion de cuarentenas a los
animales que se deseen ingresar al hato por primera vez, uso de semen
certificado libre del vDVB y control de ingreso del personal (Lindberg et al., 2006);
incluso en paises como Escocia, la legislacion actual sustenta que para poder
realizar la venta de animales, los propietarios de los mismos tienen que declarar
estatus del hato. De esta forma los posibles compradores tienen la opcion de
comprar ganado proveniente de hatos libres de la enfermedad o en su defecto
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implementar una cuarentena apropiada y el uso de técnicas diagndsticas para el
ganado obtenido a partir de hatos que no son libres de DVB (Gates et al., 2013).
Estos programas de erradicaciébn se empezaron a implementar en paises como
Dinamarca, Noruega, Finlandia y Suecia en la década de los 90s (Gunn et al.,
2005; Valle et al., 2005). Los paises que estan bajo un programa de erradicacion
han demostrado que ésta, rara vez se puede alcanzar si se carece de una
legislacion que la regule (Bitsch et al., 2000).

Los programas de erradicacion con vacunacion, consisten en la
implementacion de esquemas de vacunacion destinados al control vy
posteriormente la erradicacion de la DVB. La justificacion del uso de vacunas es
que permite limitar la diseminacién de la infeccion dentro de una poblacién y
reducir la presentacién de los signos clinicos de la enfermedad en animales
infectados (Lindberg y Houe, 2005); asimismo, se pretende reducir la tasa de
abortos, malformaciones congénitas e infecciones fetales que resultan en el
nacimiento de terneros Pl (Van Oirschot, 2001). Para que el control de la
enfermedad por medio de la vacunacion sea efectivo, las vacunas utilizadas deben
conferir niveles de proteccion tanto a ganado gestante como a sus productos y
gue dicha proteccion sea contra los genotipos circulantes (Kelling, 2004); ya que
debido a la inherente heterogeneidad en las cepas del vDVB la vacunacién
enfrenta diversos retos (Ridpath, 2013). Es importante tomar en cuenta que la
vacunacion utilizada como Unica medida de control no es suficiente para la
reduccion de la presentacién de la DVB o su eliminacion (Lindberg y Houe, 2005);
sin embargo, es una herramienta efectiva para la reducir la propagacion del virus.
En el disefio de los programas de vacunacion se deben tomar en cuenta diferentes
factores como el estrés, que reduce la capacidad de los animales de responder a
la vacunacion, y las diferencias en la respuesta inmunoldgica relacionadas con la
edad y estado fisioldgico; ademas, es necesario considerar la gran heterogeneidad
gue tienen las cepas del vDVB, por lo que es necesario establecer programas para
neonatos, animales de engorda, de reemplazo y en produccién (Ridpath, 2010).

El control de la DVB es complejo y requiere un esfuerzo constante. En
areas en donde se tenga una alta densidad de poblacion ganadera y alta
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prevalencia de DVB, el control de la DVB se basa en cuatro principios: estricta
bioseguridad, monitoreo permanente, desecho de animales Pl y por ultimo la
vacunacion que es recomendada como una herramienta suplementaria contra la

reinfecciéon (Laureyns et al., 2010).

1.6.7 Vacunas

Debido al impacto que la DVB tiene en la salud de los animales infectados y
por ende en el incremento en los costos de produccion de un hato, se hace uso de
sistemas de vacunacién como parte de un programa de control-erradicacion. La
vacunacion contra el vDVB se inicié desde los afios 60°s y ha demostrado ser una
herramienta eficaz mientras sea aplicada en condiciones controladas (Deregt,
2005).

Como se menciond con anterioridad, el objetivo de la vacunacion contra el
vDVB es la prevencion de la infeccion trasplacentaria, y prevenir el desarrollo de la
enfermedad después de estar en contacto con el vDVB. La vacunacion ha sido
utilizada en diversos paises como una medida para el control de la DVB, de esta
manera podemos encontrar en el mercado nacional e internacional vacunas
activas modificadas e inactivadas; por lo general, comercializadas en presentacion
polivalente y multiple. (Van Oirschot, 2001). Adicionalmente, existen otros
inmundégenos como vacunas de ADN (Nobiron et al.,, 2003), de subunidades
(Bruschke et al., 1997) y recombinantes (Loy et al., 2013) que aunque adn estan
en etapa de experimentacion y evaluacién también pueden ser utilizados en
programas de control de la DVB.

Las vacunas contra el vDVB estan disponibles en muchos paises, sin
embargo, su uso puede diferir entre paises. Algunos de éstos solo permiten el uso
de algun tipo de inmundgeno; por ejemplo, en Reino Unido, Eslovenia, Irlanda y
Holanda solo autorizan el uso de vacunas inactivadas. Por otro lado, los paises
escandinavos y Austria prohiben el uso de vacunas contra el vDVB (Alenius et al.,
1997).

En México, las vacunas disponibles contienen al vDVB activo o inactivo, por
lo general se combinan con otros antigenos virales como HVB-1, PI-3, vSRB; asi
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como algunos antigenos bacterianos (Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L.

hardjo, L. icterohaemorrhagiae, L. Pomona, Haemophilus somnus, y Pasteurella

(Manhemia) haemolityca A). En el siguiente recuadro se enlistan algunos de los

productos vacunales comerciales disponibles en México (Cuadro 1.2).

Vacunas para el control del DVB en México

Nombre Laboratorio Componentes Tipo de vacuna

Virus de Diarrea Viral tipo 1y 2, virus de IBR y PI3 Vacuna activa modificada
ARSENAL® 4.1 NOVARTIS

Virus de Diarrea Viral Bovina tipos 1 y 2, IBR, | Vacuna activa modificada
BAYOVAC BRSV VAC | BAYER Parainfluenza tipo 3 y Virus Sincitial Respiratorio
4 Bovino.

Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR). -IBR (virus inactivado)
BAYOVAC HORIZON | BAYER Diarrea Viral Bovina (DVB). -DVB (virus inactivado)
9MR CON Parainfluenza 3 (PI3). -PI-3 (virus activo modificado)
PROLONG Virus Respiratorio Sincitial Bovino (BRSV). Vacuna | -VSRB (virus activo modificado)

combinada con bacterina de: bacterias inactivadas

de Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo,

L. pomonay L. icterohaemorrhagiae.
BOVIMUNE MASTER | Lapisa IBR, DVB, BRSV, PI3 Virus activos modificados
L5®
BOVIMUNE Lapisa IBR, DVB, BRSV, PI3 Virus activos modificados
PROTECTOR® L5

IBR cepa Colorado, DVB cepa citopatica NADL | Virus inactivados
BOVIRAL-3® TORNEL (Tipo 1), cepa no citopética New York (tipo 2) , PI3.
BOVI-SHIELD® GOLD | Pfizer IBR, DVB (tipos 1y 2), PI3y VRSB Virus activos modificados
FP5

IBR, DVB, BRSV, PI3. Vacuna combinda con | Virus activos modificados
BOVI-SHIELD GOLD® | Pfizer bacterina de Leptospira canicola, L. grippotyphosa,
FP 5 L5TM L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae, L. Pomona.

IBR, DVB, PI3, BRSV. Vacuna combinda con | Virus activos modificados
BOVISHIELD+ONE Pfizer leucotoxoide de Pasteurella (Manhemia)
SHOT SQ haemolityca Al.

IBR, PI3y DVB (tipos 1y 2) - IBR y PI-3 virus activos
CATTLEMASTER® Pfizer modificados
GOLDFP5 -DVB 1y 2 virus inactivados

IBR, DVB, PI3 y VRSB. Vacuna combinada con | Virus inactivado
ELITE® 9 Hs Boehringer- bacterina:contra Histophilus somni (Haemophilus

Ingelheim somnus) y 5 leptospiras: Leptospira canicola, L.

grippotyphosa, L. icterohaemorrhagiae, L. pomona,
L. hardjo.

EXPRESS® FP 5 Hs

Boehringer-Ingelheim

IBR, DVB (tipo 1 y 2), PI3 y VRSB. Vacuna
combinada con bacterina contra Histophilus somni
(Haemophilus somnus).

Virus activos modificados

EXPRESS® FP 10 Hs

Boehringer-
Ingelheim

IBR, DVB, PI3 y VRSB. Vacuna combinada con
bacterina: de Histophilus somni (Haemophilus
somnus) (Hs), Leptospira canicola, L. grippotiphosa,
L. Hardjo, L. icterohaemorragiae y L. pomona.

Virus activos modificados

PYRAMID® 5 MLV

Boehringer-Ingelheim

IBR, DVB (tipo 1y 2), PI3y VRSB.

Virus activos modificados

TRIANGLE® 9+ TIPO
I BVD

Boehringer-Ingelheim

IBR cepa McKercher, DVB tipo 1a cepa Singer, tipo
2a cepa 5912, PI3 cepa SF4, VRSB cepa Diamond.
Vacuna combinada con Bacterina inactivada para la
prevencion de enfermedades causadas por:
Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L.
icterohaemorrhagiae y L. pomona.

Virus inactivado

JENCINE 4®

INTERVET

IBR, DVB (tipo 1), PI3 y VRSB.

Virus activos modificados

TITANIUM® 5

VIRBAC

IBR cepa RT-22 DK. DVB-1 cepa Oregon C24V.
DVB-2 cepa 296. Parainfluenza 3 cepa Abbott.
VRSB cepa Lehmkuhl 375.

Virus activos modificados

VIRA SHIELD® 6+L5

NOVARTIS

DVB-1 no citopatico y DVB-2 citopatico y no
citopético, IBR, PI3, VRSB. Vacuna- combinada con
Leptospira canicola, L. grippothyphosa, L. hardjo, L.
icterohaemorrhagiae y L. pomona.

Virus inactivados

VIRA SHIELD 6 +
SOMNUS

NOVARTIS

DVB-1 no citopatico y DVB-2 citopatico y no
citopético, IBR, PI3, VRSB. Vacuna combinada con
bacterina inactivada de Haemophilus somnus
(Histophilus somni).

Virus inactivados

Cuadro 1.2 Vacunas comerciales disponibles en México
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La vacunacion puede presentar también algunas desventajas, por lo que
antes de implementarla como una medida adicional de bioseguridad en un
programa de control-erradicacién, es necesario analizar cuidadosamente los
problemas que se puede desencadenar. Estos problemas incluyen el fracaso a la
vacunaciéon, asi como cuestiones relacionadas a la eficacia y seguridad de las

vacunas (Quaife, 1996).

Algunos de los problemas que presenta la vacunacién son:

» Variacion Antigénica. EI vDVB muestra una gran variabilidad antigénica,
esto puede interferir con la eficacia de la vacuna; es decir, la respuesta
inmunoldgica es mas eficaz contra cepas vacunales homoélogas y menor
contra cepas de campo con diferente composicion antigénica. Como
consecuencia mientras mas homologa sea la respuesta inmune, mayor es
el grado de reaccién cruzada y por lo tanto proteccion. Debido a lo anterior
es importante mantener un estudio de vigilancia acerca del tipo de cepas
gue circulan en un hato (Lindberg et al., 2006).

= Uso inadecuado de vacunas activas. Este tipo de vacunas induce una
respuesta, por lo general, satisfactoria; sin embargo, debe tomarse en
cuenta que la transmisién in Gtero es un riesgo que se corre al aplicar
vacunas activas en ganado gestante (Lindberg et al., 2006). Ademas, en
animales Pl el uso de cepas vacunales CP puede desencadenar el
desarrollo de la EM por medio de la recombinacidén genética entre el virus
persistente y la cepa vacunal (Ridpath y Bolin, 1995b), por lo que en

animales Pl se sugiere evitar el uso de vacunas activas (Ridpath, 2013).

» Respuesta inmunoldgica contra el antigeno vacunal. La intensidad de la
respuesta tanto humoral como celular, asi como su duracidén son cuestiones
a considerarse; ya que en el campo la duracién y el alcance que tienen las

reacciones cruzadas contra cepas heterélogas no es claro, es por esto que
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se ha reportado que aun en animales vacunados se puede desarrollar la
enfermedad (Graham et al., 2004; Larson et al., 2004).

Remocién de animales PIl. Algunos programas de control no incluyen la
remocién de animales Pl del hato, por el contrario estos animales se han
considerado como un medio econémico de “vacunacién” para los hatos,
adicionalmente se cree que la mayoria de estos animales moriran en un
periodo corto después de su nacimiento; sin embargo, esto no ha sido
demostrado. Existen trabajos en donde se ha demostrado que la
implementacion de programas de vacunacion en donde no se remueven los
Pl no tienen éxito al querer reducir la incidencia de la DVB, ya que solo es
necesario un animal susceptible para generar un animal Pl y favorecer la
persistencia del virus en el hato (Lindberg y Houe, 2005; Lindberg et al.,
2006). Es importante mencionar que la remocion de los animales Pl no es
la Unica medida que se debe tomar para mantener a una poblacién
ganadera libre del vDVB, debe estar acompafiada de practicas de
bioseguridad enfocadas a la reintroduccion de animales Pl o la introduccién
de bovinos gestantes con fetos PI (Lindberg y Houe, 2005).

Fracaso en la implementacion de estrategias de control. Para tener un
programa de control exitoso de la DVB en donde se utiliza la vacunacion, es
necesario el compromiso con estrictas practicas de bioseguridad y
apegarse a estrategias de vacunacion; desde este punto de vista la
biocontencion es importante para mantener animales susceptibles, como
ganado gestante y machos, libres de una exposicion al vDVB (Smith y
Grotelueschen, 2004).

Diagndstico erroneo. El uso de vacunas puede hacer confusos los

resultados obtenidos por medio de técnicas seroldgicas. En la actualidad, la

alternativa para realizar un estudio de vigilancia por medio de técnicas
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serolégicas es el uso de animales centinelas, es decir, mantener en el hato

un grupo de animales sin vacunar (Linderbeg et al., 2006).

Uso de vacunas virales activas contaminadas con el vDVB. El vDVB es un
contaminante comun del suero fetal bovino (SFB), debido a la capacidad
gue tiene el virus de propagacion trasplacentaria (Moennig y Leiss, 1995).
Por lo general el SFB que se distribuye comercialmente, se obtiene a partir
de una mezcla de sueros obtenidos de entre 3500-4000 fetos, por lo tanto
diferentes cepas de vDVB pueden encontrarse contaminando el suero y a
pesar de que los SFB comerciales se someten a técnicas de inactivacion el
vDVB resulta ser la mayor fuente contaminaciébn en vacunas de uso
veterinario y para humanos (Pastoret, 2010). Gomez et al.,, 2013,
demostraron la presencia de material genético del vDVB en vacunas
comerciales, SFBs y cultivo celulares. Debido a esto las vacunas activas
tienen el potencial de incrementar la transmision del vDVB (Linderbeg y
Houe, 2005) y diseminarlo al utilizarlas en diferentes hatos y en diversas
regiones (Barkema et al., 2001); aunado a esto, al aplicar la vacuna por la
via de muscular, el virus contaminante evade las barreras naturales que
previenen la infeccion, incrementando también el riesgo de transmision
(Antonis et al., 2004). La contaminacion de vacunas ha sido reportada por
algunos investigadores, incluso existen casos en donde se ha comprobado
gue el uso de vacunas contaminadas provocé brotes de DVB (Barkema et
al., 2001; Falcone et al., 2003a).
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2. Justificacion

La diarrea viral bovina es una enfermedad con diversas manifestaciones
clinicas que incluyen variantes reproductivas, digestivas y respiratorias; causando
pérdidas econdmicas a la industria ganadera.

Diversos estudios publicados describen los genotipos y biotipos del virus
gue circulan en diversos paises; sin embargo, en México la informacion disponible
es limitada ya que no describe los tipos de vDVB predominante en ganado bovino
de nuestro pais.
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3. Hipotesis
Los genotipos vDVB-1, vDVB-2 y vDVB-3 se encuentran circulando en

poblaciones ganaderas de diversas regiones de México.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Genotipificar las muestras positivas al vDVB por RT-PCR obtenidas a partir
de suero de bovinos y capas flogisticas para determinar los patrones filogenéticos
de la region 5 no traducible (5'UTR) del vDVB utilizando herramientas
bioinforméaticas, con la finalidad de describir la prevalencia de genotipos del virus

gue circulan en diversas zonas de México.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Realizar virus-neutralizaciéon con las muestras de suero para la deteccion de

anticuerpos contra el vDVB, utilizando los tres genotipos del vDVB.

4.2.2 Detectar la presencia del genoma del virus de diarrea viral bovina en
muestras de suero y capa flogistica provenientes de bovinos.

4.2.3 Obtener las secuencias de la regiéon 5’"UTR de cada una de las muestras

positivas al vDVB.

4.2.4 Determinar los genotipos del vDVB circulantes en México y su relacién con
otros genotipos previamente reportados en diferentes paises.
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5. Material y Métodos

5.1 Cepas de referencia

Se utilizaron las de cepas del vDVB Singer, 296¢ y HoBi como testigos
positivos tanto para las RT-PCR como para las pruebas de neutralizacion viral.

Para replicar las cepas de referencia Singer y 296c se infectaron
monoestratos de la linea celular MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) sin medio de
crecimiento contenidas en botellas de 75 cm? con un 80% de confluencia. Una vez
inoculadas las botellas se incubaron a 37°C en agitacién por una hora; después de
transcurrido el tiempo de incubacion se decantd el indculo y se adiciond 20 ml de
medio fresco Minimun Esential Medium Eagle® con 7% de L-glutamina®, 10% de
antibiotico® Anti-Anti y 10% de SFB*libre de vDVB. Para la cepa de referencia
HoBi, se utilizaron 3 botellas de 25 cm? con una confluencia del 60% y el medio de
crecimiento suplementado con 7% de SFB.

Posterior a esto, las botellas fueron incubadas a 37°C y 5% de CO; por 72
h, momento en el que se observo efecto citopatico. Después se realizo lisis celular
por congelacién a -80°C y posterior descongelacion. Una vez realizado lo anterior
el cultivo fue centrifugado a 1200 rpm por 10 min para retirar detritus celulares. Se
cosechd el virus contenido en el sobrenadante para hacer alicuotas de 1.5 ml del

mismo y se conservaron a -80°C hasta su uso.

5.1.1 Titulacién de cepas virales de referencia

El titulo de las cepas virales Singer, 296¢ y HoBi se determiné en cultivo de
células MDBK. Las células se desprendieron de las botellas del cultivo celular por
medio del uso de tripsina y posteriormente se cultivaron en placas de 96 pozos
con aproximadamente 20 000 células contenidas en 50 yl de MEM suplementado

por cada pozo.

! MEM Sigma-Aldrich M4655

2 Gibco Life technologies 25030-081
® Anti-Anti Sigma-Aldrich A-5955

* The cell culture company A11-265
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Brevemente, se realizaron 8 alicuotas de 900 ul de MEM suplementado. Se
hicieron diluciones decuples seriadas al adicionar a la primer alicuota 100 ul de la
cepa viral a titular y se homogeneizé con el uso de pipeta automatica.
Posteriormente, de dicha suspension viral se tomaron 100 ul y se transfirieron a la
segunda alicuota, después se repitié este paso hasta llegar a una dilucién final de
10®. En la fila A de la placa se llenaron los primeros 5 pozos con 100 pl de la
dilucién 10*; en la fila B se llenaron 5 pozos con 100 pl de la dilucién 102, A partir
de la fila C hasta la fila H se repitieron los mismos pasos con la correspondiente
dilucion.

Para cada cepa este ensayo se realizd por triplicado; las placas fueron
incubadas a 37°C con 5% de CO; u se incubaron por 5 dias.

El titulo de cada cepa viral se determind utilizando la formula de Reed-
Muench (Reed y Muench, 1938):

%>50% - 50

Titulo= . X Log del factor de dilucion  + Log de la dilucién %>50%
%>50% - %<50%

5.2 Neutralizacion viral

Para realizar la prueba de neutralizacion viral (NV) se utilizé la linea celular
MDBK y las muestras de suero. Las muestras de cada rancho se dividieron en un
grupo de animales mayores de una afo, y animales menores de un afio; cada uno
de estos se subdividieron en grupos de 4, 5 0 6 sueros que posteriormente fueron
mezclados (pool). Cada grupo de sueros se inactivaron en bafio Maria a 56°C

durante 1h.

Cada pool de sueros se diluyé con MEM de 1:2 a 1:256 en placas de 96
pozos; utilizando 3 pozos por cada grupo (Fila A, columnas 1-3), y sus respectivas
diluciones (Fila A-H). Posteriormente, se adicionaron las cepas utilizadas como
testigo positivos (Singer, 296¢, y HoBi) manejando una MOI de 0.5 para cada
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cepa. Las placas fueron incubadas as 37°C y 5% de CO, por una hora. Una vez
transcurrido este tiempo se agregaron células MDBK en suspensiéon en 100 ul de
MEM. Finalmente, las placas se incubaron por 4 dias para realizar la lectura final.

Adicionalmente se repitieron las neutralizaciones virales con los pools de
muestras que contenian muestras positivas por RT-PCR; en este caso
sustituyendo el volumen de la o las muestras positivas por suero negativo a la
presencia de anticuerpos del vDVB. La prueba de neutralizacion viral se realiz6 de
la misma manera previamente descrita.

Para determinar el titulo de antecuerpos se utilizé la siguiente férmula:

d n
0——+dYy —
* 2 Zm)

Log; (end-point dilution) = (

x0= log, de la dilucion més baja en donde todos los pozos son positivos
d= log, de la dilucién

ni: namero de repeticiones (3)

ri: nimero de pozos positivos

5.3 Muestras de trabajo (suero)
Se procesaron muestras de suero pertenecientes a ganado bovino de las diversas
regiones de México (Cuadro 5.1 y Anexo 1).

Region de origen Numero de muestras analizadas
Napateco, Hidalgo 56
Acayucan, Veracruz 42
Victoria, Tamaulipas 41
Aldama Cascada, Tamaulipas 12
Puente de Ixtla, Morelos 63
San Juan del Rio, Querétaro 69
Santa Gertrudis Saucillo, Chihuahua 134

5.1. Numero de muestras de suero procesadas por region.
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5.4 Muestras de trabajo (capa flogistica)
De la misma manera que los sueros, también se procesaron muestras de capa
flogistica pertenecientes a ganado bovino de las mismas regiones (Cuadro 5.2 y
Anexo 2).

Region de origen Numero de muestras analizadas
Napateco, Hidalgo 55
Acayucan, Veracruz 47
Puente de Ixtla, Morelos 69
San Juan del Rio, Querétaro 64
Santa Gertrudis Saucillo, Chihuahua 30

5.2 Numero de muestras de capa flogistica procesadas por region.

5.4.1 Toma de muestras sanguineas

A cada uno de los animales se le tomaron dos muestras de sangre,
utilizando tubos Vacutainer® de 7 ml sin anticoagulante y con EDTA. Las
muestras fueron tomadas de la vena coccigea. Una vez obtenidas las muestras se
transportaron a 4°C en hieleras, hasta el laboratorio de Vacunologia y
Constataciéon para ser procesadas.

Para la obtencién de suero las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 5
min, posteriormente con pipeta automatica se separé el suero del coadgulo y se
fracciond en alicuotas de 1.5 ml aproximadamente; para después almacenarlas a -

80°C hasta su uso.

Para la separacion de plasma y capa flogistica se utilizé Histopaque®-1077
(Sigma-Aldrich) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Para cada muestra,
en tubos estériles de 15 ml se adiciondé 3.5 ml de Histopaque®-1077,
posteriormente de manera cuidadosa se sobrepuso 6.5 ml de la sangre completa y
se centrifugd a 700 g por 30 min a temperatura ambiente. Después de la
centrifugacion se pueden visualizar la formacion de capas; la capa de interés es la
opaca, la cual contiene linfocitos. Con mucho cuidado, con una pipeta automéatica

se tomé la capa de linfocitos y se transfirié a un tubo estéril de 2 mly se centrifugo
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a 200 g por 10 min, desechando el sobrenadante. La capa flogistica se lavd 1 vez
con PBS estéril, se desechd nuevamente el sobrenadante y después se
reconstituyé la capa flogistica con 500 pl de PBS y se mantuvo a -80°C hasta su

uso.

5.4.2 Extraccion de ARN total

Se realiz6 la extraccion de ARN total a partir de 140 ul de cada una de las
muestras de suero, capa flogistica y las cepas de referencia utilizando la estacién
robética Qicube °; para realizar la purificacion de ARN automatizada por columna
(QIAmp viral RNA minikit; Qiagen), de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
La elucion del ARN se realizé en un volumen de 50 ul y fue almacenado a -80°C
hasta su uso.

5.3.3 Transcripcién Reversa-Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR)

Las muestras de suero, asi como las cepas de referencia se sometieron a RT-

PCR para amplificar un fragmento de la region 5'UTR utilizando los siguientes

iniciadores:
Juegos de Iniciadores utilizados en este estudio
Iniciador Sentido Secuencia Tamafio del Autor
producto (pb)
Forward ATGCCCATAGTAGGACTAGCA Vilcek (et al.,
VIL 324/326 288
Reverse TCAACTCCATGTGCCATGTAC 1994)
Forward CCATGTGCCATGTACAG (Ridpath et
HCV 90/368 278
Reverse CATGCCCATAGTAGGAC al., 1994)
S5UTR/START | Forward CTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTA (Mahony et
292
Mahony Reverse CAACTCCATGTGCCATGTACAGCA al., 2005)
Forward TCGACGCATCAAGGAATGCCT (Bauermann
HoBi N2/R5 150
Reverse TAGCAGGTCTCTGCAACACCCTAT etal., 2014)

Cuadro 5.3 Iniciadores utilizados para amplificar un fragmento de la regién 5’UTR.

® Qiagen®, Hilden, Germany
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Para la reacciéon de RT-PCR utilizando los iniciadores VIL 324/326, HCV 90/368 y

SUTR/START se utilizaron los siguientes reactivos:

. Concentraciéon | Concentracion
Reactivo . .
inicial final

Buffer Mg++ 10X 1X
dNTP’s 10mM 200uM
M-MLYV (Invitrogen) 200U/l 50U
Iniciador sentido 20uM 0.2 uM
Iniciador antisentido 20uM 0.2 uM
Taq polimerasa (Roche) 5U/ul 2.5U/reaccioén
Inhibidor de RNAsas (Promega) 40U/l 20U
Agua c.b.p. 100 pl
Volumen final 100 pl

Cuadro 5.4 Reactivos y concentraciones utilizados para la RT-PCR (VIL 324/326, HCV 90/368 y

S5UTR/START).

Para la reaccion de RT-PCR utilizando los iniciadores para HoBi se utilizaron los

siguientes reactivos:

Concentracion

Concentracion

Reactivo . :

inicial final

Reaction mix Buffer Mg++ 2X 1X

Super Script Il RT/ Platinum Tag Mix (Invitrogen)

Iniciador sentido 20uM 0.2 uM

Iniciador antisentido 20uM 0.2 uM

Agua c.b.p. 25 pl

Volumen final 25 pl

Cuadro 5.5 Reactivos y concentraciones utilizados para la RT-PCR (iniciadores HoBi).

Una vez realizada la mezcla de reaccion para cada una de las muestras se

sometieron a la RT-PCR con las condiciones establecidas en el termociclador. Las

cuales se muestran en el siguiente cuadro:
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Programas para la RT-PCR

VIL 324/326 HCV 90/368 S5UTR/START HoBi N2/R5
56°C- 1h 56°C- 1h 56°C- 1h 55°C- 25 min
94°C- 2 min 94°C- 4 min 94°C- 4 min 94°C- 4 min
94°C- 30s 94°C- 10s 94°C- 30s 94°C- 30s
55°C- 30s 50°C- 15s 56.2°C- 30s 55°C- 30s
72°C- 30s 72°C- 45s 72°C- 30s 68°C- 30s
38 ciclos 40 ciclos 35 ciclos 35 ciclos
72°C-7 min 72°C-10 min 72°C-10 min 68°C-10 min

Cuadro 5.6 Condiciones de la RT-PCR. Condiciones de temperatura y ciclos en la RT-PCR
establecidas en el termociclador.

5.4 Secuenciacioén

Los productos de cada una de las muestras positivas al vDVB por medio de
RT-PCR, fueron purificados utilizando el kit QIAquick Gel Extraction®, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR fueron enviados al
Laboratorio de Gendmica del National Center of Animal Disease USDA en donde
fueron secuenciados en ambas direcciones y por duplicado, utilizando el
secuenciador automatizado ABI Prism 3130xlI Genetic Analyzer (Applied

Biosystems/Hitachi, Forest City, CA).

Las secuencias obtenidas fueron comparadas y procesadas usando el
software Codon Code Aligner (version 6.0.2 CodonCode Corporation); asi mismo
cada una de las secuencias fue analizada con la herramienta BLAST () para

determinar identidad genética.
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5.5 Construccion y analisis filogenético

Las secuencias de nucleétidos obtenidas fueron alineadas utilizando el
programa Clustal W (Thompson et al., 1994), utilizando el software Bioedit (Hall,
1999). El andlisis filogenético se llevéd a cabo usando el software MEGA 6 (Tamura
et al., 2013), para el cual se consideraron los siguientes parametros:
Como modelo de sustitucion nucleotidica se utilizd el método Kimura de 2
parametros (Kimura, 1980) elegido con base en el valor obtenido por el criterio de
informacion bayesiana. Como método de reconstruccion filogenética se utilizé el
método de Maxima Verosimilitud (Guindon y Gascuel, 2003), como método de
soporte estadistico se utilizaron 500 réplicas de boostraps (Felsenstein, 1985).
Posteriormente, con la finalidad de conocer la relacion filogenética de las cepas
encontradas en el estudio con otros previamente publicados en otros paises, se

realizé una reconstruccion filogenética con secuencias procedentes del GenBank.
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6. Resultados

6.1 Titulos de cepas virales

Posterior a los 5 dias de inoculacion se determing el titulo de cada una
de las cepas de referencia al observar vacuolizacion como efecto citopatico. El

titulo se presenta en el siguiente cuadro:

Cepa de referencia Titulo
Singer 1.5 x 10" TCID/100 pl
296¢ 3.2 x 10° TCID/100 pl
HoBi 1.5 x 10’ TCID/100

Cuadro 6.1 Titulos de las cepas virales utilizadas como testigos positivos.

6.2 Neutralizacion viral
El objetivo de realizar la NV a partir de las muestras de sueros fue detectar
la presencia de anticuerpos contra el vDVB tipo 1, 2 y HoBi-like presentes en
muestras de sueros de animales menores de un afio y mayores a un afo. La
neutralizacion viral fue detectada por la inhibicion de la infectividad viral,
evidenciada por la ausencia de efecto citopatico. Tomando en cuenta como
muestra cada uno de los pools de sueros.

Posteriormente, los sueros fueron sometidos a RT-PCR y las muestras
positivas al vDVB fueron removidas del pool y reemplazadas por suero bovino libre

de anticuerpos, para determinar las variaciones en el titulo de anticuerpos.

Los resultados de las neutralizaciones virales se muestran por region y

edad de los animales en los siguientes cuadros (Cuadro 6.2 al 6.11):

Region: Napateco, Hidalgo
>1 ANO
NV'S NV’'S SIN (+)

V Muestra Edad Singer | 296c | HoBi | Singer | 296¢ HoBI
NV | Bellota 4 ANOS

NV | Chaparrita 2 4 ANOS

NV | Pinta 2 4 ANOS

NV | Chilindrina 4ANOS | 7.16 3.83 | 5.83
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nv[ig3 | 4afos
NV | 1821 4 ANOS
NV | 1818 4 ANOS
NV | Chaparrita 1 4 ANOS
NV | Coneja 4 ANOS
NV | 1816 4 ANOS | 11.16 7.5 8.16
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS 5.83 5.83 5.16
NV | La Café 4 ANOS
NV | Chiva 4 ANOS
NV | Pinta 1 4 ANOS
NV | La Negra 4 ANOS
NV | Tatiana 4 ANOS 8.83 8.16 8.5
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS | 10.16 6.83 8.5
NV | Abigail 4 ANOS
NV | Josefina 4 ANOS
NV |9 4 ANOS
NV | Renga 4 ANOS
NV | Gorda 2 4 ANOS 8.5 55 7.16
0 0 0
NV | Canela 4 ANOS
NV | Jabonera Jr 4 ANOS
NV | 10 4 ANOS
NV | Mocha 4 ANOS
NV | Fabiola 4 ANOS 6.16 6.5 5.83
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS
4 ANOS 0 0 0
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Cuadro 6.2 Resultados de la neutralizacion viral de la region de Napateco, Hidalgo.

NV | Blanca 4 ANOS
NV | Pancracia 4 ANOS
NV |4 4 ANOS
NV |11 4 ANOS
NV | Colorada 4 ANOS 8.5 5.5 6.16
NV | Parda 4 ANOS
NV | Renga 2 4 ANOS
NV | 7 4 ANOS
NV |Perla 4 ANOS
NV |15 4 ANOS
NV [ Liliana 4 ANOS 7.5 55 6.83

Regién: Acayucan, Veracruz

> 1 ANO
NV'S NV'S SIN (+)
HoB
V Muestra Edad Singer | 296¢ i Singer 296¢ HoBi
V | Amar. 9472 4 ANOS
V [353 6 ANOS
V | Félix 2 7 ANOS
V | Félix 3 7 ANOS
V | A9464 10 ANOS| 5.83 | 7.83 |5.83| 5.16 8.5 6.5
V | A9362
V | A4134 9 ANOS
V |L2 2 ANOS
V | A9366 7 ANOS
V | A9455 8.5 8.16 | 7.5 8.5 8.5 6.5
V | M604008 9 ANOS
V | 976 7 ANOS
V | A9410 9 ANOS
V | A9360 9 ANOS
V | A9342 8 ANOS 7.5 85 |6.16
V | A9376
V | A9495 3 ANOS
V | A9347 10 ANOS
V | A9473 5 ANOS
V | 9352 10 ANOS| 85 716 | 55 6.83 6.83 3.16
V | Félix 4 7 ANOS
V | L280 3 ANOS
V | 9474 8 ANOS | 6.83 85 |4.83 6.5 5.16 2.83
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V | Meta 439490
V | Lomo 932 metélico 7 ANOS
V | Lomo 276 3 ANOS
V | 719 3 ANOS
V | L225 11 ANOS
V | A0367 7 ANOS
V | 9363 7 ANOS 6.5 5.83 |2.83| 7.16 6.83 2.5
V | M373458 9 ANOS
V | Amari 9471 6 ANOS
V | 9358 9 ANOS
V | 369 7 ANOS
Amaril 9485 Lomo _
V | 287 8 ANOS 8.5 7.16 | 4.83 8.5 7.83 5.5
V | A9431 3 ANOS
V | 9346 9 ANOS
V | Amarillo 390 9 ANOS
V | Amaril 9476 8 ANOS 55 4.83 |3.83
V | L2198 10 ANOS
V | Félix 1 7 ANOS
V | Ama 6077
V | 759 55 8.5 |5.83

Cuadro 6.3 Resultados de la neutralizacion viral de

Animales mayores de un afio.

la regiébn de Acayucan, Veracruz.

<1 ANO
NV'S NV’'S SIN (+)
V Muestra Edad Singer | 296¢ | HoBi | Singer 296¢ HoBi
NV | A9453 11M
NV | A9457 11M
NV | L442 oM
NV | L450 11M 0 0 0

Cuadro 6.4 Resultados de la neutralizacion viral de la region de Acayucan, Veracruz. Animales
menores de un afio.

Region: Victoria, Tamaulipas
>1 ANO
NV'S NV’'S SIN (+)

V Muestra Edad Singer | 296¢ HoBi | Singer 296¢ HoBi
V |15 13M

VvV |18 13M

VvV |19 13M

VvV |22 13M 8.5 9.83 6.5
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i

14M

13M

13M

13M

14M

48M

8.16

9.83

6.5

48M
50M
60M
60M
36M

10.5

9.5

6.5

40M

50M

36M

42M

9.5

8.83

8.16

50M
12M
12M
12M
13M

10.5

8.16

7.83

16

12M

21

12M

26

12M

< K KK K KKK K K KKK K K K KKK K KK I

28

12M

VvV 32

12M

9.5

8.16

7.5

Cuadro 6.5 Resultados de la neutralizacion viral de la region Victoria Tamaulipas. Animales

mayores de un afio.

<1 ANO
NV'S NV’S SIN (+)

\ Muestra Edad Singer 296¢ | HoBi | Singer | 296¢ HoBi
NV 3M

NV 3M

\Y 8M

\Y 10M

\Y 10M 9.16 9.16 6.5

\Y 11M

vV |8 10M

VvV |11 11M

VvV |12 10M

VvV |20 10M 10.5 9.16 7.16
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10.5

8.16

6.5

8.5

8.5

6.16

Cuadro 6.6 Resultados de la neutralizacién viral de la region de Victoria, Tamaulipas. Animales

menores de un afio.

Regidn: Puente Ixtla, Morelos
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> 1 ANO
NV'S NV’'S SIN (+)

Vv Muestra Edad Singer 296¢ | HoBi | Singer 296¢ HoBi
v
v
v
v
v 11.83 9.83 8.5
V | 1959 5 ANOS
V| 2014 5 ANOS
V | 1984 5 ANOS
V | 2208 5 ANOS
V | 2035 5 ANOS 9.83 5.8 7.16
v 5 ANOS
v 5 ANOS
v 5 ANOS
v 5 ANOS
v 5 ANOS 7.5 6.16 | 6.16
V | 2008 5 ANOS
V |s/n 5 ANOS
V| 2214 5 ANOS
V| 2032 5 ANOS
V | 1969 5 ANOS 7.83 6.83 | 5.16
v 5 ANOS
v 5 ANOS
v 5 ANOS
v 5 ANOS
v 5 ANOS 8.5 6.16 6.5
V| 1987 5 ANOS
V | 2004 5 ANOS
V1983 5 ANOS
V| 2011 5 ANOS 8.5 5.83 | 4.83
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v
v

v

Y

v

v 7.83 5.83 | 4.16

V| 2215 5 ANOS

V| 1992 5 ANOS

V 1989 5 ANOS

V | 2037 5 ANOS

V|1973 5 ANOS 8.83 6.83 | 6.83

v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS 9.16 7.83 6.5

V | 1965 5 ANOS

V | 2009 5 ANOS

V|1972 5 ANOS

V| 2199 5 ANOS

V | 2024 5 ANOS 6.83 6.83 | 483 | 6.83 5.5 5.16
v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS 10.16 8.16 | 7.83 | 10.83 8.16 7.16
V | 2025 5 ANOS

V[1991 5 ANOS

V| 2013 5 ANOS

V | 2027 5 ANOS

V | 1957 5 ANOS 8.5 7.83 7.5 7.5 7.16 6.16
v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS

v 5 ANOS 8.5 8.5 6.83 8.5 7.83 5.5
V| 2019 5 ANOS

V| 2010 5 ANOS

V| 1976 5 ANOS

V|2201 5 ANOS

V | 2207 5 ANOS 7.83 6.83 | 5.83




8.5

8.16 8.5

3.83

1.83

Cuadro 6.7 Resultados de la neutralizacion viral de la regién de Puente Ixtla, Morelos. Animales
mayores de una afio.

Regidn: San Juan del Rio, Querétaro
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> 1 ANO
NV'S NV’S SIN (+)

V Muestra Edad Singer 296¢ HoBi Singer 296¢ HoBi
\Y 4 ANOS
V
\Y 3 ANOS
\Y 3 ANOS
\Y 2 ANOS 8.83 9.83 7.83
V |281 1 ANO
vV |291 1 ANO
V |313 1 ANO
V |278 2 ANOS
V |284 1 ANO 6.5 7.5 4.83
\Y 1 ANO
\Y 1 ANO
\Y 2 ANO
\Y 1 ANO
V 1 ANO 6.5 5.5 4.16 2.83 4.16 2.16
V |283 1 ANO
V [290 1 ANO
V | 227 2 ANOS
V |209 2 ANOS
V | 224 2 ANOS
V |275 2 ANOS 8.16 8.16 6.16
v 2 ANOS
v 2 ANOS
v 2 ANOS
v 2 ANOS
v 2 ANOS
\Y 7.83 9.83 6.83
NV | 158 4 ANOS
NV |99 5 ANOS
NV | 112 5 ANOS 5.83 6.5 4.83




NV | 104 5 ANOS
7.83 8.5 6.83
NV | 418 1 ANO
NV |70 5 ANOS
NV | 421 1 ANO
NV | 174 4 ANOS
NV |121 4 ANOS 8.83 7.83 6.5
7 ANOS
1 ANO
1 ANO
1 ANO
2 ANOS 9.16 7.16 6.16
NV | 187 3 ANOS
NV |92 5 ANOS
NV |73 5 ANOS
NV | 251 4 ANOS
NV | 137 4 ANOS 7.16 7.83 45 6.83 7.16 4.16
2 ANOS
2 ANOS
2 ANOS
1ANOS 8.5 8.5 4.83 3.5 4.83 2.5
NV | 500 2 ANOS
NV 171 4 ANOS
NV |4 7 ANOS
NV | 133 4 ANOS 10.5 9.16 8.5

Cuadro 6.8 Resultados de la neutralizacion viral de la regiéon de San Juan del Rio, Querétaro. Animales

mayores de un afio.

<1 ANO
NV’'S NV’S SIN (+)
V Muestra Edad Singer 296¢ HoBi Singer 296¢ HoBi
8.16 9.16 6.83

Cuadro 6.9 Resultados de la neutralizacion viral de la regién de San Juan del Rio, Querétaro.

Animales menores de un afio.
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Regidén: Santa Gertrudis, Saucillo Chihuahua

<1ANO

NV'S

NV'S SIN (+)

Muestra

Edad

Singer 296¢

HoBi

8M
8M
8M
8M
8M

0 2.16

685

8M

2498

8M

687

8M

2472

8M

611

8M

0 1.16

8M
8M
8M
8M
8M

0 1.83

2121

8M

665

8M

604

8M

634

8M

6427

8M

0 3.16

8M
8M
8M
8M

0 1.16

8M

8M

8M

8M

8M

0 1.83

8M
8M
8M
8M
8M

0 0.83

8M

8M

<K K KK KKK KKK K K KK K K KKK KKK K KKK KR ER"RR"IKJ( KN ]I I

8M

0 0.83

Singer

296¢

HoBi
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K-1

8M

V

V

V

V

V

V

Vv 0 1.16
V. _ |6169 8M

vV |8 8M

V_ [SIN1 8M

V 6201 8M

Vv 1658 8M 0/3 2.16
Vv 8M

Vv 8M

Vv 8M

\' 8M

Vv 8M 1.16 2.16
Vv 1175 8M

V 6439 8M

Vv 1329 8M

Vv 1660 8M

V 6108 8M 0 0.83
Vv 8M

Vv 8M

Vv 8M

Vv 8M

Vv 8M 0 1.83
VvV |5756 8M

V | 606 8M

vV | 257 8M

V_ [SIN2 8M

V 435 8M 0 2.16
Vv 8M

Vv 8M

Vv 8M

Vv 8M 0 1.16
V | 6366 8M

Vv 1671 8M

V. _ |6315 8M

\' 1279 8M

V. |265 8M 0 0.83
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V | 2463 8M

V | 2459 8M

vV  |6396 8M

VvV  |2495 8M

vV |2106 8M 1.83 1.16
vV |670 8M

V |SIN5 8M

vV |6314 8M

V |SIN6 8M

\Y 1178 8M 0 1.83
V 1196 8M

V |6401 8M

V | 404 8M

V 1657 8M

V | 2451 8M 0 1.83
vV  |260 8M

vV |633 8M

\Y 12 8M

\Y 15 8M

V | 644 8M 0 0
vV |6173 8M

V |6223 8M

V | 5410 8M

vV |2561 8M

V 1164 8M 0 1.83
V | 636 8M

V | 648 8M

VvV  |2451 8M

vV |2181 8M

V  |2473 8M 0 2.5
V 1175 8M

V 1329 8M

\Y Arete 3 8M

vV |216 8M

vV |2 8M 0 3.83
vV |4 8M

V | 6098 8M

V | 6542 8M

V | 6487 8M

V | 6407 8M 0 1.16
vV |6201 8M 0 2.5
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Vv 6233 8M
V 5742 8M
V 8559 8M
\4 8944 8M

Cuadro 6.10 Resultados de la neutralizacién viral de la regién

Chihuahua. Animales menores de un afo.

de Santa Gertrudis, Saucillo

> 1 ANO
NV'S NV'S SIN (+)

Y Sample Edad Singer 296¢ HoBI Singer 296¢ HoBI
VvV |J-135 2 ANOS

V |B-87 2 ANOS

V | K-490 2 ANOS

V |B-11 2 ANOS

V |B-3 2 ANOS

VvV |J-136 2 ANOS 9.16 8.5 6.83

V | C-47 2 ANOS

VvV |1-37 2 ANOS

V |D-42 2 ANOS

VvV |B-10 2 ANOS

V | M-433 2 ANOS

V |G-25 5 ANOS 8.5 8.5 7.16 7.16 7.5 5.83

Cuadro 6.11 Resultados de la neutralizacién viral de la region de Santa Gertrudis, Saucillo
Chihuahua. Animales mayores de un afo.

muestras de suero

6.3 Amplificacion del fragmento de la region 5’UTR a partir de

iniciadores se muestran resumidos en el siguiente cuadro (Cuadro 6.12):

Los resultados obtenidos de la RT-PCR utlizando los 4 juegos de

Regidn VIL HCV HoBi | Mahony | Total
Hidalgo 0 0 0 0 0
Veracruz 0 0 0 9 9
Tamaulipas 0 0 0 2 1
Querétaro 6 1 0 11 18
Morelos 0 11 0 1 12
Chihuahua 20 39 0 24 83

Cuadro 6.12 Numero de muestras positivas al vDVB por RT-PCR a partir de muestras de suero.

Los resultados de cada muestra analizada se encuentran en el Anexo 3.
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6.4 Amplificacion del fragmento de la region 5UTR a partir de
muestras de capa flogistica
Los resultados obtenidos de la RT-PCR utilizando los 4 juegos de iniciadores se
muestran en el siguiente cuadro (Cuadro 6.13):

Regidn VIL HCV HoBi | Mahony | Total
Hidalgo 0 0 0 0 0
Veracruz 0 1 0 4 5
Querétaro 0 0 0 0 0
Morelos 1 0 0 2 3
Chihuahua 0 0 0 0 0

Cuadro 6.13 Numero de muestras positivas al vDVB por RT-PCR a partir de muestras de capa
flogistica.

Los resultados de cada muestra analizada se encuentran en el Anexo 4.

6.5 Secuenciacioén
Las muestras de suero positivas a la RT-PCR fueron identificadas de

las siguiente manera:

Relacion de muestras detectadas por los iniciadores VIL, HCV y Mahony

Identificacion Muestra VIL HCV MAHONY
NG1/NG2/NG11 34-Q X X X
NG10 15-Q X
NG12 28-V X
NG13/NG14/NG15 63-C X X X
NG16/NG17/NG36 103-C X X X
NG18/NG31/NG124 53-C X X X
NG19/NG105 12-C X X
NG20/NG106 13-C X X
NG21/NG108 15-C X X
NG22 16-C X
NG23/NG109 17-C X X
NG24 18-C X
NG25 91-C X
NG26/NG44 97-C X X
NG27/NG78/NG121 116-C X X X
NG28 32-Q X
NG29/NG122 51-Q X X
NG30/NG123 52-Q X X
NG32/NG102 66-M X
NG33/NG57 34-C X X
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NG34/NG63/NG37/ 44-C X X X
NG111
NG35/NG40 57-C X X
NG38/NG112 45-C X X
NG39/NG64/NG113 46-C X X X
NG41/NG68/NG116 60-C X X X
NG42/NG69/NG117 61-C X X X
NG43 90-C X
NG45/NG81 106-C X X
NG46/NG82 108-C X X
NG47/NG83 109-C X X
NG48/NG85 112-C X X
NG49 47-M X
NG50 48-M X
NG51 53-M X
NG52 54-M X
NG53 55-M X
NG54 67-M X
NG55 68-M X
NG56 69-M X
NG58 35-C X
NG59 39-C X
NG60 40-C X
NG61 41-C X
NG62 43-C X
NG65 54-C X
NG66/ NG114 58-C X X
NG67/NG115 59-C X X
NG70 62-C X
NG71/NG118 64-C X X
NG72 65-C X
NG73/NG119 66-C X X
NG74 94-C X
NG75 113-C X
NG76/NG86 114-C X X
NG77 115-C X
NG79/NG87 130-C X X
NG80/NG90 133-C X X
NG84 110-C X
NG88 131-C X
NG89 132-C X
NG91 13-Q X
NG92 1-Vv X
NG93 2-V X
NG94 9-V X
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NG95 16-V X
NG96 18-V X
NG97 20-V X
NG98 24-\V X
NG99 25-V X
NG100 39-T X
NG101 9Que X
NG103 10-C X
NG104 11-C X
NG107 14-C X
NG110 42-C X
NG120 82-C X
NG125 X

NG126 X

Cuadro 6.14 Relacién de muestras de suero positivas y su identificacién para secuenciacion.

Las muestras de capa flogistica positivas a la RT-PCR fueron

identificadas de las siguiente manera:

Relacion de muestras detectadas por los iniciadores VIL, HCV y Mahony

Identificacion Muestra VIL HCV MAHONY

NG127 976-V X

NG128 9366-V X
NG129 6077-V X
NG130 9493-V X
NG131 M604408-V X
NG132 2012-M X
NG133 2001-M X

Cuadro 6.15 Relacién de muestras capa flogistica positivas y su identificacion para secuenciacion.

6.6 Analisis Filogenético de muestras de suero

La construccion del arbol filogenético se realizé a partir de un fragmento
de la regiébn 5'UTR utilizando las secuencias de las muestras positivas y
secuencias de referencia obtenidas del GenBank (Figuras 6.1-6.3). Las
secuencias identificadas como NG28, NG30, NG36, NG48, NG54, NG56, NG59,
NG62, NG67, NG70, NG75, NG77, NG88, NG91, NG92, NG100, NG101, NG102,
NG103, NG104, NG105, NG107, NG108, NG109, NG110, NG112, NG116,
NG117, NG118, NG119, NG121 y NG126 mostraron una identidad del 100% con
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la secuencia NG20, por lo cual las 32 secuencias son representadas en el arbol

con la secuencia NG20.

El arbol filogenético muestra los clados correspondientes al vDVB-1,
vDVB-2, HoBi-like, VEF, vFPC y virus de Pronghorn. El 91.17% de las secuencias
analizadas en este trabajo se agruparon dentro del clado del vDVB-1, el cual a su
vez esta dividido en 3 clados pertenecientes a los subgrupos vDVB-1a, vDVB-1b y
vDVB-1c; siendo este ultimo con el que mostraron identidad el 75% de las
secuencias. Mientras que el 2.94% de las muestras se agruparon en el clado del
vDVB-2a. Ninguna de las secuencias se agrupo6 en el clado de los virus HoBi-like.

Adicionalmente, el analisis mostr6 que las secuencias identificadas

como NG49, NG52 y NG99 se alojaron dentro del clado correspondiente al del

VEF y la secuencia NG12 dentro del clado del virus de Pronghorn.
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Figura 6.1 Analisis filogenético del vDVB basado en la regiéon 5’'UTR. El arbol fue construido
por el método de méxima verosimilitud utilizando un fragmento de 275 nucle6tidos contenido en la
regiébn 5’UTR. Se utilizaron las secuencias obtenidas en este trabajo (rojo) y cepas de referencia
obtenidas del GenBank. El niUmero de acceso de las secuencias de referencias esta indicado a un
costado del nombre de la cepa. Los nimeros sobre los nodos representan el valor de boostrap.
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Para poder determinar a que genotipo del VEF pertencen las muestras
identificadas como NG49, NG52 y NG99 se realizé un arbol filogenético utilizando
las secuencias de referencia de los 6 genotipos del VEF, ademas de los demas
integrantes que conforman el género Pestivirus. Dichas muestras se alojaron

dentro del genotipo 1 del vEF.

Figura 6.2 Analisis filogenético de Pestivirus basado en la region 5'UTR. El arbol fue
construido por el método de maxima verosimilitud utilizando un fragmento de 275 nucle6tidos
contenido en la region 5’'UTR. Se utilizaron las secuencias obtenidas en este trabajo (rojo) y cepas
de referencia obtenidas del GenBank. El nUmero de acceso de las secuencias de referencias esta
indicado a un costado del nombre de la cepa. Los numeros sobre los nodos representan el valor de
boostrap.
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Asi mismo, se realizé la construccion filogenética del arbol Unicamente
con la muestra NG12, comparandola con las secuencias del virus de Pronghon
reportadas hasta la fecha; corroborando que se agrupa en el clado de dicho grupo

viral.

Figura 6.3 Analisis filogenético de Pestivirus basado en la region 5'UTR. El arbol fue
construido por el método de maxima verosimilitud utilizando un fragmento de 275 nucle6tidos
contenido en la region 5’'UTR. Se utilizaron las secuencias obtenidas en este trabajo (rojo) y cepas
de referencia obtenidas del GenBank. El nUmero de acceso de las secuencias de referencias esta
indicado a un costado del nombre de la cepa. Los nimeros sobre los nodos representan el valor de
boostrap.
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6.7 Andlisis Filogenético de muestras de capa flogistica

La construccion del arbol filogenético utilizando muestras de capa
flogistica positivas al vDVB se realizd con solo 3 de las secuencias. Debido a la
baja calidad de las deméas secuencias. Para éste analisis se utilizaron secuencias
de referencia de los virus que conforman el género Pestivirus. Las muestras
NG127, NG129 y NG133 se observan agrupadas en los clados del vDVB-1a,
vDVB-2a y Pronghorn.

Figura 6.4 Analisis filogenético de Pestivirus basado en la region 5'UTR. El arbol fue
construido por el método de maxima verosimilitud utilizando un fragmento de 275 nucle6tidos
contenido en la region 5’'UTR. Se utilizaron las secuencias obtenidas en este trabajo (rojo) y cepas
de referencia obtenidas del GenBank. El nUmero de acceso de las secuencias de referencias esta
indicado a un costado del nombre de la cepa. Los nimeros sobre los nodos representan el valor de
boostrap.
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7. Discusién

Para determinar si las muestras de suero de los animales analizadas
contienen anticuerpos contra los 3 genotipos del vDVB se realizaron
neutralizaciones virales. Las muestras analizadas fueron divididas en animales
menores de un afo y mayores de un afo; dividirlas de esta manera nos permite
conocer el perfil serolégico de un animal menor a un afio el cual es el reflejo de la
exposicion al vDVB de los animales en el dltimo afio dentro de la unidad de
produccion, mientras que los animales mayores a un afio representan la
exposicion que se ha acumulado durante la vida de los animales, por lo que nos

permite conocer el perfil serolégico en una hato a través de los afios.

Considerando como muestra cada uno de los pools de sueros, la NV
permitio identificar que el 67.1% de las muestras tenian anticuerpos contra el
vDVB, mientras que el 32.9% carecia de ellos.

Todas las muestras provenientes de la region de Hidalgo fueron negativas
por RT-PCR; sin embargo, el titulo de anticuerpos promedio de estos animales
tuvo mayor actividad neutralizante contra la cepa Singer (vDVB-1) en comparacion
con el vDVB tipo 2 y HoBi-like; sin embargo, dicho titulo no es indicativo de
proteccion, por lo que estos animales pueden llegar a desarrollar signos de la
enfermedad si son expuestos a una nueva infeccion viral (Bolin y Ridpath, 1995).
Es importante mencionar que estos animales nunca han sido vacunados, por lo
tanto los anticuerpos identificados son el resultado de la exposicion al virus en

algin momento de su vida.

En el caso de las muestras de animales de Veracruz, los animales
mayores de un afio fueron vacunados, mientras que los animales jévenes,
menores a un ano, no lo fueron; por lo tanto los resultados de las NV evidencian la
presencia de anticuerpos en animales adultos, neutralizando en la mayoria de los
casos el vDVB-1 y en su minoria vDVB-2, lo cual sugiere una neutralizacion
cruzada de los anticuerpos. Lo anterior puede ser corroborado ya que los andlisis
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de secuencias de las muestras positivas provenientes de esta region solo
identificaron la presencia del vDVB-1a y 1c. Los animales jovenes carecieron de
anticuerpos neutralizantes detectables, esto puede ser debido a que los
anticuerpos obtenidos a través del calostro no tienen una vida mayor a los 6
meses (Coria y McClurkin, 1978b) y dichos animales tienen de 9 a 11 meses de
edad, otro motivo por el cual no se detectaron anticuerpos es porque los animales
no habian tenido exposicion alguna al vDVB ya sea vacunal o de campo. Incluso
es de este hato del cual se identifico la presencia de un Pestivirus atipico el cual

se menciona mas adelante.

Asimismo, en el caso de las muestras de Tampico se mantuvo el mismo
escenario que en el caso de Veracruz, animales adultos que tuvieron anticuerpos
neutralizantes contra los tipos 1 y 2 del vDVB; solo que en este caso los animales
jovenes fueron vacunados, motivo por el cual tuvieron titulos de anticuerpos
similares al de los adultos, dichos titulos han demostrado proteger a los animales
de la DVB (Howard et al., 1992).

Las muestras de animales de Morelos, provenian de animales vacunados
contra los genotipos 1 y 2 del vDVB. Los titulos obtenidos son considerados de
moderados a altos por lo tanto se podria inferir que los animales estan protegidos
contra la DVB (House y Manley, 1973); no obstante, por medio de RT-PCR fueron
detectadas 10 muestras como positivas, las cuales pertenecen al vDVB1c y VEF.

Las muestras provenientes de Querétaro pertenecen a animales que
nunca han recibido vacunacién contra el vDVB; sin embargo, todos presentan
anticuerpos anti-DVB. Lo cual sugiere que dicho ganado ha estado expuesto al
virus, incluso en algunos casos se detecto la presencia del genoma del vDVB-1b y
1c. Animales recién nacidos y jovenes mostraron un titulo moderado de
anticuerpos, lo cual puede ser resultado de la inmunidad pasiva (Coria y
McClurkin, 1978b) conferido por el calostro.
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Particularmente, en el caso de los animales jovenes originarios de
Chihuahua mostraron una neutralizacion practicamente nula, es decir, que a pesar
de ser animales vacunados contra los genotipos virales 1 y 2 los sueros no
mostraron titulos; sin embargo se identificaron animales positivos al vDVB-1a, 1b,
1c y 2a, por lo tanto la presencia del genoma viral y la ausencia de anticuerpos
anti-vDVB es sugerente de la presencia de animales PI. No asi para el caso de los
sueros de animales adultos los cuales mostraron actividad neutralizante del vDVB,

aunque también se identificaron animales positivos.

Se realiz6 una segunda corrida de NV, pero en esta ocasion los sueros
positivos por RT-PCR fueron sustituidos por suero negativo al vDVB vy libre de
anticuerpos. Los resultados de estas NV demuestran variaciones en el titulo de
anticuerpos lo cual puede suceder por las siguientes razones:

* Silos animales son Pl su suero contiene una cantidad significativa de virus
pero no de anticuerpos y al retirar los sueros positivos del pool el titulo de
anticuerpos tiende a subir, ya que los virus contenidos en las muestras
positivas son neutralizados por los anticuerpos de las otras muestras en el
pool.

e Si los animales estan cursando una infeccién aguda los sueros tendran
anticuerpos como respuesta a dicha infeccion, por lo que una vez que las
muestras positivas son removidas del pool, el titulo de anticuerpos

disminuye.

El perfil serologico tanto de animales jovenes como de adultos es el reflejo
de su exposicion al virus a lo largo de sus vidas, incluso en algunos casos nos
puede ayudar a inferir infecciones persistentes; por o que un monitoreo constante
de animales adultos y sus crias nos puede ayudar a establecer el estatus
zoosanitario de la poblacion analizada (Lindberg et al., 2006).

La DVB al ser una enfermedad con una amplia gama de manifestaciones

clinicas, genera un impacto econémico en la industria ganadera con un costo de
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hasta 46 millones de délares por afio aproximadamente; sin embargo, el calculo
de las pérdidas en los brotes de la DVB son significantemente variables, ya que el
dafio causado por la enfermedad es distinto de hato en hato, independientemente
de la metodologia utilizada para calcular dichas pérdidas (Bennett et al., 1999); y
si a esto le agregamos que en la mayoria de los casos las pérdidas calculadas
sélo incluyen las causadas por los efectos directos de la DVB, como abortos y
muerte, mientras que efectos indirectos como el incremento en el riesgo de
contraer otras enfermedades nos son incluidas, hacen que el calculo de las
pérdidas sea aun mas variable (Houe Hans, 2003). Debido a lo anterior, diversos
paises llevan a cabo la caracterizacion de los aislamientos del vDVB obtenidos en
sus poblaciones, con el objetivo de determinar las cepas predominantes, las
cuales deben consideradas al momento de implementar programas de control-
erradicacion, asi como de vacunacidon. (Ridpath, 2010). Los aislamientos
obtenidos en diferentes regiones del mundo, en su mayoria, han sido analizados
por medio de las técnicas de RT-PCR, secuenciacion y andlisis filogenéticos por lo
que han segregado los virus aislados en los diversos genotipos y subgenotipos del
vDVB (Ridpath et al., 1994; Mahony et al., 2005; Jackova et al., 2008; Otonel et
al., 2014; Arias et al., 2003). La clasificacion genética mas comun se basa en la
comparacion de la secuencia nucleotidica de la regién 5’UTR y NP (Tajima et al.,
2001; Vilcek et al., 2001; Nagai et al., 2008; Booth et al., 2013).

En México, la informacién acerca de la situacion epidemioldgica actual de la
DVB es limitada. A pesar de que la DVB es reconocida por la OIE y SAGARPA
como una enfermedad endémica y de notificacion obligatoria [ACUERDO], la
informacion proporcionada no especifica los linajes virales predominantes
[Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica]. Adicionalmente, los datos
disponibles sobre el vDVB se basan solo en la deteccion de anticuerpos contra
éste; los cuales reportan una seroprevalencia que va del 12.27% (Cordova-
Izquierdo et al., 2007) al 75% (Saldivar et al., 2009; Suzan et al., 1983; Correa et
al., 1974) en diversas regiones de México; sin embargo, ninguno de estos estudios
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presenta informacién acerca de los genotipos o los subgenotipos que circulan en
la poblacion ganadera nacional.

El objetivo del este trabajo fue genotipificar las variantes del vDVB
presentes en ganado bovino proveniente de diversas regiones de nuestro pais; por
lo que se analizaron 417 muestras de suero y 265 muestras de capa flogistica.

El analisis de los fragmentos secuenciados que se obtuvieron a partir de
amplificados de sueros de bovinos mostraron una alta identidad con los genotipos
la, 1b, 1c y 2a. De las muestras positivas totales, el 11.76% de las secuencias
fueron clasificadas como vDVB-1a, el 4.41% como vDVB-1b y un 75% como
vDVB-1c; siendo el genotipo 1 el mas detectado, seguido del tipo 2 y sin ningun
resultado positivo para el genotipo 3.

Los resultados obtenidos revelan la presencia de por lo menos cuatro
subgenotipos del vDVB en las poblaciones ganaderas analizadas; similar a lo
encontrado en los trabajos de Gémez-Romero et al., y Lopez-Pérez et al., en
donde se logr6 identificar los genotipos lay 1b, no asi el 1c provenientes de suero
de bovino. En Estados Unidos, las variantes la y 1b, se han establecido como los
subgenotipos predominantes en el ganado (Ridpath et al., 1994); debido a esto es
comun encontrar estos subgenotipos como contaminantes del suero fetal bovino
en un 20% al 50% de los lotes comerciales en el pais (Bolin y Ridpath, 1998). De
la misma manera son las variantes virales predominantes en Canada (Pellerin et
al., 1994). Por otro lado, el vDVB-1c se ha detectado en paises como Alemania
(Tajima et al., 2001), Espaina (Arias et al., 2003), Australia el cual lo tiene como
subgenotipo predominante (Mahony et al., 2005) y México siendo este estudio el

gue lo reporta por primera vez.
En el caso del vDVB-2, se sabe que es un virus endémico en paises como

Estados Unidos (Fulton et al., 2005) y Brasil (Flores et al., 2002) en donde se han
detectado los subgenotipos a y b, mientras que el subgenotipo ¢ solo se ha

77



detectado en Alemania (Jenckel et al., 2014) y Brasil (Silveira et al., 2015). En el
presente estudio se detectd la presencia del subgenotipo 2a, aunque en una
menor proporcion que el vDVB-1, lo cual coincide con lo descrito por algunos
paises en donde evidencian la presencia del vDVB-2, en baja frecuencia. (Booth et
al., 2013; Mahony et al., 2005; Ridpath et al., 2010). Lo anterior, puede ser
explicado por el hecho de que las vacunas comerciales en nuestro pais, a
diferencia de las de vDVB-1, contienen como agente vacunal el subgenotipo 2a;
sin embargo no existe evidencia que respalde esta idea.

La existencia de diferentes subgenotipos es un reflejo de la diversidad del
vDVB, incluso se ha demostrado que dicha diversidad esta relacionada con
variaciones antigénicas entre subgenotipos (Pogranichniy et al., 2011) las cuales
han sido evidenciadas por las diferencias en la neutralizacién cruzada (Bachofen
et al., 2008), unién a anticuerpos monoclonales (Bolin y Ridpath, 1998), respuesta
a la vacunacion en animales Pl (Fulton et al., 2003b). Cuando las vacunas
contienen como cepas vacunales subgenotipos diferentes a las cepas de campo
que se encuentran circulando en la poblacibn ganadera se tiene un impacto
negativo en estrategias de control de la DVB (Fulton et al., 2005). Problemética
actual que acontece en México, y ésta puede tener como consecuencia el fracaso
a la vacunacién al no inducir una respuesta protectora eficaz en los animales

contra las variedades del vDVB.

El VEF es un Pestivirus que produce la enfermedad de la frontera (EF) y
gue afecta pequefios rumiantes como ovinos y caprinos ademas de gamuzas
(Marco et al., 2008), cerdos (Kawanishi et al., 2014), venados, bisonte europeo
(Nettleton y Willoughby, 2008) e incluso a vacas (Hornberg et al., 2009; Krametter-
Frotscher et al., 2008). La infeccion por el VEF esta caracterizada por provocar
abortos, nacimiento de animales débiles o muertos en ovinos (Nettleton y
Willoughby, 2008); en el caso de los bovinos se conoce muy poco sobre los
efectos clinicos del virus; sin embargo, se sabe que tiene la capacidad de generar
bovinos Pl con VvEF (Krametter-Frotscher et al., 2008). Por lo general, las
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infecciones interespecie ocurren de bovinos a ovinos (Danuser et al., 2009); sin
embargo, se han reportado casos en donde la infeccion con Pestivirus en bovinos
proviene de ovinos (Krametter-Frotscher et al.,, 2008). Los resultados obtenidos
sugieren que el ganado del cual se obtuvieron las muestras estuvieron en contacto
con ovinos o caprinos portadores del VEF. El presente estudio es el primero en
reportar la identificacion del VEF en ganado bovino de origen mexicano. Los
andlisis filogenéticos de las secuencias revelaron que las muestras identificadas
como NG49, NG52 y NG99 mostraron una identidad del 99.99%, 99.98% vy
99.99% respectivamente, con la cepa de referencia VEF BD31 que pertenece al
genotipo 1; el cual es el genotipo predominante en Estados Unidos (Ridpath y
Bolin, 1997). El origen del VEF en México es desconocido, por lo que se requiere
realizar mas estudios que nos ayuden a dilucidar la prevalencia de dicho virus en
ganado bovino, ovino y caprino asi como su impacto en la produccion de estas

especies.

Adicionalmente, la muestra de suero identificada como NG12 tuvo una
identidad del 100% con el virus de Pronghorn. Virus atipico aislado del antilope
(Antilocapra americana) identificado y caracterizado por Vilcek et al., en 2005; fue
descrito como el virus mas divergente dentro de los Pestivirus hasta el aislamiento
y secuenciacion del virus de Bungowannah (Kirkland et al., 2007). Debido a que el
virus identificado en este trabajo es el segundo virus de este tipo detectado hasta
la fecha, la informacion acerca de aspectos epidemiol6gicos, como prevalencia o
incidencia, asi como la patogénesis aun son desconocidos (Neill et al., 2014).
Asimismo, se desconoce la fuente de infeccion por el virus de Pronghorn en los
animales analizados. Se requiere realizar mas estudios sobre las propiedades de
dicho virus asi como la deteccién de animales positivos, y asi conocer el impacto
del virus en la salud de los animales. La caracterizacion de nuevos Pestivirus
puede contribuir a un mejor entendimiento de la evolucién molecular de dicho virus
(Vilcek et al., 2005).
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En el caso de las muestras de capa flogistica, el total de resultados
positivos detectados fueron siete. Debido a la baja calidad de algunas de las
secuencias de las muestras positivas solo se puedo realizar el analisis filogenético
con tres de ellas. La muestra identificada como NG127 mostré una identidad del
100% con la cepa de referencia NADL, la cual se utiliza como cepa vacunal en los
productos comercializados en nuestro pais. Por otro lado la muestra NG129 tuvo
una identidad del 99.99% con la cepa New York 93 que pertenece al grupo del
vDVB-2a y finalmente la muestra NG133 se agrup6 en el clado del Pestivirus
atipico Pronghorn.

A diferencia de las muestras de suero, en las muestras de capa flogistica
solo fue posible identificar los genotipos vDVB-1a, vDVB-2a y virus de Pronghorn y
solo una de estas muestras coincide con el resultado positivo en suero. Lo anterior
puede explicarse por el hecho de que el vDVB produce leucopenia en los animales
infectados, disminuyendo la posibilidad de detectar el genoma por medio de RT-
PCR en las células blanco (Brownlie et al., 2000).

La deteccion del VEF y del virus de Pronghorn circulando en ganado de
México es un hallazgo importante ya que son virus que no han sido detectados
con anterioridad en nuestro pais, demostrando que diversos tipos del vDVB

pueden encontrarse en el ganado bovino.

La informacién derivada de este tipo de estudios contribuye a tener un
mejor entendimiento en los aspectos de diversidad y epidemiologia del vDVB. De
la misma manera, la caracterizacion de nuevos Pestivirus puede contribuir a un
mejor entendimiento de la evolucidon molecular de dichos virus (Vilcek et al., 2005).
Contribuyendo en el disefio de métodos diagndsticos precisos y el desarrollo de
inmundgenos eficaces contra el vDVB, tanto para Pestivirus tipicos como para
atipicos, que ayuden a prevenir y controlar las enfermedades causadas por estos
e incluso detectarlos como contaminantes en productos de origen bovino y asi

evitar su diseminacion en animales susceptibles
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8. Conclusiones

Los iniciadores utilizados en este estudio son capaces de detectar
ARN de vDVB tanto tipicos como atipicos.

Se encontrd evidencia de la presencia de acidos nucléicos del virus
de la diarrea viral bovina en el 16.30% de las muestras analizadas.
Con base en el andlisis de secuencias se demostré que los virus
identificados predominantes corresponden al vDVB tipola, vDVB-1b,
vDVB-1c y al vDVB-2a.

No se detectd la presencia del genotipo 3 o HoBi-like en las muestras
analizadas.

Se evidencid por primera vez la presencia del VEF y Pronghorn en
sueros de bovinos provenientes de los estados de Veracruz y

Morelos.

81



9. Prospectiva

Establecer el estatus zoosanitario de las poblaciones ganaderas de México.
Establecer el uso de los iniciadores utilizados en este estudio y RT-PCR
como técnica de diagndstico, con el fin de reducir el riesgo de diseminacién
de esta enfermedad en los animales de abasto.

Determinar si existen variaciones antigénicas entre los subgenotipos
identificados.

Realizar monitoreos continuos de la poblacion ganadera con el fin de
detectar nuevas variantes genéticas del vDVB, asi como su impacto en
salud animal.

Proponer ante autoridades zoosanitarias, a través del CONASA, el uso de
inmundgenos que contengan como agente vacunal las variantes del vDVB
endémicas de la region o en su defecto del pais.

Realizar estudios epidemiolégicos para determinar y caracterizar las
variantes genéticas del vEF, asi como de virus de Pronghorn que circulan
en ovinos y bovinos.

Determinar el impacto del VEF en la salud de bovinos asi como de ovinos y
caprinos.

Determinar el impacto del virus de Pronghorn en la salud de bovinos.
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11. Anexos

Anexo 1. Muestras de trabajo (suero)

Regién: Napateco, Hidalgo

Identificacion Edad Sexo Raza
Bellota 4 afios H Suizo Americano
Chaparrita 2 4 afios Holstein
Pinta 2 4 afios H Holstein
Chilindrina 4 afios H Holstein
1813 4 afios H Holstein
1821 4 afios H Holstein
1818 4 afios H Holstein
Chaparrita 1 4 afios H Holstein
Coneja 4 afios H Suizo Americano
1816 4 afios H Holstein
1797 4 afios H Holstein
Paloma 4 afios H Holstein
Amarilla 4 afios H Holstein
1807 4 afios H Holstein
Uva 4 afios H Pardo Suizo
La Café 4 afios H Holstein
Chiva 4 afios H Jersey
Pinta 1 4 afios H Holstein
La Negra 4 afios H Holstein
Tatiana 4 afios H Jersey
Gorda 4 afios H Suizo Americano
1816-G 4 afios H Holstein
Pancha 4 afios H Holstein
14 4 afios H Holstein
13 4 afios H Holstein
Abigalil 4 afios H Holstein
Josefina 4 afios H Holstein
9 4 afios H Holstein
Renga 4 afios H Holstein
Gorda 2 4 afios H Holstein
Pili 4 afios H Holstein
Elefante 4 afios H Holstein
Lucero 4 afios H Holstein
Rufina 4 afios H Holstein
Negra 4 afios H Holstein
Canela 4 afios H Holstein
Jabonera Jr 4 afios H Holstein
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10 4 afios H Holstein
Mocha 4 afios H Holstein
Fabiola 4 afios H Holstein

Maria 4 afios H Holstein
Alejandra 4 afios H Holstein
Canela 2 4 afios H Holstein

Rubi 4 afios H Holstein

Jabonera Madre 4 afios H Holstein

Blanca 4 afios H Holstein
Pancracia 4 afios H Holstein

4 4 afios H Holstein

11 4 afios H Holstein

Colorada 4 afios H Holstein

Parda 4 afios H Holstein
Renga 2 4 afios H Holstein

7 4 afios H Holstein

Perla 4 afios H Holstein

15 4 afios H Holstein
Liliana 4 afios H Holstein

Regién: Acayucan, Veracruz
Identificacion Edad Sexo Raza
Amarillo 9472 4 afios H Criolla

353 6 afios Criolla
Felix 2 7 afios H Holandesa
Felix 3 7 afios H Holandesa
A9464 10 afios H F1
A9362 | e | e e
A4134 9 afios H F1
A9453 11 meses H Suiza

L2 2 afios M Hol/ Cebu
A9366 7 afios H F1
A9455 | e | e e

M664008 9 afios H Criolla

976 7 afios H F1
A9410 9 meses H Suiza
A9360 9 afios H Suiza
A9342 8 afios H Criolla

A937 H

A9495 3 afios M Raboni

A9347 10 afios H Criolla

A9473 5 afios H Hol / Cebu
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9352 10 afios H F1
Felix 4 7 afios H Holandesa
L280 3 afios M F1
9474 8 afios H F1
Metalico 439490 | - | seeeem | e
Lomo 932 7 afios H Criolla
Lomo 276 3 afios H Criolla
719 3 afios H Suiza
L225 11 afios H Criolla
A0367 7 afios H F1
9363 7 afios H Suiza
M373458 9 afios H Holstein
Amarillo 9471 6 afios H Criolla
9358 9 afios H Criolla
369 7 afios H Suiza
Amarillo 9485 Lomo 2878 afios H F1
A9431 3 afios H Suiza
9346 9 afios H Criolla
A9457 11 meses H Ceba
L442 9 meses H Suiza
Amarillo 390 9 afios H Simmental
A9362 12 afios H F1
L450 11 meses H Criolla
Amarillo 9476 8 afios H Criolla
A9358 9 afios H Criolla
A2198 10 afios H Criolla
A9493 3 afios M Raboni
Felix 1 7 afios H Holandesa
Regidn: Victoria, Tamaulipas
Identificacion Edad Sexo Raza
15 13 meses H Brangus rojo
19 13 meses H Brangus rojo
22 13 meses H Brangus rojo
23 14 meses H Brangus rojo
25 13 meses H Brangus rojo
30 13 meses H Brangus rojo
31 13 meses H Brangus rojo
34 13 meses H Brangus rojo
40 4 afios H Brangus rojo
42 4 afios H Brangus rojo
43 50 meses H Brangus rojo
44 5 afios H Brangus rojo
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45 5 afios H Brangus rojo
48 3 afios H Brangus rojo
50 40 meses H Brangus rojo
51 50 meses H Brangus rojo
52 3 afios H Brangus rojo
53 42 meses H Brangus rojo
41 50 meses H Brangus rojo

12 meses H Brangus rojo

12 meses H Brangus rojo
10 12 meses H Brangus rojo
14 13 meses H Brangus rojo
21 12 meses H Brangus rojo
26 12 meses H Brangus rojo
28 12 meses H Brangus rojo
32 12 meses H Brangus rojo
2 3 meses H Brangus rojo
4 8 meses H Brangus rojo
6 10 meses H Brangus rojo
7 11 meses H Brangus rojo
8 10 meses H Brangus rojo
11 11 meses H Brangus rojo
12 10 meses H Brangus rojo
20 10 meses H Brangus rojo
24 12 meses H Brangus rojo
27 10 meses H Brangus rojo
29 10 meses H Brangus rojo
36 10 meses H Brangus rojo
37 11 meses H Brangus rojo
38 10 meses H Brangus rojo
18 13 meses H Brangus rojo
16 12 meses H Brangus rojo
1 3 meses H Brangus rojo
5 10 meses H Brangus rojo

Regién: Aldama, Cascadas, Tamaulipas

Identificacion

Edad

Sexo

189

190

161

118

76

95

160

113
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160

333 18 meses M e
337 18 meses M e
340 8 meses M e
353 14 meses M e
278 13 meses H | -

Regidn: Puent

e de Ixtla, Morelos

Identificacion Edad Sexo Raza

2036 5 afios H Suizo americano
1968 5 afios Suizo americano
2018 5 afios H Suizo americano
1955 5 afios H Suizo americano
1967 5 afios H Suizo americano
1959 5 afios H Suizo americano
2014 5 afios H Suizo americano
1984 5 afios H Suizo americano
2208 5 afios H Suizo americano
2035 5 afios H Suizo americano
2003 5 afios H Suizo americano
1954 5 afios H Suizo americano
2012 5 afios H Suizo americano
1994 5 afios H Suizo americano
1962 5 afios H Suizo americano
2008 5 afios H Suizo americano

s/n 5 afios H Suizo americano
2214 5 afios H Suizo americano
2032 5 afios H Suizo americano
1969 5 afios H Suizo americano
2002 5 afios H Suizo americano
1979 5 afios H Suizo americano
2031 5 afios H Suizo americano
1960 5 afios H Suizo americano
1970 5 afios H Suizo americano
1987 5 afios H Suizo americano
2004 5 afios H Suizo americano
1983 5 afios H Suizo americano
2011 5 afios H Suizo americano
1998 5 afios H Suizo americano
1997 5 afios H Suizo americano
2005 5 afios H Suizo americano
1958 5 afios H Suizo americano
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1975 5 afios H Suizo americano
1985 5 afios H Suizo americano
2215 5 afios H Suizo americano
1992 5 afios H Suizo americano
1989 5 afios H Suizo americano
2037 5 afios H Suizo americano
1973 5 afios H Suizo americano
2023 5 afios H Suizo americano
1982 5 afios H Suizo americano
2016 5 afios H Suizo americano
2204 5 afios H Suizo americano
1956 5 afios H Suizo americano
1965 5 afios H Suizo americano
2009 5 afios H Suizo americano
1972 5 afios H Suizo americano
2199 5 afios H Suizo americano
2024 5 afios H Suizo americano
1964 5 afios H Suizo americano
2001 5 afios H Suizo americano
1990 5 afios H Suizo americano
1996 5 afios H Suizo americano
2200 5 afios H Suizo americano
2025 5 afios H Suizo americano
1991 5 afios H Suizo americano
2013 5 afios H Suizo americano
2027 5 afios H Suizo americano
1957 5 afios H Suizo americano
1974 5 afios H Suizo americano
1988 5 afios H Suizo americano
1978 5 afios H Suizo americano
2212 5 afios H Suizo americano
2203 5 afios H Suizo americano
2019 5 afios H Suizo americano
2010 5 afios H Suizo americano
1976 5 afios H Suizo americano
2201 5 afios H Suizo americano
2207 5 afios H Suizo americano
2000 5 afios H Suizo americano
2007 5 afios H Suizo americano
1953 5 afios H Suizo americano
1986 5 afios H Suizo americano
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1993

5 afios

H

Suizo americano

Regién: San Juan del Rio, Queretaro

Identificacion Edad Sexo Raza
125 1 afio H Holstein
131 1 afio Holstein
158 4 afios H Holstein
99 5 afios H Holstein
112 5 afios H Holstein
104 5 afios H Holstein
147 4 afios H Holstein
149 4 afios H Holstein
176 3 afios H Holstein
18 7 afios H Holstein
135 4 afios H Holstein
216 3 afios H Holstein
185 3 afios H Holstein
189 2 afios H Holstein
417 1 afio H Holstein
418 1 afio H Holstein
70 5 afios H Holstein
270 2 afios H Holstein
421 1 afio H Holstein
281 1 afio H Holstein
291 1 afio H Holstein
174 3 afios H Holstein
284 1 afio H Holstein
313 1 afio H Holstein
121 4 afios H Holstein
230 7 afios H Holstein
422 1 afio H Holstein
419 1 afio H Holstein
278 2 afios H Holstein
305 1 afio H Holstein
293 1 afio H Holstein
302 1 afio H Holstein
289 1 afio H Holstein
416 1 afio H Holstein
206 2 afios H Holstein
238 2 afios H Holstein
187 3 afios H Holstein
283 1 afio H Holstein
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92 5 afios H Holstein
290 1 afio H Holstein
73 5 afios H Holstein
251 4 afios H Holstein
227 2 afios H Holstein
209 2 afios H Holstein
224 2 afios H Holstein
137 4 afios H Holstein
502 2 afios H Holstein
222 2 afios H Holstein
275 2 afios H Holstein
177 2 afios H Holstein
266 2 afios H Holstein
173 1 afio H Holstein
268 2 afios H Holstein
244 2 afios H Holstein
261 2 afios H Holstein
500 2 afios H Holstein
171 4 afios H Holstein
258 2 afios H Holstein
4 7 afios H Holstein
133 4 afios H Holstein
510 Recién Holstein
nacido
508 Recién Holstein
nacido
509 Recién Holstein
nacido

Regién: Santa Gertrudis, Saucillo Chihuahua

Identificacion Edad Sexo Raza
2497 8 meses H Charolais
6422 8 meses Charolais
663 8 meses H Charolais
1705 8 meses H Charolais
8945 8 meses H Charolais
685 8 meses H Charolais
2498 8 meses H Angus
687 8 meses H Angus
2472 8 meses H Charolais
611 8 meses H Charolais
2461 8 meses H Charolais
6548 8 meses H Charolais
6487 8 meses H Charolais

105




293 8 meses H Charolais
673 8 meses H Charolais
2121 8 meses H Angus
665 8 meses H Charolais
604 8 meses H Charolais
634 8 meses H Charolais
6427 10 meses H Charolais
313 8 meses H Charolais
2466 8 meses H Charolais
6525 8 meses H Charolais
627 8 meses H Charolais
5791 8 meses H Charolais
681 8 meses H Charolais
635 8 meses H Charolais
2116 8 meses H Charolais
J-135 24 meses M Angus
B-87 24 meses H Angus
K-490 24 meses H Angus
B-11 24 meses M Charolais
B-3 24 meses M Charolais
J-136 24 meses M Charolais
C-47 24 meses M Angus
1-37 24 meses H Angus
D-42 24 meses M Charolais
B-10 24 meses M Charolais
M-433 24 meses H Angus
6544 8 meses M Angus
K-7 8 meses M Charolais
K-10 8 meses M Charolais
K-4 8 meses M Charolais
K-8 8 meses M Charolais
K-11 8 meses M Charolais
6357 8 meses M Angus
K-3 8 meses M Angus
K-6 8 meses M Angus
K-2 8 meses M Angus
17 8 meses M Charolais
K-9 8 meses M Angus
K-1 8 meses M Charolais
K-10 8 meses M Angus
K-5 8 meses M Angus
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649 8 meses M Angus
1216 8 meses H Angus
2475 8 meses H Angus
607 8 meses H Angus
6257 8 meses H Angus
6169 8 meses H Angus
8 8 meses H Charolais
SIN1 8 meses H Angus
6201 8 meses H Angus
1658 8 meses H Angus
5736 8 meses H Angus
6166 8 meses H Angus
1219 8 meses H Angus
6442 8 meses H Angus
648 8 meses H Angus
6288 8 meses H Charolais
1175 8 meses H Angus
6439 8 meses H Angus
1329 8 meses H Angus
1660 8 meses H Angus
6108 8 meses H Angus
5747 8 meses H Angus
6459 8 meses H Angus
85 8 meses H Charolais
6274 8 meses H Charolais
661 8 meses H Angus
268 8 meses H Angus
5756 8 meses H Angus
268 8 meses H Angus
606 8 meses H Angus
257 8 meses H Angus
SIN 2 8 meses H Angus
435 8 meses H Angus
6255 8 meses H Angus
6559 8 meses H Angus
6542 8 meses H Angus
1795 8 meses H Angus
2560 8 meses H Angus
S/IN 3 8 meses H Angus
394 8 meses H Angus
1161 8 meses H Angus
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6366 8 meses H Charolais
1671 8 meses H Angus
6315 8 meses H Angus
1279 8 meses H Angus
SIN 4 8 meses H Angus
265 8 meses H Angus
2463 8 meses H Charolais
2459 8 meses H Charolais
6396 8 meses H Angus
2495 8 meses H Charolais
2106 8 meses H Angus
670 8 meses H Angus
3 8 meses H Charolais
SIN5 8 meses H Angus
6314 8 meses H Angus
S/IN 6 8 meses H Angus
1178 8 meses H Angus
1196 8 meses H Angus
6401 8 meses H Angus
404 8 meses H Angus
1657 8 meses H Angus
2451 8 meses H Angus
260 8 meses H Angus
633 8 meses H Angus
12 8 meses H Charolais
15 8 meses H Charolais
644 8 meses H Angus
6173 8 meses H Angus
6223 8 meses H Angus
5410 8 meses H Angus
2561 8 meses H Angus
1164 8 meses H Angus
G-25 | - M Charolais
H= Hembra
M= Macho

Sin informacion
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Anexo 2. Muestras de trabajo (capa flogistica)

Regién: Napateco,Hidalgo

Identificacion

Bellota

Chaparrita 2

Pinta 2

Chilindrina

1813

1821

1818

Chaparrita 1

Coneja

1816

1797

Paloma

Amarilla

1807

Uva

La Café

Chiva

Pinta 1

La Negra

Tatiana

Gorda

Pancha

14

13

Abigail

Josefina

9

Renga

Gorda 2

Pili

Elefante

Lucero

Rufina

Negra

Canela

Jabonera Jr

10

Mocha

Fabiola

Maria
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Alejandra

Canela 2

Rubi

Jabonera Madre

Blanca

Pancracia

4

11

Colorada

Parda

Renga 2

7

Perla

15

Liliana

Regidn: Acayucan, Veracruz

Identificacion

353

Felix 3

A9362

A4134

L2

A9366

A9455

M604008

976

A9410

A9360

A9376

A9495

A9347

9352

Felix 4

L280

Meta 439490

Lomo 276

719

A0367

9363

M373458

Amari 9471

9358

Amaril 9485

A9431
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9346

Amaril 9476

L2198

Felix 1

Ama 6077

759

A9457

L442

L450

9493

9473

L225

369

A390

A9453

Regidn: Puente Ixtla, Morelos

Identificacion

1968

2018

1955

1967

1959

2014

1984

2208

2035

2003

1954

2012

1994

1962

2008

s/n

2214

2032

1969

2002

1979

1970

1987

2004

1983

2011
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1998

1997

2005

1958

1975

1985

2215

1992

1989

2037

1973

2023

1982

2016

2204

1956

1965

1972

2199

2024

1964

2001

1990

1996

2200

1991

2027

1957

1974

1988

1978

2212

2203

2019

2010

1976

2201

2000

2007

1953

1986

1993

2036
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Regién: San juan del Rio, Querétaro

Identificacion

149

128

216

185

270

281

2901

278

284

305

289

206

302

293

283

290

227

209

224

275

266

268

244

261

258

492

158

99

112

104

147

176

81

135

189

417

418

70

421

174

121

230
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422

419

416

238

187

92

73

251

137

502

222

177

173

500

171

4

133

131

510

508

509

313

Regién: Santa Gertrudis, Saucillo
Chihuahua

Identificacion

404

627

633

644

648

670

1671

1196

1212

1216

1279

1705

2116

2466

2473

2972

5410

5544

5736
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5756
5947
6173
6315
6487
6542
J-135
J-136
M433
SIN5
SIN 6

Anexo 3. Resultados de la RT-PCR a partir de muestras de suero por region

Regién: Napateco, Hidalgo
No. Sample VIL HCV | Mahony | HoBi
1 Bellota () () () ()
2 Chaparrita 2 (=) () () ()
3 Pinta 2 () () (@) ()
4 Chilindrina () @) @) ()
5 1813 () () (@) ()
6 1821 () () () ()
7 1818 () () (@) ()
8 Chaparrita 1 (=) () () ()
9 Coneja () () () ()
10 1816 () () (@) ()
11 1797 () () (@) ()
12 Paloma () () (@) ()
13 Amarilla () () @) ()
14 1807 () () (@) ()
15 Uva () () (@) ()
16 La Café () @) () ()
17 Chiva () () (@) ()
18 Pinta 1 () () () ()
19 La Negra () () (@) ()
20 Tatiana () () @) ()
21 Gorda () () (@) ()
22 1816-G () () (@) ()
23 Pancha () () (@) ()
24 14 () () (@) ()
25 13 () () () ()
26 Abigail () () (@) ()
27 Josefina () () @) ()
28 9 () () () ()
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29 Renga ) () () ()
30 Gorda 2 () () () ()
31 Pili () () () O]
32 Elefante () () () O]
33 Lucero () () () ()
34 Rufina () () () O]
35 Negra () () () ()
36 Canela () () () ()
37 Jabonera Jr () () () ()
38 10 () () () ()
39 Mocha () () () O]
40 Fabiola () () () O]
41 Marfa () () () ()
42 Alejandra () @) () ()
43 Canela 2 () () () ()
a4 Rubi () () (@) ()
45 | Jabonera Madre 0 (=) () ()
46 Blanca () () () O]
47 Pancracia () () () ()
48 4 O ©) () ()
49 11 () () () ()
50 Colorada () () () ()
51 Parda () () () ()
52 Renga 2 () () () ()
53 7 () () () ()
54 Perla () () () ()
55 15 () () () ()
56 Liliana () () () O]
Regién: Acayucan, Veracruz
No. Sample HCV VIL Mahony HoBi
1 Amar. 9472 () (-) (+) ()
2 353 () () (+) ()
3 Felix 2 () (-) () ()
4 Felix 3 () (-) () ()
5 A9464 () () () ()
6 A9362 () () () ()
7 A4134 () () () ()
8 L2 () () (-) ()
9 A9366 () () (+) ()
10 A9455 () (-) () ()
11 M604008 () (-) () ()
12 976 () () () ()
13 A9410 () (-) () ()
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14 A9360 () () () ()
15 A9342 () () () ()
16 A9376 () () (+) ()
17 A9495 () () () ()
18 A9347 () () (+) ()
19 9352 () () () ()
20 Felix 4 () () (+) ()
21 L280 () () () ()
22 Meta 439490 () (-) () ()
23 Lomo 932 met (-) (-) (-) (-)
24 Lomo 276 (-) (-) (+) (-)
25 719 () () (+) ()
26 A0367 () () () ()
27 9363 () () () ()
28 M373458 (-) (-) (+) ()
29 Amari 9471 () (-) () ()
30 9358 () () () ()
31 Amaril 9485 () (-) () ()
32 A9431 () () () ()
33 9346 () () () ()
34 Amaril 9476 () (-) () ()
35 L2198 () () () ()
36 Felix 1 () (-) () ()
37 Ama 6077 (-) (-) (-) ()
38 759 () () () ()
39 A9457 () () () ()
40 L442 () () () ()
41 L450 () () () ()
42 9493 () () () ()
Regidn: Victoria, Tamaulipas
No. Sample VIL HCV Mahony HoBi
1 15 () () () ()
2 19 () () () ()
3 22 () () () ()
4 23 () () () ()
5 25 () () () ()
6 30 () (-) () ()
7 31 () (-) () ()
8 34 () () () ()
9 40 () () () ()
10 42 () () () ()
11 43 () () () ()
12 44 () () () ()
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HoBi

(+)

Mahony

(+)

45

48

50
51

52

53
41

10
14
21

26
28
32

11
12
20
24
27
29
36
37

38

Regidén: Aldama Cascadas, Tamaulipas

HCV
()
()
()
()

()
()
()
()
()
()
()
()

VIL

Sample

189-T
190-T
161-T
118-T
160-T
1693-Q

1451-Q

985-T
1254-Q

61-Q

1233-Q

326-Q

13

14
15

16
17
18
19
20
21

22
23

24
25

26
27

28
29
30

31
32
33

34
35

36
37
38
39
40

41

No.

10
11
12
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Regién: San Juan del Rio, Querétero

No. Sample VIL HCV Mahony HoBi
1 149 () () () ()
2 128 () (@) () ()
3 216 () () () ()
4 185 () () () ()
5 270 () () () ()
6 281 () () () ()
7 291 () () () ()
8 278 () () () ()
9 284 () () () ()

10 305 () () (*) ()
11 289 () () () ()
12 206 () () (*) ()
13 302 () () (*) ()
14 293 () (@) () ()
15 283 () () (*) ()
16 290 () () () ()
17 227 () () () ()
18 209 () () () ()
19 224 () () () ()
20 275 () () () ()
21 266 () () () ()
22 268 () () () ()
23 244 () () () ()
24 261 () () () ()
25 258 () () () ()
26 492 () (@) () ()
27 158 () () () ()
28 99 () () () ()
29 112 () () () ()
30 104 () () () ()
31 147 () () () ()
32 176 () () (*) ()
33 81 () () () ()
34 135 ) (+) (+) (=)
35 189 (*) () () ()
36 417 () () () ()
37 418 () () () ()
38 70 (*) () () ()
39 421 () () () ()
40 174 () () () ()
41 121 () () () ()
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42 230 () (@) () ()
43 422 () () () ()
44 419 () () () ()
45 416 () () () ()
46 238 () () () ()
47 187 () () () ()
48 92 () () () ()
49 73 () () () ()
50 251 () () () ()
51 137 (*) () (*) ()
52 502 (*) () (*) ()
53 222 (*) () (*) ()
54 177 () (@) () ()
55 173 () () () ()
56 500 () () () ()
57 171 () () (*) ()
58 4 () () () ()
59 133 () () () ()
60 131 () () (*) ()
61 510 () () () ()
62 508 () () () ()
63 509 () () () ()
Regién: Puente de Ixtla, Morelos

No. Sample VIL HCV | Mahony HoBi
1 1968 () () () ()
2 2018 () () () ()
3 1955 () () () ()
4 1967 () (@) () ()
5 1959 () () () ()
6 2014 () () () ()
7 1984 () () () ()
8 2208 () () () ()
9 2035 () () () ()
10 2003 () () () ()
11 1954 () () () ()
12 2012 () () () ()
13 1994 () () () ()
14 1962 () () () ()
15 2008 () () () ()
16 s/n () () () ()
17 2214 () () () ()
18 2032 () () () ()
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19 1969 () () () O]
20 2002 () () () O]
21 1979 () () () O]
22 2031 () () () O]
23 1970 () () () O]
24 1987 () () () O]
25 2004 () () () O]
26 1983 () () () O]
27 2011 () () () O]
28 1998 () () () O]
29 1997 @) ) @) (@)
30 2005 () () () O]
31 1958 () () () O]
32 1975 () () () O]
33 1985 () () () O]
34 2215 () () () O]
35 1992 () () () O]
36 1989 () () () O]
37 2037 () () () O]
38 1973 () () () O]
39 2023 () () () O]
40 1982 () () () O]
41 2016 @) ) @) (@)
42 2204 () () () O]
43 1956 () () () O]
44 1965 () () () O]
45 1972 () () () O]
46 2199 () () () O]
47 2024 () (*) () O]
48 1964 () (*) () O]
49 2001 () () () O]
50 1990 () () () O]
51 1996 () () () O]
52 2200 () () () O]
53 1991 @) ) @) (@)
o4 2027 () (*) () O]
55 1957 () (*) () O]
56 1974 () () () O]
57 1988 () () () O]
58 1978 () () () O]
59 2212 () () () O]
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60 2203 () (*) () ()
61 2019 () () () ()
62 2010 () () () ()
63 1976 () (*) () ()
64 2201 () (*) () ()
65 2000 () () () ()
66 2007 () () (*) ()
67 1953 () (*) () ()
68 1986 () (*) () ()
69 1993 () (*) () ()
Regién: Santa Gertrudis Saucillo, Chihuahua
No. Sample VIL HCV Mahony HoBi
1 2497 () () () ()
2 6422 () () () ()
3 663 () () () ()
4 1705 () () () ()
5 8945 () () () ()
6 685 () () () ()
7 2498 () () () ()
8 687 () () () ()
9 2472 () () () ()
10 611 () () (*) ()
11 2461 () () (*) ()
12 6548 (-) (+) (+) ()
13 6487 () (+) (+) ()
14 293 () () (*) ()
15 673 () (*) (*) ()
16 2121 () (*) () ()
17 665 () (*) (*) ()
18 604 () (*) () ()
19 634 () () () ()
20 6427 () () () ()
21 313 () () () ()
22 2466 () () () ()
23 627 () () () ()
24 635 () (@) () ()
25 6544 () () () ()
26 K-7 () () () ()
27 K-10 () () () ()
28 K-4 () () () ()
29 K-8 () () () ()
30 6357 () () () ()
31 K-3 () @) () ()
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32 K-6 @) ) @) )
33 K-2 () () () ()
34 17 () (*) (*) ()
35 K-9 () (*) () ()
36 K-1 () () () ()
37 K-10 () () () ()
38 K-5 () () () ()
39 649 () (*) () ()
40 2475 () (*) () ()
41 607 () (*) () ()
42 6257 () () (*) ()
43 6169 () (+) ) @)
44 8 ()] ) ()] )
45 SIN1 (+) () ) @)
46 6201 (+) (+) (6] @)
47 1658 () () () ()
48 5736 () () () ()
49 6166 () () () ()
50 1219 () () () ()
51 6442 () () () ()
52 648 () () () ()
53 1175 () () () ()
>4 6439 () (*) () ()
55 1329 () () () ()
56 1660 () ) () ()
57 6108 (+) () ) @)
58 6459 () (+) ) @)
59 85 () (*) (*) ()
60 6274 (+) (+) ) @)
61 661 (+) (+) (6] ()
62 268 () (*) () ()
63 5756 (+) (+) ) @)
64 606 () (*) (*) ()
65 257 () (*) () ()
66 SIN 2 () (+) (6] @)
67 435 () () () ()
68 6255 @) ) @) )
69 1795 () () () ()
70 SIN 3 () () () ()
71 1161 () () () ()
72 6366 () () () ()
73 1671 () () () ()
74 6315 () () () ()
75 1279 @) ) @) ()

123




76 265 @) ) @) )
14 2463 () () () ()
78 2459 () () () ()
79 6396 () () () ()
80 2495 () () () ()
81 2106 () () () ()
82 670 () () (*) ()
83 SIN 5 () () () ()
84 6314 () () () ()
85 SIN 6 () () () ()
86 1178 () () () ()
87 1196 () () () ()
88 6401 @) ) @) )
89 404 () () () ()
90 1657 (*) () () ()
91 2451 () (*) () ()
92 260 () () () ()
93 633 () () () ()
94 12 () (*) () ()
95 15 () () () ()
96 644 () () () ()
97 6173 (+) +) () ()
98 6223 () () () ()
99 5410 () () () ()
100 2561 @) ) @) ()
101 1164 () () () ()
102 636 () () () ()
103 648 (+) (+) (6] @)
104 2181 () () () ()
105 2473 () () () ()
106 1175 (+) ) () @)
107 1329 () () () ()
108 Arete 3 () (+) () ()
109 216 (+) ) () @)
110 2 () (*) () ()
111 4 () () () ()
112 6098 (+) (+) (-) ()
113 6542 +) () () ()
114 6487 (+) +) () ()
115 6407 +) () () ()
116 6201 (+) (+) (6] @)
117 6233 () () () ()
118 5742 () () () ()
119 8559 @) ) @) ()
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120 8944 @) ) @) )
121 J-135 () () () ()
122 B-87 () () () ()
123 K-490 () () () ()
124 B-11 () () () ()
125 B-3 () () () ()
126 J-136 () () () ()
127 c-47 () () () ()
128 1-37 () () () ()
129 D-42 () () () ()
130 B-10 (+) ) () @)
131 M-433 () +) () ()
132 G-25 () ) @) )
133 681 (+) ) () @)
134 2116 () () () ()

Anexo 4. Resultados de la RT-PCR a partir de muestras de capa flogistica

por regién
Regidn: Napateco, Hidalgo
No. Sample VIL HCV Mahony HoBi
1 Bellota ) () ) ()
2 Chaparrita 2 () () () ()
3 Pinta 2 () () Q) ()
4 Chilindrina @) () () ()
5 1813 ) () ) ()
6 1821 ) () ) ()
7 1818 () () () ()
8 Chaparrita 1 () () () ()
9 Coneja ) () ) ()
10 1816 ) () ) ()
11 1797 ) () ) ()
12 Paloma () () () @)
13 Amarilla ) () () ()
14 1807 ) () ) ()
15 Uva ) () ) ()
16 La Café @) () () ()
17 Chiva ) () ) ()
18 Pinta 1 ) () ) ()
19 La Negra ) () ) ()
20 Tatiana ) () () ()
21 Gorda ) () ) ()
22 Pancha () () () @)
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23 14 ©) ) ©) ()
24 13 ©) ) ©) ()
25 Abigail () ) ©) ()
26 Josefina () () () ()
27 9 () () () @)
28 Renga ©) ) ©) ()
29 Gorda 2 ©) ) ©) ()
30 Pili ©) ) ©) ()
31 Elefante () () () ()
32 Lucero () () () @)
33 Rufina () () () )
34 Negra ©) ) ©) ()
35 Canela () () () @)
36 Jabonera Jr ) () (=) ()
37 10 ©) ) ©) ()
38 Mocha ©) ) ©) ()
39 Fabiola () () () ()
40 Maria ©) ) ©) ()
41 Alejandra ) () () ()
42 Canela 2 () () () ()
43 Rubi ©) ) ©) ()
44 Jabonera Madre () () () ()
45 Blanca () ) () )
46 Pancracia ) () (=) ()
47 4 ©) ) ©) ()
48 11 ©) ) ©) ()
49 Colorada ) () () ()
50 Parda () () () ()
51 Renga 2 ©) ) ©) ()
52 7 ©) ) ©) ()
53 Perla () () () ()
54 15 ©) ) ©) ()
55 Liliana () () () ()
Regidn: Acayucan, Veracruz
No. Sample HCV VIL Mahony HoBi
1 Amar. 9472 1 1 i i
2 353 ©) () ) ()
3 Felix 2 1 1 i i
4 Felix 3 () @) () ()
5 A9464 1 1 i i
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6 A9362 () () () ()
7 A4134 () () () ()
8 L2 () () () ()
9 A9366 () () *) ()
10 A9455 () () () ()
11 M604008 () () (+) ()
12 976 () *) () ()
13 A9410 () () () ()
14 A9360 () () () ()
15 A9342 L i i i
16 A9376 () () () ()
17 A9495 () () () ()
18 A9347 () () () ()
19 9352 () () () ()
20 Felix 4 () () () ()
21 L280 () () () ()
22 Meta 439490 @) () @) ()
23 Lomo 932 met | /| i i i
24 Lomo 276 @) () @) ()
25 719 () () () ()
26 A0367 () () () ()
27 9363 () () () ()
28 M373458 () Q) @) )
29 Amari 9471 @) () @) ()
30 9358 () () () ()
31 Amaril 9485 @) () @) ()
32 A9431 () () () ()
33 9346 () () () ()
34 Amaril 9476 @) () @) ()
35 L2198 () () () ()
36 Felix 1 () () () ()
37 Ama 6077 () () (+) ()
38 759 () () () ()
39 A9457 () () () ()
40 L442 () () () ()
41 L450 () () () ()
42 9493 () () (+) ()
43 9473 () () () ()
44 L225 () () () ()
45 369 () () () ()
46 A390 () () () ()
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a1 |

A9453 (@) (@) () ()
IIITT1- Muestra insuficiente para realizar la RT-PCR.
Regidn: San Juan del Rio, Querétaro

No. Sample VIL HCV Mahony HoBi
1 149 () 0 () (@)
2 128 () 0 () (@)
3 216 () 0 () (@)
4 185 () 0 () (@)
5 270 () () () (@)
6 281 () 0 () (@)
7 291 () 0 () (@)
8 278 () 0 () (@)
9 284 () 0 @) (@)
10 305 () 0 () (@)
11 289 () 0 () (@)
12 206 () 0 () (@)
13 302 () 0 () (@)
14 293 () 0 () (@)
15 283 () 0 @) (@)
16 290 () 0 () (@)
17 227 () () () (@)
18 209 () 0 () (@)
19 224 () 0 () (@)
20 275 () 0 () (@)
21 266 () 0 () (@)
22 268 () 0 () (@)
23 244 () 0 () (@)
24 261 () 0 () (@)
25 258 () 0 () (@)
26 492 () 0 () (@)
27 158 () 0 () (@)
28 99 () 0 () (@)
29 112 () () () (@)
30 104 () 0 () (@)
31 147 () 0 () (@)
32 176 () 0 () (@)
33 81 () 0 @) (@)
34 135 () 0 @) (@)
35 189 () 0 () (@)
36 417 () 0 () (@)
37 418 () 0 () (@)
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38 70 () 0 () (@)
39 421 () 0 () (@)
40 174 () 0 () (@)
41 121 () 0 () (@)
42 230 () 0 () (@)
43 422 () 0 () (@)
44 419 () 0 () (@)
45 416 () 0 () (@)
46 238 () 0 () (@)
47 187 () 0 () (@)
48 92 () () () (@)
49 73 () 0 () (@)
50 251 () 0 () (@)
51 137 () 0 () (@)
52 502 () 0 () (@)
53 222 () 0 () (@)
54 177 () 0 () (@)
55 173 () 0 () (@)
56 500 () 0 () (@)
57 171 () 0 () (@)
58 4 () 0 () (@)
59 133 () 0 () (@)
60 131 () () () (@)
61 510 () 0 () (@)
62 508 () 0 () (@)
63 509 () 0 @) (@)
64 313 () 0 () (@)
Regién: Puente de Ixtla, Morelos

No. Sample VIL HCV Mahony HoBi
1 1968 (@) () (@) @)
2 2018 (@) () (@) @)
3 1955 (@) () (@) ()
4 1967 (@) () (@) ()
5 1959 (@) () (@) @)
6 2014 (@) () (@) @)
7 1984 (@) () (@) ()
8 2208 (@) () (@) ()
9 2035 (@) () (@) ()
10 2003 (@) () (@) ()
11 1954 (@) () (@) ()
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12 2012 (+) () ) ()
13 1994 () () () O]
14 1962 () @] () O]
15 2008 () @] () O]
16 s/n () () () O]
17 2214 () @] () O]
18 2032 () @] () O]
19 1969 () () () O]
20 2002 () @] () O]
21 1979 () @] () O]
22 1970 ) (@) ) (@)
23 1987 () @] () O]
24 2004 () @] () O]
25 1983 () () () O]
26 2011 () () () O]
27 1998 () @] () O]
28 1997 () @] () O]
29 2005 () () () O]
30 1958 () @] () O]
31 1975 () @] () O]
32 1985 () () () O]
33 2215 () @] () O]
34 1992 ) (@) ) (@)
35 1989 () () () O]
36 2037 () () () O]
37 1973 () () () O]
38 2023 () () () O]
39 1982 () @] () O]
40 2016 () @] () O]
41 2204 () () () O]
42 1956 () () () O]
43 1965 () () () O]
44 1972 () () () O]
45 2199 () () () O]
46 2024 ) (@) ) (@)
47 1964 () () () O]
48 2001 () () (*) O]
49 1990 () () () O]
50 1996 () () () O]
51 2200 () () () O]
52 1991 () () () O]
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53 2027 (@) () (@) ()
54 1957 (@) () (@) @)
55 1974 (@) () (@) ()
56 1988 (@) () (@) ()
57 1978 (@) () (@) ()
58 2212 (@) () (@) ()
59 2203 (@) () (@) ()
60 2019 (@) () (@) ()
61 2010 (@) () (@) ()
62 1976 (@) () (@) ()
63 2201 (@) () (@) ()
64 2000 (@) () (@) ()
65 2007 (@) () (@) @)
66 1953 (@) () (@) ()
67 1986 (@) () (@) @)
68 1993 (@) () (@) ()
69 2036 (@) () (@) ()
Regién: Santa Gertrudis Saucillo, Chihuahua
No. Sample HCV VIL Mahony HoBi
1 404 () (@) () ()
2 627 (@) (@) () ()
3 633 (@) (@) () ()
4 644 (@) (@) () ()
5 648 (@) (@) () ()
6 670 (@) (@) () ()
7 1671 (@) (@) () ()
8 1196 (@) (@) () ()
9 1212 (@) (@) () ()
10 1216 (@) (@) () ()
11 1279 (@) (@) () ()
12 1705 (@) (@) () ()
13 2116 (@) (@) () ()
14 2466 (@) (@) () ()
15 2473 (@) (@) () ()
16 2972 (@) (@) () ()
17 5410 (@) (@) () ()
18 5544 (@) (@) () ()
19 5736 (@) (@) () ()
20 5756 (@) (@) () ()
21 5947 (@) (@) () ()
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22 6173 () () O] ()
23 6315 () () O] ()
24 6487 () () () ()
25 6542 () () () ()
26 J-135 () () O] ()
27 J-136 () () () ()
28 M433 () () () ()
29 SIN 5 () () O] ()
30 SIN 6 () () () ()
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