ASI0AD NACIONAL AUTONMA G 77

':o't?, Sz 6=
6 S 3p

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL VIRUS DE LA
DIARREA VIRAL BOVINA COMO CONTAMINANTE EN SUERO
FETAL BOVINO COMERCIALIZADO EN MEXICO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
MEDICA VETERINARIA Y ZOOTECNISTA
PRESENTA:

SILVIA JAZMIN RUBALCAVA HIDALGO
Tutores:

Dr. Francisco Javier Basurto Alcantara

M en C. Ninnet Evelyn Gbmez Romero

YONAL AU 10,

C
WICINA VETERy,
Q,O\ ’\'4 %

Ciudad Universitaria, Ciudad de México, 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A mi papa, Juan Rubalcava, quien fomentd en mi el amor por los animales y la
investigacion. Quien respondia mis dudas y me alentaba siempre a buscar mas
respuestas, a pensar diferente, a cuestionarlo todo. Quien siempre me motivo,
creyd en mi y me ensefid lo valioso de la vida. Sus sabias palabras y su

extraordinaria esencia las llevaré conmigo siempre. Hasta luego, pa.

A mi mama, Mercedes Hidalgo, el mayor pilar de mi vida. Gracias por hacer todo
lo humanamente posible para apoyar mi desarrollo personal y profesional. Por tu
comprensiéon 'y amor incondicional. Gracias por inculcarme valores
fundamentales con tu ejemplo y darme una vida digna, llena de amor y respeto.
Eres mi mayor ejemplo de fortaleza, nobleza, lealtad y dedicacion, ademas de
brindar luz infinita a mi camino. Gracias por hacerme posible el llegar hasta aqui

y mucho mas.

Es gracias a ustedes quien soy hoy y el que cada dia me esfuerce por ser mejor

y superarme. Los admiro y los amo.

A mis hermanos, Carlos, Raul, Mine, Angel, Mario y Luan. Gracias por su apoyo,
palabras, risas, aprendizajes y compafiia. Siempre aprendo algo de cada unoy

los llevo conmigo en la mente y en el corazon. Los amo, gracias por creer en mi.

A mi familia, a mi abuelita que tanto me apoy6 y me llené de amor y ternura, sin
ella, mi camino no habria sido tan bendecido. A mis primas bellas que siempre

son una hermosa compafiia, las amo.

A Manu, por acompafiarme en esta etapa tan importante, por tu apoyo, palabras
y observaciones para mejorar mis procesos y para afrontar las situaciones
adyacentes. Gracias por tu cariiio, esfuerzo y muestras de afecto. Aunque
tengamos perspectivas distintas, es enriquecedor compatrtirlas para construir la

vida que queremos. Las mejores cosas de la vida, toman su tiempo. Te amo.

[Escriba aqui] Il



A mis amigas que siempre me alientan y me escuchan, son mi espacio seguro y
feliz. Marianita, Lore, Cris, Libs, San, gracias por sacar lo mejor de mi, las amo.

Tona, gracias por todo tu apoyo y compafiia.

A mis compafieros de vida no humanos -¢Qué seria de mi sin ellos?- Por todas
las noches de desvelo y dias de estrés o de dispersion que me han acompafiado,
por darme los momentos de mayor paz y felicidad con su amor puro e
incondicional que enriquece tanto mi vida.

[Escriba aqui] 1



AGRADECIMIENTOS

El financiamiento para este estudio fue otorgado por el Programa de Apoyo a
Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica IN217919 “Identificacion y
caracterizacion genética de las cepas del virus de la diarrea viral bovina

circulantes en poblaciones ganaderas de México” (FMVZ-UNAM).

A la faculta de Medicina Veterinaria y Zootecnia por la formacién académica y

por fomentar mi desarrollo profesional y personalmente.

A mis asesores:

Dr. Francisco Basurto, gracias por hacerme parte de su gran equipo de trabajo,
por su tiempo y conocimientos compartidos, por los consejos profesionales y
personales, pero sobre todo, por su apoyo, honestidad y confianza al guiarme
durante el proceso de realizacion de este trabajo en mi estancia en el laboratorio
de Vacunologia y Constatacion y en la etapa de vida compartida. Gracias por
fomentar el nutrir mis conocimientos e intereses en la ciencia y en otros aspectos

fundamentales de la vida.

Dra. Ninnet Gbmez, gracias por la guia, paciencia, acompafiamiento, confianza,
consejos y apoyo en todo el camino de este proceso. Gracias por ser mas que
una notable asesora, pues en ti encontré a una gran persona quien siempre me

tendid la mamao.

Al honorable miembro del jurado por sus amables y certeras observaciones.

Presidente: Mtro. Miguel Angel Quiroz Martinez Martinez
Vocal: Dr. Rogelio Alejandro Alonso Morales

Secretario: Dr. Alfredo Castafieda Ramirez

Suplente: Dr. Francisco Javier Basurto Alcantara

Suplente: Dra. Rosa Elena Sarmiento Silva

[Escriba aqui] v



Al Dr. Verdugo y a su inquisitivo equipo de trabajo. Gracias por abrirme las
puertas del laboratorio de Microbiologia Molecular, por sus contribuciones para

mejorar este trabajo y por el apoyo brindado a lo largo de este proceso.

A la Dra. Mireya Juarez y a Don Miguel por el apoyo y espacio dedicados en el

Laboratorio de Patologia.

Al Dr. Humberto Ramirez por abrirme las puertas del laboratorio de Virologia

Molecular.

A mis compafieros y amigos de laboratorio; Vic, Ana Gaby, Joce, Adolfo, Ninna,
Luis y Arlaé, por hacer del lugar de trabajo el mas agradable, ademas de mi
segundo hogar y por compartir tantas cosas a lo largo de este camino, hicieron
de este proceso una gran y divertida experiencia. Gracias por todo su apoyo y

palabras de aliento, los quiero mucho.
Al departamento de Microbiologia e Inmunologia y al area de preparacion de
medios y cultivos por brindarme las condiciones necesarias para mi desarrollo

profesional y el de este trabajo.

A todas y todos quienes formaron parte del proceso de alguna u otra forma,

gracias.

[Escriba aqui] \Y



CONTENIDO

RESUMEN VI
ABSTRACT IX
1 INTRODUCCION 10
1.1 ANTECEDENTES 10
1.2 CARACTERISTICAS DEL VDVB 15
1.2.1 Clasificacion taxonémica 15
1.2.2 Morfologia del virién 16
1.2.3 Genoma de los pestivirus 17
1.2.4 Proteinas virales 18
1.2.4.1 Proteinas estructurales 18
1.2.4.2 Proteinas no estructurales 18
1.2.5 Genotipos 19
1.2.6 Biotipos 21
1.2.7 Replicacion 22
1.3 EPIDEMIOLOGIA 24
1.3.1 Prevalencia del VDVB 24
1.3.2 Situacién en México 24
1.3.3 Impacto econémico 26
1.3.4 Diagnéstico 26
1.3.4.1 Deteccion del VDVB 26
1.3.4.2 Pruebas seroldgicas 28

1.4 PATOGENIA 28
1.4.1 Transmision 30
1.4.2 Presentaciones clinicas 31
1.4.2.1 Bovinos no gestantes 32
1.4.2.1.1 Diarrea viral bovina subclinica 32
1.4.2.1.2 Diarrea viral bovina aguda 32
1.4.2.1.3 Diarrea viral bovina severa 32
1.4.2.1.4 Sindrome hemorragico 33
1.4.2.2 Bovinos gestantes 33
1.4.2.2.1 Persistentemente infectados 34
1.4.2.2.1.1 Enfermedad de las mucosas 35

1.5 CONTAMINACION DE SUERO FETAL BOVINO POR VDVB 35
1.5.1 Distribucién del SFB contaminado 36

1.5.2 Impacto de la Contaminacion de SFB en lineas celulares y vacunas 37

2 JUSTIFICACION 39

[Escriba aqui] Vi



3 HIPOTESIS

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

5 MATERIAL Y METODOS
5.1 MUESTRAS
5.2 EXTRACCION DE ARN

5.3 TRANSCRIPTASA REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RT-PCR)

5.4 SECUENCIACION Y ANALISIS FILOGENETICO
5.5 AISLAMIENTO DEL VDVB

5.6 INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)
5.6.1 Muestras para la IHQ

6 RESULTADOS
6.1 AMPLIFICACION DE UN FRAGMENTO DE LA REGION 5'UTR
6.2 ANALISIS FILOGENETCO

6.3 AISLAMIENTO VIRAL
6.3.1 Inmunohistoquimica (IHQ)
6.3.2 Muestras para la IHQ

7 DISCUSION
8 CONCLUSIONES
9 PROSPECTIVA

10 REFERENCIAS

[Escriba aqui]

40

41

41

42

43

43

43

44

46

46

a7
48

49

49

50

52
52
53

58

63

64

65

VI



RESUMEN

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es uno de los principales patdgenos
con distribucion mundial que afecta mayormente al ganado bovino y que puede
generar grandes pérdidas econdmicas que ascienden hasta 46 millones de
dolares por afio. EI VDVB causa la diarrea viral bovina (DVB), una enfermedad
gue se manifiesta con diversas presentaciones clinicas que van desde una forma
subclinica hasta una fatal denominada enfermedad de las mucosas.

Debido a la capacidad del virus para atravesar la barrera placentaria, las
infecciones durante la gestacion dan lugar al nacimiento de animales
persistentemente infectados (PI) con VDVB, los cuales tienen la capacidad de
diseminar el virus durante toda su vida, por lo que desempefian un papel
importante en el mantenimiento del virus en el ganado. Debido a lo anterior, es
posible encontrar al VDVB como contaminante de productos biolégicos como el
suero fetal bovino (SFB).

El SFB es utilizado como el principal suplemento y factor de crecimiento
para cultivos celulares, los cuales se utilizan para la produccién de vacunas y
mantenimiento de virus semilla; por lo tanto, la infeccion intrauterina de bovinos
con el VDVB a partir de los cuales se obtiene el SFB implica un riesgo importante
en la produccion de biologicos, asi como en el diagnostico e investigacion en
medicina humana y veterinaria. Como consecuencia de lo antes mencionado,
también se han reportado brotes de DVB debido al uso de vacunas
contaminadas.

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de VDVB como
contaminante en 16 muestras de SFB comercialmente disponibles en México y
realizar la genotipificacion de los VDVB identificados, para determinar los
genotipos y subgenotipos presentes en dichas muestras, asi como determinar
su viabilidad mediante aislamiento viral.

Las 16 muestras fueron positivas para el VDVB por RT-PCR. Al realizar la
caracterizacion de los virus detectados por medio de analisis filogenéticos, se
determind la contaminacion de 13 muestras con el VDVB-1b, 2 con VDVB-la y
1 con VDVB-2a. El patrén de resultados obtenidos es similar a los subgenotipos
de VDVB que circulan en las poblaciones de ganado bovino de América del Norte
y México. Asi mismo, mediante la técnica de inmunoperoxidasa se demostro la
actividad biologica del virus en 13 de 16 muestras evaluadas en cultivo celular.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is one of the leading cattle pathogens with
worldwide distribution that produces significant economic losses estimated at up
to 46 million dollars per year. BVDV causes bovine viral diarrhea (BVD), a
disease associated with various clinical presentations, ranging from a subclinical
to a fatal form named mucosal disease. BVD is characterized by pyrexia,
leukopenia, thrombocytopenia, depression, anorexia, diarrhea, gastrointestinal
erosions, hemorrhages, epistaxis, anemia, abortions, mummification, congenital
malformations, and the birth of immunotolerant animals.

Due to the virus's ability to cross the placental barrier, infections during a
particular stage of pregnancy result in the birth of persistently infected animals
(PI) with BVDV. PI animals can be clinically healthy. However, they can spread
the virus throughout their lives; thus, they play an essential role in maintaining
the virus in cattle. In addition, these animals can be used to obtain fetal bovine
serum (FBS).

FBS is the main supplement and growth factor for cell cultures used for
vaccine production and master seeds maintenance. Therefore, BVDV
intrauterine infection of calves implies a significant risk at the time of FBS
collection and, hence, the production of the aforementioned biological products.
Similarly, diagnosis and research in human and veterinary medicine can be
affected by BVDV contamination. Consequently, DVB outbreaks have also been
reported due to contaminated vaccines.

This study aimed to detect the presence of BVDV as a contaminant in 16
commercially available FBS in Mexico and to perform genetic characterization on
the BVDV identified to determine the genotypes and subgenotypes present in
samples, as well as to determine their viability by viral isolation.

All 16 samples were positive for BVDV by RT-PCR. Phylogenetic analysis
revealed the contamination of 13 samples with BVDV-1b, two with BVDV-1a, and
one with BVDV-2a. The BVDV pattern obtained is similar to those circulating in
North America and Mexico cattle populations.

The information provided by this study highlights the need for efficient
detection assays to ensure the safety, purity, and efficacy of biological products
for human and veterinary use where FBS is used. It also suggests that constant
monitoring of FBS, cell cultures, master seeds, and final products, such as
vaccines, should be carried out. Likewise, using the immunoperoxidase
technique, virus replication was found in 13 of 16 samples worked in cell culture.
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1 INTRODUCCION

El virus de diarrea viral bovina (VDVB), es uno de los principales patdgenos de
bovinos con distribucion mundial (1), aunque se ha reportado que puede afectar
a otros animales, tanto domésticos como silvestres, del orden Artiodactyla (2).
Es causante de la enfermedad denominada diarrea viral bovina (DVB), la cual se
ha asociado a varias manifestaciones clinicas que van desde una presentacion

inaparente hasta una fatal denominada enfermedad de las mucosas (EM) (3).

1.1 ANTECEDENTES

La DVB fue descrita por primera vez en Nueva York en 1946 como una
enfermedad aguda, epizooltica, caracterizada por gastroenteritis, lesiones
erosivas en el tracto digestivo, leucopenia, pirexia, depresion, diarrea, anorexia
y hemorragias (4); mientras que, en ese mismo afio en Saskatchewan, Canada,
se reportd una enfermedad con signos similares a los de DVB pero mas graves
y con una mortalidad superior al 90% a la que llamaron “Enfermedad X” (5). Afios
mas tarde se le nombré enfermedad de las mucosas (6) la cual, no podia ser
reproducida experimentalmente. Investigaciones posteriores permitieron
identificar que tanto la DVB como la EM son diferentes manifestaciones
ocasionadas por un virus denominado VDVB (7,8). A finales de la década de
1950, en Alemania, diversos grupos describieron otra enfermedad con signos
similares, a la que nombraron Schleimhautkrankheit (9). Posteriormente, la
prueba de neutralizaciéon viral fue utilizada para demostrar que los agentes
virales aislados, de los casos de la enfermedad de las mucosas en América del

Norte, Reino Unido y Schleimhautkrankheit en Alemania eran el mismo (10,11).

En 1957, se aislo una cepa viral de un caso de DVB, el cual no producia
efecto citopatico in vitro (12). En el mismo afio fue aislada una cepa citopatica
(CP) denominada Oregon C24V a partir de tejido de dos animales con EM (13).
En ese momento, aun se desconocia la relacion entre ambos agentes aislados;
sin embargo, el descubrimiento de cepas citopaticas permitid el desarrollo de
ensayos de seroneutralizacion y neutralizacidon en placa que permitieron la

caracterizacion de la relacion antigénica entre los aislamientos virales de casos
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de DVB como la cepa NY-1. Debido a los cambios desarrollados en cultivo
celular las cepas CP fueron més facilmente estudiadas que las no citopaticas
(NCP). Los estudios que emplearon la neutralizacion de virus (10,11,14)
determinaron que los agentes virales aislados de DVB y EM en América del Norte
y Europa eran los mismos, y que la DVB y la EM eran en realidad diferentes
manifestaciones de la enfermedad causadas por el mismo agente. Asi, afios mas
tarde, la enfermedad se conocié oficialmente como diarrea viral bovina-
enfermedad de las mucosas (DVB-EM) (15). Posteriormente, en la década de
los 60’s se establecié que el VDVB estaba antigénicamente relacionado con el
virus de la fiebre porcina clasica (VFPC) (16). Més tarde, la evidencia serolégica
indicé que el agente que causa la enfermedad de la frontera (EF) en ovejas
también estaba relacionado con el VDVB y el VFPC (17).

A pesar de que la DVB podia reproducirse experimentalmente, la EM no;
los animales infectados experimentalmente con virus obtenidos de casos de
dicha enfermedad, Unicamente presentaban fiebre o signos leves de DVB (18).
En estudios previos, se pensé que habia un componente inmunoldgico en los
casos de EM, puesto que los animales que enfermaron y murieron resultaban
negativos a las pruebas seroldgicas aun obteniendo el aislamiento del virus a
partir de muestras de sangre de dichos animales, lo que sugiri6 que eran

incapaces de montar una respuesta inmunolégica (14).

A finales de los afnos 60’s, se sabia que los animales con EM tenian
viremia persistente y que eran incapaces de producir anticuerpos neutralizantes
contra el virus, incluso se observdo que el suero fetal bovino (SFB)
frecuentemente contenia al VDVB (19). Este descubrimiento y el hecho de
observar animales recién nacidos y de 1 afio de edad infectados, sugirieron
infecciones intrauterinas (20). Fue asi como se desarroll6 el concepto “tolerancia
inmunolégica al VDVB” en el ganado gestante infectado, proponiendo con esto,
un mecanismo para explicar la infeccion persistente y la falla en la produccion de
anticuerpos contra el virus. Por lo tanto, la exposicién al virus durante el proceso
de reconocimiento de antigenos propios y no propios por el sistema inmune del
feto, podria provocar que el feto reconozca al virus como propio, y con ello la

ausencia de respuesta inmune contra el VDVB. Esto resultaria eventualmente
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en el nacimiento de terneros infectados con el virus, e incapaces de montar una
respuesta inmune contra el virus por la induccién de tolerancia inmunolégica. Un
mecanismo alternativo propuesto por Almquist WA en 1968 para la falta de
anticuerpos neutralizantes en el ganado con EM, fue la destruccion de células
inmunolégicamente competentes (19). En ese entonces, se observd que si el
mecanismo operativo era la tolerancia inmunoldgica, se esperaria que la falta de
respuesta inmunitaria fuera especifica contra el VDVB. En contraste, si la
destruccion de las células inmunitarias estuviera operando también habria una
depresion del sistema inmunologico (21). Sin embargo, la hipdtesis de la
tolerancia inmunoldgica fue demostrada en los 80’s, década en la que la EM fue

reproducida experimentalmente.

La investigacion sobre la patogenia del complejo DVB-EM, como se
conoci6 en las décadas de 1960 y 1970, se concentr6 en infecciones
experimentales particularmente en bovinos gestantes y terneros recién nacidos.
Se encontrd que los abortos y varios trastornos teratdgenos estaban asociados
con infecciones intrauterinas por el VDVB (22,23). Tales experimentos también
permitieron encontrar, que los terneros recién nacidos infectados
congénitamente con VDVB no sobrevivian mas de unos pocos meses,
eventualmente sucumbiendo a lo que antes se describia como EM cronica (19).
Se concluyd que los terneros que sufrian de estas infecciones intrauterinas
estaban infectados de forma persistente, es decir, fueron catalogados como
animales persistentemente infectados (PI) con el VDVB. AUn mas importante, se
encontré que los terneros Pl tenian una anomalia inmunolégica, ya que no
produjeron anticuerpos detectables contra el VDVB. El descubrimiento de un toro
Pl sano con una cepa NCP del VDVB durante mas de 2 afios y con una notoria
ausencia de anticuerpos anti-VDVB contribuy6 también a la elucidacién de las

infecciones persistentes del VDVB (24).

En 1984 Brownlie et al. inocularon una cepa viral CP de un caso de DVB-
EM en un animal PI, reproduciendo asi la EM. Con ello, se establecié que la EM
ocurre solo en animales PI después de la super-infeccion con una cepa CP
antigénicamente similar al VDVB ya presente de manera persistente en el animal

(25). Adicionalmente, en 1989 se intentd reproducir una infeccion persistente al
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inocular a una hembra gestante con una cepa CP, sin lograr obtener un animal
Pl; esto demostrdé que Unicamente las cepas NCP son capaces de establecer

dichas infecciones (26).

Méas adelante en 1990, se reportaron presentaciones graves de la
enfermedad en bovinos adultos y terneros en Canada (27) y Estados Unidos
(28), con manifestaciones clinicas como abortos, problemas respiratorios,
malformaciones congénitas (29) y trombocitopenia severa que podia resultar
fatal (30), asi como fiebre y disminucién en la produccion lactea (28). Dichos
reportes corresponden a los primeros casos de sindrome hemorrégico, cuyos
agentes causales fueron identificados mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y clasificados dentro del genotipo 2 del VDVB (31,32).
Debido a la amplia variacion en la virulencia de las cepas NCP, se sugirio el uso
de técnicas mucho mas sofisticadas para la caracterizacion de los virus y
esclarecer con mayor precision, las presentaciones de la enfermedad. En ese
entonces, el VDVB-1 fue subdividido en dos subgrupos: el 1a, que comprende la
cepa NADL, Oregon, y Singer, y el 1b el cual incluye las cepas NY-1 y Osloss
(27); sin embargo, en el 2001, un estudio realizado con muestras de diferentes
paises demostr6 que el VDVB podia ser segregado en hasta 11 subgenotipos
(33).

Por otro lado, en un estudio realizado en el 2004 caracterizé un nuevo
pestivirus atipico denominado D32/00_HoBi-like, aislado a partir de una muestra
de SFB proveniente de Brasil (34) y que mas tarde, fue tentativamente
denominado VDVB-3. Dicho virus, particularmente diverso, se ha registrado en
diferentes partes del mundo. En Suiza se detecto la presencia de la cepa CH-
KaHo/cont, aislada a partir de un cultivo celular y de una muestra de suero de
bafalo (35), en Brasil se aislo a partir de 2 fetos abortados (36) y mas adelante
las cepas SV713/09, SV241/10 y SV311/10 fueron aisladas, la primera
proveniente de semen de bovino y las otras 2, de suero de animales que
presentaron alteraciones reproductivas (37). También se ha detectado como
contaminante de SFB. La cepa SVA/cont08 se aislo a partir de un lote de SFB
proveniente de Suramérica (38), y al realizar el andlisis filogenético se agrup6
dentro del clado del VDVB-3 junto con la cepa Th/04_khonKaen identificada en
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Tailandia a partir de suero de un ternero infectado naturalmente (39) y la cepa
IZPLV_To detectada en animales y lotes de SFB (40). Los reportes continuaron
en lItalia al aislar la cepa Italy-1/10-1 a partir de un brote de enfermedad
respiratoria en el ganado (41) y con la presencia de HoBi-like en ganado
infectado naturalmente en India (42) y Bangladesh (43), asi como en bufalos de

agua en Argentina (44) y mas recientemente en ganado de Egipto (45).

Actualmente, se sabe que el VDVB tiene una distribucion mundial y los
diversos estudios filogenéticos que se han llevado a cabo han permitido
determinar su caracterizacion y segregacion (46). Las diferencias entre los
genomas del VDVB no solo se encuentran en una region en particular, sino que
también pueden ser encontradas a lo largo de todo el genoma (47). Debido a
esto, para la genotificacion de los VDVB, se ha utilizado la region no codificante
5'UTRy las regiones codificantes Npro y E2 (48). La region 5’UTR es una regién
altamente conservada entre los Pestivirus que contiene tres regiones variables
denominadas V1, V2y V3 (49). Debido a estas caracteristicas es comun utilizarla
para la deteccién y caracterizacion del VDVB. Por un lado las regiones
conservadas permiten la deteccién de los Pestivirus (50), y por otro lado las
regiones variables permiten identificar los genotipos y subgenotipos del VDVB
(51).

Recientemente, se sabia que el VDVB-1 tiene 21 subgenotipos que van
del VDVB-la al VDVB-1u, el VDVB-2, al igual que HoBi-like, tienen 4
subgenotipos que van del subgenotipo a-d (44); sin embargo, se reportd la
deteccion de un nuevo subgenotipo en China, denominado 1v (53). La diversidad
del virus se debe en gran parte a la alta tasa de mutabilidad que tiene el virus
(54). Aunado a lo anterior, las actividades pecuarias como el manejo del ganado,
promueven la diseminacién del virus asi como su establecimiento ya sea por su
movilizacion (55), la falta de aplicacion de pruebas diagnésticas para detectar
aguellos animales tanto inmunotolerantes como inmunocompetentes, asi como
la falta de vacunacién (56). Las iatrogenias durante el manejo del ganado como
inseminacion (57) o trasplantes embrionarios también son factores que pueden
promover la diseminacion del virus (58). Asi mismo, se han llegado a reportar

brotes de la enfermedad por vacunacion al utilizar vacunas de virus activo
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contaminadas con el VDVB (59). Esto ocurre al producir biolégicos en donde
SFB contaminado es utilizado como suplemento de lineas celulares en donde se
producen vacunas (60) . Por lo tanto, el uso de productos vacunales
contaminados tiene graves repercusiones cuando se aplica en el ganado bovino
al generar problemas respiratorios, digestivos y reproductivos (59). Lo anterior,
deriva en grandes pérdidas econémicas a los productores pecuarios (61).
Ademas, el VDVB contaminante en lineas y cultivos celulares puede causar
alteraciones en los resultados de investigaciones en donde se utilizan estos

productos biologicos (62).

1.2 CARACTERISTICAS DEL VDVB

1.2.1 Clasificacion taxondémica
El VDVB pertenece a la familia Flaviviridae y al género Pestivirus junto con el
VFPC, VEF, el pestivirus del antilope Pronghorn, Bungowannah, el pestivirus de
la rata, el pestivirus de la jirafa, HoBi-like, el pestivirus Aydin-like y el pestivirus
atipico porcino. Recientemente, en el 2019 el ICTV asignd una nueva
clasificacion en la cual se agrupan las especies como Pestivirus A a la K, descrita

a continuacion en el cuadro 1 (63).

Familia Flaviviridae
Genus: Pestivirus Nombre comin Abveviatira
Species: Pestivirus A Virus de la diarrea viral bovina 1 VDVB-1
Species: Pestivirus B Virus de la diarrea viral bovina 2 VDVB-2
Species: Pestivirus C Virus de la fiebre porcina clasica VCSF
Species: Pestivirus D Virus de la enfermedad de las fronteras VBD
Species: Pestivirus E Pestivirus Pronghorn del antilope
Species: Pestivirus F Pestivirus porcino (Bungowannah)
Species: Pestivirus G Pestivirus de la jirafa
Species: Pestivirus H HoBi-like
Species: Pestivirus | Pestivirus Aydin-like
Species: Pestivirus J Pestivirus de la rata
Species: Pestivirus K Pestivirus atipico porcino APPV

Cuadro 1. Clasificacion actual de los Pestivirus. Se describe la nomenclatura asignada por el
ICTV, el nombre comun de los virus y su abreviatura. Tomado del ICTV (64).
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1.2.2 Morfologia del virion
El VDVB es un virus envuelto con una bicapa lipidica pleomorfica que mide de
40-60 nm de didmetro aproximadamente (64). La envoltura viral contiene las 3
glicoproteinas E™S, E1 y E2. Estas recubren la capside la cual se encuentra

constituida por subunidaes la proteina C (Fig. 1y 2) (65).

Dimero E1-E2

Figura 1. Esquema del VDVB. El genoma esta cubierto por la cdpside y ésta a su vez se
encuentra envuelta por una bicapa lipidica en donde estan embebidas las glicoproteinas
estructurales E1, E2 y E™.Modificado de http://viralzone.expasy.org/all_by_species/39.html

E2
E1 <.: :
.

Core protein C

\ -
2 £2
) 7/ E1

Envelope

RNA

Pestivirus, negative stain

Pestivirus, ultrathin section

Figura 2. Caracteristicas béasicas de los pestivirus. La figura muestra un diagrama de una
particula viral flanqueada por imagenes obtenidas por microscopia electronica (VDVB en seccion
ultrafina a la izquierda; VFPC en tincion negativa a la derecha). Tomado de The Molecular Biology
of Pestiviruses. Tauz et al. 2015.
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1.2.3 Genoma de los pestivirus
Los Pestivirus tienen un genoma ARN de cadena sencilla y sentido positivo con
una longitud de 12.3-13 kilobases. Estd compuesto por un marco de lectura
abierto u ORF (open reading frame) flanqueado por regiones no traducidas o
UTR (untranslated regions) (64); una region 5’'UTR con alrededor de 370-385
nucleotidos (66) y una region 3'UTR con 190-270 nucledtidos (67) (Fig.3). Debido
a que la replicacion del genoma vy la traduccion de las proteinas virales de los
pestivirus es cap-independiente, la regién 5’ terminal tiene una estructura
secundaria llamada sitio interno de entrada al ribosoma o IRES (internal
ribosome entry site) requerida para el inicio de la traduccion (68) supliendo la
funcion de la region cap metilguanosina (69). Adicionalmente, contiene sefiales
necesarias para modular los procesos de replicacion y de traduccion de las

proteinas virales (70).

La region 3'UTR contiene un sitio indispensable para la replicacion viral
(67) y aunque carece de cadena poli-A, tiene en su lugar una cadena corta de
poli-C (71).

Pestivirus genome

5 —m Nonstructural (NS) Jome 3'OH

V%* I \ R / v v
(B =0

B 0 ECFrH . ]
N C  E™ E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B  NS5A NS5B

23 14 44-48 25-33 53-55 7 120-125 7-10 30 54-58 75-78
kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
v

e ] P H]
NS2 NS3

38-54 75-80
kDa kDa

V Ner protease *Signal peptidase %Signal peptide peptidase V NS2 protease ¥ NS3 protease

Figura 3. Esquema del genoma de los Pestivirus. El procesamiento de la poliproteina por las
proteasas especificadas en la parte inferior da lugar a las proteinas virales. P, dominio de
proteasa; H, helicasa. Tomado de The Molecular Biology of Pestiviruses. Tauz et al. 2015.
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1.2.4 Proteinas virales
La poliproteina codificada por el ORF, esta conformada por aproximadamente
4,000 aminoacidos y es escindida co-traduccionalmente y post-
traduccionalmente por proteasas celulares y virales (64). Las proteinas
resultantes se clasifican en estructurales y no estructurales; las primeras estan
contenidas en la porcion N-terminal de la poliproteina y corresponden a la
proteina C, E™S, E1 y E2. Las no estructurales NP, p7, NS2-NS3, NS4A, NS4B,
NS5A y NS5B, estan contenidas en la porcidn restante de la poliproteina (72).
En comparacién con los otros géneros dentro de la familia Flaviviridae, los

pestivirus codifican dos proteinas unicas, NPy E™s (73).

1.2.4.1 Proteinas estructurales

Subunidades de la proteina C conforman la capside del virion la cual tiene la
funcién de proteger el genoma viral (74). E™ es una de las tres glicoproteinas
de la envoltura viral, que posee una actividad ARNasa intrinseca (75). La
proteina E1 es una glicoproteina de membrana que forma heterodimeros con la
proteina E2 mediante enlaces disulfuro (74) y finalmente, la glicoproteina E2 es
la proteina estructural inmunodominante que posee epitopos capaces de inducir

anticuerpos neutralizantes contra el VDVB (76).

1.2.4.2 Proteinas no estructurales
La proteina NP© es la primera codificada por el ORF y posee una actividad
autoproteolitica, responsable de su liberacion del resto de la poliproteina (77). La
proteina P7, que es codificada después de la proteina E2, es escindida por
proteasas celulares (78), hipotéticamente el complejo E2-p7 no es esencial para
la replicacion del ARN viral ni para la generacion de progenie viral infecciosa,
mientras que la P7 libre se requiere selectivamente para esta ultima funcion (79).
Seguido de P7, se encuentra la proteina NS2-3, es una serina proteasa, cuya
actividad reside en la porcion NS3 de la proteina y su escision de NS2 no afecta
su actividad (80). Esta proteasa es responsable del procesamiento de NS2-3
para dar lugar a NS2 y NS3 (81) . NS3 también posee actividad de ARN helicasa
y NTPasa estimuladas por ARN (82) siendo estas actividades esenciales para la
viabilidad del virus (83). De manera subsecuente, se encuentra la proteina NS4A,
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la cual actta como cofactor de la actividad de serina proteasa NS3 (84) y
posteriormente la proteina NS4B, que funge como un componente del complejo
de replicacidon (85) y un importante modulador de citopatogenicidad (86). La
proteina NS5A es una proteina fosforilada y también desempefia funciones en la
replicacion del ARN y la morfogénesis del viridbn (87) mientras que la ultima
proteina, NS5B tiene secuencias caracteristicas de una ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) (88) y muestra actividad polimerasa in vitro (89).

1.2.5 Genotipos
Con base en su secuencia genética, el VDVB se diferencia en 2 genotipos;
VDVB-1y VDVB-2 (27); sin embargo, en estudios recientes se ha evidenciado la
existencia de un tercer pestivirus tentativamente perteneciente a esta especie
llamado VDVB-3 o HoBi-like (90).

Los virus agrupados bajo el nombre de VDVB son altamente
heterogéneos, y se han descrito diferencias entre genotipos mediante ensayos
de unién a anticuerpos monoclonales (30,81). Existe una alta variabilidad de
estos virus ARN debido a que son altamente mutables. Dichas modificaciones
gendmicas implican mutaciones puntuales o la recombinacién de ARN. Este
altimo puede ser homologo (que implica la recombinacion de ARN viral -auto
ARN-) 0 no homdlogo (que involucra la recombinacién de su ARN con el de otro
VDVB o con ARN del huésped infectado) (92). Las mutaciones puntuales ocurren
con regularidad en virus de ARN, cuya frecuencia de mutacién se estima que va
de 10 a 107 sustituciones por base (93). Esto significa que cualquier base dada
en el genoma viral experimentara una mutacion por cada 10,000 nucleotidos
polimerizados, lo que trae como resultado la generacion de cuasiespecies (94).
La alta frecuencia de mutaciones puntuales es principalmente atribuible a las
ARN polimerasas virales responsables de replicacion del ARN viral ya que son

propensas a errores, debido a que carecen de actividad exonucleasa (85,82).
La alta tasa de mutacion, la tendencia a la recombinacion y la presion
selectiva de las respuestas inmunitarias estimuladas por la infeccion natural o la

vacunacion han derivado en la generacion de una amplia gama de variantes
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genéticas y antigénicas del VDVB. Las variantes genéticas se pueden agrupar
en funcién de la homologia de secuencias del genoma (30,62). De este modo,
actualmente se reconocen 22 subgenotipos del VDVB-1 y 4 del VDVB-2 asi
como del VDVB-3, descritos a continuacion en el cuadro 2.

Genotipos y subgenotipos del VDVB
Gentipo VDVB-1 VDVB-2 HoBi-like
Subgenotipo la-1u (46) 1v (53) 2a-2d (46) 3a-3d (52)

Cuadro 2. Resumen de los subgenotipos del VDVB reconocidos actualmente.

Las variaciones entre las cepas de VDVB se pueden evaluar mediante
diferentes métodos, que incluyen reacciones con anticuerpos monoclonales,
pruebas de neutralizacion cruzada (86,81) y la comparacién de secuencias de
nucleotidos (97). Los analisis filogenéticos de secuencias genéticas parciales y
completas proporcionan informacién méas detallada que los estudios basados en
reacciones con anticuerpos y permiten la deteccion y discriminacion rapida de
subgenotipos de VDVB-1, VDVB-2 y VDVB-3 asi como la identificacion de
nuevos subgenotipos (30,41). Por medio de andlisis filogenéticos, es posible
realizar dicha clasificacién y para ello, la region 5’UTR es la mas comunmente
utilizada debido a que contiene secuencias altamente conservadas favorables

para su caracterizacion (98).

Un estudio realizado en 2017 sugirié que la distribucion mundial del
VDVB-1, incluyendo un total de 6117 cepas (88,2%) es significativamente mas
amplia que la distribucion de las cepas del VDVB-2, con 822 cepas reportadas.
La extensa diversidad genética del VDVB reflejada por el namero de
subgenotipos detectados se ha descrito para varios paises europeos, asi como
para China y Turquia (46). Se ha sugerido que esta alta diversidad genética
podria estar relacionada, con politicas de importacion de animales de estos
paises (89,90). En contraste con muchos paises europeos y asiaticos, la
diversidad del VDVB-1 esta considerablemente menos desarrollada en el
continente Americano, Australia y Africa, siendo los subgenotipos VDVB-1m, 1n,
lo, 1p, 1g y 1v los unicos que se han detectado en Asia (91,45). Del mismo

modo, los subgenotipos VDVB-1f, 1g, 1h, 1k, 1l, 1r, 1s y 1t no se han reportado
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en paises fuera de Europa (46). Por otra parte, la presencia de HoBi-like se ha
descrito ampliamente en Brasil desde el 2004 con la cepa D32/00_‘HoBi’ (36),
en Suiza en 2005 con la cepa CH-KaHo/cont (35), en Tailandia en 2009 con la
cepa Th/04_KhonKaen (39), Suecia en el mismo afo con la cepa SVA/cont-09
detectado en suero fetal bovino procedente de sudamérica (38), en Italia en el
2010 cepa IZSPLV_To (40) y en 2011 con la cepa ltaly-1/10-1 (41), en
Bangladesh en el 2014 (43), en India en 2014 (42), en China en 2016 (102) y
mas recientemente en Japon en 2018 (103), Argentina en 2019 (104), Turquia
en 2019 (105) y en Egipto en 2022 (45) .

1.2.6 Biotipos
Los pestivirus se pueden dividir en dos biotipos que se diferencian por su
actividad en cultivos celulares permisivos, estos son: citopatico (CP) y no
citopatico (NCP) (96,97), aunque esta caracteristica no puede ser identificada

con pruebas serolégicas (29).

La principal diferencia entre los biotipos CP y NCP es la la escicidn de la
proteina NS2-3 en NS2 y NS3, como resultado de diversos eventos genéticos
como:

¢ Inserciones de secuencias de ARN de la célula hospedadora codificantes
de ubiquitina en NS2-3 que como consecuencia se promueve su escicion

(108).

e Duplicacién de secuencias genéticas del virus insertadas en la regiéon

codificante NS2-3 induciendo la escision de dicha proteina (109).

¢ Duplicacion del gen NS3 del VDVB corriente abajo (110).

e Mutaciones puntuales en el gen NS2-3 (111,112).

e Expresion de NS3 en un genoma ARN viral defectuoso (113).

¢ Reordenamiento del gen p125/p80 (114).

e Recombinacién de fragmentos de ARN cortos entre cepas NCP y CP

(115,116).

Estas alteraciones en el genoma derivan en la expresion NS3, proteina

gue es considera un marcador molecular de los virus CP y la causa del efecto
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citopatico (117) y asociada al desarrollo de la EM (113). Aunque ambas
proteinas, NS2 y NS3, estan presentes en los dos biotipos hay una mayor
concentracion detectable de NS3 en infecciones causadas por los biotipos CP
que en los NCP (118). Los virus CP generan vacuolizaciéon y muerte celular,
mientras que los virus NCP no ocasionan cambios visibles en el cultivo celular
(119). Esto no implica que los biotipos NCP no sean patogénicos, ya que la
citopatogenicidad no esta relacionada con su virulencia; por el contrario, la
mayoria de las cepas virulentas, son del biotipo NCP (120) provocando las
principales pérdidas asociadas a la presentacion de la enfermedad aguda (61).
Ademas las cepas NCP, son el biotipo predominante en el campo (119)y el Unico
capaz de originar una infeccidén persistente en los animales, convirtiendose en
las fuentes primarias de la propagaciéon horizontal del virus (121). Lo anterior,
debido a la capacidad que tiene el VDVB NCP para atravesar la barrera
placentaria (122) y modular la induccién de interferdn tipo | evitando la apoptosis
de la célula infectada (123) permitiendo que el VDVB se replique en el animal
infectado (27,121).

Por otro lado, Unicamente las cepas NCP del genotipo 2, se han asociado
a una presentacion clinica severa llamada sindrome hemorragico (30); mientras
gue en la forma letal de infeccion, conocida como enfermedad de las mucosas,

ambos biotipos estan presentes en el animal afectado (23,124).

1.2.7 Replicacion
La union y la entrada del VDVB a la célula hospedadora involucra una serie de
eventos, comenzando con la adherencia del virién con los receptores celulares
especificos. Las glicoproteinas virales E™ y E2 (125,126) interactdan con los
glucosaminoglicanos de la superficie celular (127) y con las proteinas de
membrana (128,129)CD46 y LDLr (low-density-lipoprotein- receptor) que son los
receptores identificados para el VDVB (130). Una vez que el virion ingresa a la
célula por endocitosis mediante la formacion de vesiculas cubiertas con clatrina
(131), comienza el proceso de fusion dependiente de pH de la membrana de la

vesicula endocitica con la proteina E2 de la envoltura viral (132). Posteriormente,
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la capside viral es degradada por actividad de proteasas celulares liberando el

genoma del VDVB en el citoplasma (133).

El inicio del proceso de traduccion esta mediado por el IRES, y se realiza
en la ausencia de factores de iniciacion de la traduccion adicionales. Es decir, la
traduccion del genoma del VDVB ocurre sin que haya una transcricpcion previa
debido a que el genoma del VDVB actia como ARNm. Como resultado, se
genera una piloproteina de aproximandamente 4000 aminoacidos que es
escindida por proteasas celulares y virales, dando origen a las proteinas
estructurales y no estructurales descritas anteriormente (134). Por accién de los
componentes celulares y funcionalmente vinculadas al proceso de traduccion,
las proteinas virales no estructurales se ensamblan en un complejo de replicasa
funcional para catalizar la transcripcion de ARN(+) en una cadena
complementaria de ARN(-). Las hebras de ARN negativas proporcionan una
plantilla para que el complejo de replicasa sintetice moléculas de ARN de sentido
positivo adicionales, utilizando un modelo de replicaciobn asimétrico

semiconservativo (135).

Finalmente, el ensamblaje de las proteinas se realiza en el reticulo
endoplasmatico (RE) y las nuevas particulas virales adquieren su envoltura del
RE y de otras membranas intracelulares de las vesiculas citoplasmaticas (136)

seguido de su liberacion por exocitosis (Fig.4) (137).
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Figura 4. Representacion esquemética del ciclo de replicacién del VDVB. Modificado de
Moradopour D. et al. 2007, Nature Reviews Microbiology 5, 453-463.
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1.3 EPIDEMIOLOGIA
1.3.1 Prevalencia del VDVB

La mayoria de los datos de prevalencia del VDVB en varios paises no son
directamente comparables debido a los diferentes criterios de seleccion de
animales. Sin embargo, existen diferencias en la prevalencia e incidencia de la
infeccion por el VDVB entre paises y regiones asociadas a factores como la

densidad de ganado en la zona o el tamafio de la manada (138).

En la actualidad se sabe que el VDVB-1 tiene una distribucién mundial.
Un estudio realizado en 2017 el cual incluyo el andlisis de un total de 6117
secuencias del VDVB (88,2%) sugirié que su distribucién, es significativamente
mas amplia en comparacion con las cepas del VDVB-2, con 822 cepas (11.8%).
La extensa diversidad genética del VDVB se ve reflejada por el numero de
subgenotipos detectados que se han descrito en varios paises europeos. Asi
mismo, en contraste con los continentes Europeo y Asiatico, la variabilidad
genética del VDVB-1 esta considerablemente menos desarrollada en el

continente Americano, Australia y Africa (46).

1.3.2 Situacion en México
El primer reporte de VDVB en México fue en 1975, el cual reveld una
seropositividad del 75% en vacas con antecedentes clinicos de infertilidad,
abortos y enfermedades respiratorias (139). Posteriormente, en 2016 se realizé
un estudio en estados de la Republica Mexicana en donde se encontré una
seroprevalencia del virus de entre el 55% en Sinaloa y hasta un 98% en

Aguascalientes (140).

De manera consecutiva, un estudio realizado en bovinos de 6 estados del
pais, revelo la presencia de cuatro subgenotipos de VDVB: 1a, 1b, 1cy 2a, sin
evidencia de la presencia de virus HoBi-like (141). Un patrén de subgenotipps
prevalentes similar al descrito en América del Norte (27,32). Asi mismo, en un
estudio realizado en fauna silvestre se describid y aisl6 al genotipo 1b a partir de

un venado gamo clinicamente sano (142).
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En Meéxico, la DVB se considera una enfermedad endémica de
distribucién nacional registrada por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural (SADER) y categorizada como una enfermedad no regulada en México,
por lo que no se han implementado programas de control o erradicacion y las
actividades de prevencion no son obligatorias. Los programas de control no
oficiales o parciales se basan Unicamente en llevar a cabo, de manera voluntaria,
procedimientos de buenas practicas ganaderas como diagndéstico oportuno de la
enfermedad, eliminacién de animales seropositivos y el seguimiento de planes
de vacunacion. No obstante, se deben realizar notificaciones mensuales

obligatorias al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) (143).

Debido a la falta de coordinacion e implementacién de estrategias para el
control de la enfermedad, no se cuentan con datos que permitan conocer con
precision la distribucion geografica del VDVB, la tipificacion de sus variantes, su
incidencia y prevalencia, asi como la proporcion de los animales PI. De la misma
forma, se desconoce el impacto econdémico que genera la enfermedad, ya que

tampoco se han llevado a cabo estudios financieros para estimarlo.

Existen estudios realizados en animales no vacunados, donde calculan
una seroprevalencia de entre 76.2% (144) a 81.27% (145); el nivel elevado de
seropositividad en estos estudios puede indicar una infeccion reciente o la
presencia de un animal Pl dentro de la poblacién estudiada (146). Sin embargo,
se ha registrado un porcentaje de seroprevalnecia mas bajo en el estado de

Yucatan con 14%, lo cual refleja una exposicion natural al VDVB (147).

La prevencion y el control nacional de la DVB depende principalmente de
la vacunacion, utilizando vacunas de virus activo modificado y de virus
inactivado, las cuales se formulan con cepas de referencia de Estados Unidos
tales como la NADL, Singer, Oregon C24V, 296¢, NY-1 y New York-93. Asi
mismo, se incluyen ambos biotipos con diversas combinaciones y junto con otros
virus de bovinos como el virus de la parainfluenza-3 bovina, herpesvirus bovino
tipo 1y virus respiratorio sincitial bovino; sin embargo, no hay informacion oficial

registrada con respecto a la cobertura y eficacia de la vacunacion en México.
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1.3.3 Impacto econémico
Como se menciond previamente, en México no existen estudios acerca del
impacto econémico, por lo que se toman como referencia registros de otros
paises. En Nueva Zelanda la pérdida total que se estimo atribuible a la infeccién
con VDVB es de 87 dolares neozelandeses por vaca al afio en rebafios afectados
y 44,5 millones de ddlares neozelandeses por afio para la industria lactea. Dicho
estudio se baso en un estimado de 14,6% de rebafios afectados. La estimacion
de pérdidas econdmicas no incluye el costo agregado y consecuencias negativas
por la infeccién, como una mayor incidencia de enfermedades de la produccién

debido a inmunosupresion inducida por la DVB (148).

Por otra parte, en Reino Unido se realizé una revision sistematica de 31
articulos, publicados entre 1991 y 2015, que abordan el impacto econémico de
DVB. El impacto econdmico reportado varia de 0 euros a 552 euros por vaca por
afo (2370 euros incluyendo valores atipicos). Este rango representa situaciones
de la enfermedad endémica o subclinica observadas en rebafios con infeccion
por VDVB y situaciones epidémicas o agudas graves, observadas con mayor
frecuencia en manadas sin previa exposcion al virus. Por lo tanto, el resultado
de la infeccién depende del estado inmunitario del animal y la virulencia de la
cepa. Las variaciones en las cifras del impacto economico de DVB se relacionan
con estos factores asi como de patogenicidad, junto con la variedad de impactos

monitoreados (149).

1.3.4 Diagndstico
El diagndstico de la infeccidon por el VDVB puede ser complejo debido al periodo
de tiempo entre la infeccion y el inicio de los signos clinicos. A pesar de
metodologias actuales utilizadas para el diagnostico de la DVB, la deteccion de
infecciones agudas, asi como la deteccion de animales Pl puede ser un

escenario desafiante (150).

1.3.4.1 Deteccion del VDVB

En esta seccion, se enlistan las técnicas de diagndstico recomendadas por la

OIE, agrupadas segun su objetivo:
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1) Aislamiento viral. Cuando se lleva a cabo utilizando un patrén de calidad,
el aislamiento del VDVB es muy fiable. Todos los componentes biol6gicos que
se empleen en los cultivos celulares deben analizarse, y solo se utilizaran si se
demuestra que estan libres de VDVB y de anticuerpos contra este virus. En
funcién del tipo de muestra y del objetivo de las pruebas, es probable que el
aislamiento del virus requiera uno o mMAas pases por cultivos celulares.
Adicionalmente, para detectar el crecimiento de virus NCP se realizan técnicas

de inmunomarcaje (inmunofluorescencia o tincién con peroxidasa) (150).

1)) Deteccién del acido nucléico. La RT-PCR de punto final se ha utilizado
para la deteccion de ARN del VDVB. La alta sensibilidad analitica permite
adoptar estrategias para analizar combinaciones de varias muestras o analizar
leche de tanque a granel. Es un método rapido y fiable que también puede
utilizarse para analizar otro tipo de muestras como SFB o el sobrenadante de
cultivos celulares. Aunque la RT-PCR en tiempo real tiene una sensibilidad muy
alta 'y puede aplicarse al analisis de los materiales bioldgicos que se utilicen para
la produccion de vacunas, es necesario interpretar los resultados con cautela
porque la deteccién de ARN del virus no implica por si sola la presencia de virus
infectivo (150).

) Analisis inmunoenzimatico para la deteccion del antigeno. La
deteccion de antigeno mediante ELISA se ha convertido en un método muy
utilizado para la deteccion de animales Pl a nivel individual. Es importante
destacar que estas pruebas no estan disefiadas para analizar muestras de
semen ni materiales biolodgicos que se empleen en las pruebas o en la fabricacion
de vacunas. Se han publicado varios métodos de ELISA para la deteccion de
antigeno y existen a la venta diversos kits comerciales. La mayoria se basan en
el principio del ELISA de tipo sandwich, con un anticuerpo de captura unido a
una fase soélida y un anticuerpo detector conjugado a un sistema de sefial, como
la peroxidasa. Asi mismo, se han descrito sistemas basados en anticuerpos

monoclonales y policlonales, identificando la proteina NS2-3 o E™s (150).
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IV)  Inmunohistoquimica. Los métodos basados en el marcaje enzimatico
permiten detectar el antigeno del VDVB a partir de los tejidos en donde se replica
el virus como en epitelio gastrointestinal, respiratorio, digestivo y en algunos
casos en piel, en donde se utilizan anticuerpos monoclonales contra la proteina
E2 o NS-3. Es importante que los reactivos y los procedimientos que se utilicen

estén totalmente validados y que se elimine la reactividad inespecifica (150).

1.3.4.2 Pruebas serolégicas
) Neutralizacion viral (NV). El tipo de cepa viral que se incluya en la NV es
muy importante, pese a que ninguna cepa va a resultar ideal para todos los
casos, en la practica debera escogerse una que detecte la mayor cantidad
posible de reacciones serologicas en la poblacién bovina local. Por motivos de
facilidad de lectura, para las pruebas de NV la mayoria de laboratorios utiliza
cepas de VDVB citopaticas y adaptadas al laboratorio, dos de las mas utilizadas
son las cepas Oregon C24V y NADL. No obstante, ahora se cuenta con técnicas
de inmunomarcaje que permiten una deteccion sencilla del crecimiento o la

neutralizacion de cepas no citopaticas (150).

1)) Analisis inmunoenziméatico. Se pueden utilizar pruebas indirectas o de
blogueo utilizando kits comerciales. Como en la NV, los ELISA configurados con
el antigeno de un genotipo del VDVB pueden no detectar de manera eficiente
anticuerpos inducidos por otro genotipo. Por lo tanto, las pruebas deben
escogerse por su capacidad de detectar anticuerpos contra el perfil de genotipos

y de cepas que circule en el pais en el que se van a utilizar (150)

1.4 PATOGENIA

El VDVB tiene tropismo por células mitéticamente activas como linfocitos, pero
también por monocitos, macréfagos (151) y células epiteliales como las de la
mucosa oral, nasal y tonsilas palatinas, donde comienza la replicacion viral.
Posteriormente las células infectadas diseminan el virus hacia los linfonodos y
otros tejidos produciendo una viremia en el resto del organismo (152). El periodo
de incubacién promedio del virus en todas las presentaciones es de 5-7 dias
aproximadamente (153).
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En diversos estudios se ha demostrado que después de la inoculacion
intranasal a terneros con cepas VDVB-1 y VDVB-2 de baja virulencia, los
animales no desarrollaron signos evidentes de enfermedad. Sin embargo, si se
ha detectado pirexia leve durante 1 a 2 dias. Después del sitio inicial de la
replicacion del virus, éste se encontrd en los ganglios linfaticos y las placas de
Peyer, posteriormente en el bazo y el timo (154). Las cepas de baja virulencia
predominan en los foliculos linfoides y la corteza del timo, donde se asocian con
linfocitos y células estromales. Fuera de los tejidos linfoides, se ha descrito una
infeccion multifocal en la mucosa intestinal. La marcada diferencia en el grado
de recuperacion de los animales, sefiala la importancia de las condiciones
individuales del hospedador (31,153-155).

La propagacion inicial de cepas de alta virulencia es similar a la de las
cepas de baja virulencia (154), pero la cantidad de antigeno viral en los tejidos
supera rapidamente la causada por las cepas de baja virulencia; ademas, no se
limita a los foliculos de los tejidos linfoides, sino que se extiende a las areas de
localizacion de células T diseminandose a la médula 6sea. Su presencia en
células mieloides y megacariocitos se correlaciona con una disminucién en el
numero de trombocitos. El VDVB altamente virulento se encuentra regularmente
en los tejidos linfoides, la mucosa del tracto digestivo superior e inferior, el tracto
respiratorio y los tejidos endocrinos. Eventualmente, en todos los 6rganos se
puede detectar al antigeno viral al menos en el intersticio, lo que indica una
diseminacion hematdgena. A pesar de la amplia distribucion del antigeno viral,
la presencia de lesiones esta restringida y se observan primordialmente en los
tejidos linfoides (156-159). Adicionalmente, las cepas altamente virulentas
producen necrosis del epitelio en el tracto digestivo y en las criptas intestinales,
lo que genera lesiones erosivas o ulcerativas a lo largo del tracto digestivo
(140,136-138). Los signos clinicos después de la infeccion con cepas del VDVB
de alta virulencia son graves, pero a menudo inespecificos y consisten en
anorexia, depresion, fiebre alta y diarrea en la mayoria de los casos
(28,29,136,141) y algunos animales desarrollan hemorragias graves (28,29). El
sangrado se ha asociado con infecciones agudas graves para las cuales se

acufié el termino de sindrome hemorragico, aunque no ocurre con regularidad.
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Otros hallazgos consistentes son linfopenia progresiva severa y trombocitopenia
de moderada a severa (142,138). Se sabe que las cepas de VDVB altamente
virulentas aisladas de la mayoria de los brotes que tuvieron un impacto
economico severo en América del Norte pertenecian a VDVB-2 (32). Sin
embargo, una investigacion adicional revel6 que el VDVB-2 abarca no solo las

cepas de alta virulencia, sino también las de moderada a baja virulencia (163).

Diversas lesiones se han asociado a la presencia de los biotipos CP o
NCP. Aunque ambos biotipos del VDVB, juntos o separados, inducen lesiones
en el sistema linfoide, entérico, respiratorio y reproductivo las manifestaciones
clinicas son variadas (29,107). La hipoplasia cerebelar y defectos oculares como
cataratas, degeneracion de la retina y neuritis Optica en terneros recién nacidos,
forman parte de las lesiones provocadas después de la infeccion por VDVB NCP
en vacas gestantes (22); asi como el nacimiento de terneros con defectos en el
cerebelo, cuyas madres fueron inoculadas a los 79-150 dias de gestacion con
un VDVB NCP (23).

Ya que las manifestaciones clinicas varian dependiendo de la cepa viral,
el hospedador y su estado inmunolégico, reproductivo, edad, asi como la etapa
de gestacion en el caso de hembras gestantes y concurrencia de otras
infecciones, este tema se continuard de acuerdo con las diferentes

presentaciones clinicas que se pueden desarrollar.

1.4.1 Transmision
El VDVB se transmite de forma horizontal, tanto directa e indirectamente, como
de forma vertical (138). La transmision horizontal directa consiste en el contacto
directo entre animales susceptibles y secreciones de animales infectados, como
saliva, descargas Oculo-nasales, secreciones vaginales, orina, heces, semen y
leche (153). Adicionalmente, se ha reportado la transmision a través de
inseminacion artificial (164) y por transferencia de embriones infectados con el
VDVB (165). La transmision indirecta se puede dar de manera iatrogénica
mediante el uso de material quirdrgico y de manejo contaminado con el VDVB.

Por ejemplo, en la palpacion transrectal (166) por fomites como pinzas nasales
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(29) y agujas contaminadas (167). Otro via importante de trasmision es el uso de

vacunas con virus activo modificado contaminadas con el VDVB (61).

Por otra parte, la transmision vertical ocurre en hembras gestantes
susceptibles, y debido a la capacidad que tiene el virus para atravesar la barrera
placentaria. Sin embrago, las consecuencias generadas por la infeccion con el
VDVB en el producto en gestacion son diversas y dependeran de la etapa de
gestacion en la que ocurra y del biotipo de la cepa infectante. Dichas
consecuencias pueden ser: muerte embrionaria, aborto, momificacion,
reabsorcion, malformaciones congénitas, nacimiento de terneros débiles,
nacimiento de terneros persistentemente infectados (PI) y nacimiento de

terneros sanos seropositivos (3).

1.4.2 Presentaciones clinicas
La secuencia temporal y la magnitud de los trastornos clinicos muestran una
gran variabilidad. Los factores involucrados en las presentaciones clinicas estan
asociados al estado inmunologico del animal afectado, la etapa de gestacion de
los animales en el momento de la infeccion y la virulencia de la cepa infectante.
Sin embargo, es posible observar ciertos patrones que han permitido proponer
una clasificacion para las presentaciones clinicas (138), la cual se describe a

continuacién y se resume en la figura 6.

Adulto nofgestante Terneros Adulto -gestante
Baja Alta a‘DVda CP NCP
virulencia virulencia &%F ) ‘
CP o NCP CP o NCP © Aborto
Reabsorcion !
! | * Momificacion PI
Diarrea viral + Diarrea viral .
bovina bovina * Defectos congénitos +
subclinica severa * Terneros débiles CP

} » Terneros normales ‘
+ Sindrome
hemorragico v
o Enfermedad de las mucosas
gen-utipo II

Figura 6. Propuesta de presentaciones clinicas causadas por el VDVB.
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1.4.2.1 Bovinos no gestantes

1.4.2.1.1 Diarrea viral bovina subclinica
La infeccién por VDVB en bovinos seronegativos e inmunocompetentes tendra
como resultado, en la mayoria de los casos, una infeccion subclinica. Se ha
estimado que del 70% al 90% son de este tipo (3), en las cuales hay un ligero
incremento en la temperatura corporal y leucopenia que pasan desapercibidas
(168); no obstante, la resolucion de la enfermedad la pueden llevar a cabo sin
tratamiento. Este tipo de infecciones subclinicas explican la alta prevalencia de

bovinos seropositivos al VDVB (3).

1.4.2.1.2 Diarrea viral bovina aguda

Cuando la infeccion se vuelve clinica, la enfermedad ya se conoce como diarrea
viral bovina (DVB). En rebafios susceptibles, pueden producirse brotes de
diarrea en animales de entre 6 meses y 2 afios de edad (169). Se caracterizan
por una alta morbilidad y por lo general la letalidad es baja. Después de 2 a 3
semanas de la infeccion se producen anticuerpos contra el VDVB que persisten
de por vida (170). Los signos incluyen depresion, anorexia, secrecion oculonasal,
ocasionalmente lesiones orales caracterizadas por erosiones y ulceraciones,
diarrea y disminucion de la produccién de leche en el ganado lactante. Puede
observarse una frecuencia respiratoria rapida, que es compatible con neumonia
(171).

1.4.2.1.3 Diarrea viral bovina severa
Existe una forma aguda severa de la DVB con elevada morbilidad y mortalidad,
gue es causada por cepas NCP del VDVB tipo 2 de alta virulencia que afecta a
animales de todas las edades (28,141). Esta presentacion se caracteriza por
fiebre de 39.4°C a 42°C, agalactia, diarrea acuosa y alteraciones respiratorias,
generando la muerte del animal a las 48 horas del inicio de los signos (172).
Estos animales presentan una reduccion del 50% de los linfocitos circulantes y
una marcada trombocitopenia junto a lesiones neumaénicas, ulceraciones en la
mucosa oral y deplecion de los 6rganos linfoides (159,141). En algunos casos,
este proceso evoluciona hacia una forma todavia mas grave denominada

sindrome hemorragico (158).
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1.4.2.1.4 Sindrome hemorréagico
El sindrome hemorragico constituye la forma clinica mas grave, causada por
cepas NCP del VDVB tipo 2 y con una mortalidad cercana al 25% (30,32,92).
Los animales que tienen esta presentacion clinica muestran pirexia, diarrea
sanguinolenta, congestién en conjuntiva y mucosas, hemorragias petequiales y
equimosis en mucosas, llegando a producirse sangrado en los sitios de
inyeccién. Ademas, este sindrome se caracteriza por presentar una marcada
trombocitopenia, leucopenia y neutropenia (92,174). Entre las lesiones
caracteristicas destaca una importante deplecion de los 6rganos linfoides,
incremento de la apoptosis de linfocitos, vacuolizacion de células del epitelio

basal de la mucosa y vasculitis en diversos 6rganos (156,158).

1.4.2.2 Bovinos gestantes
En la infeccion transplacentaria pueden verse involucrados ambos genotipos del
virus, aunque solamente el biotipo NCP puede causar infeccion persistente (175)

cuyas consecuencias se describirdn mas adelante.

Cuando la infeccién ocurre con una cepa CP antes de los 60 dias de
gestacion, puede dar lugar a muerte fetal con momificaciones o abortos que se
traducen en repeticiones del celo. Estos abortos se producen desde los 10 dias
post-infeccion hasta tres meses después (176). Se estima que el VDVB causa
alrededor del 6 al 10% de los abortos infecciosos en el ganado (177). Aunque
esta infeccidbn puede resultar en graves pérdidas reproductivas en algunos
rebafios, la forma predominante de infeccion por VDVB es la infeccidn congénita
(178). El feto es altamente susceptible entre los 45 y 125 dias de gestacion. Los
terneros infectados durante este tiempo tienen un alto riesgo de desarrollar
anomalias fetales como hipoplasia cerebolosa, atrofia retiniana, cataratas,
retraso del crecimiento con desarrollo 6éseo detenido e hipoplasia pulmonar
(a77).

De la misma forma las infecciones con cepas CP entre los 100-150 dias
de gestacion, coincidiendo con el comienzo de la inmunocompetencia fetal y la

organogeénesis, generan malformaciones congénitas, siendo menos frecuentes
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los abortos (179). Como se menciond anteriormente, el VDVB tiene especial
tropismo por las células con actividad mitotica activa, destacando las células de
tejidos linforreticulares, piel, pulmoén, ojos o sistema nervioso central (176),
provocando dafio celular directo. Asi mismo, podemos encontrar malformaciones
caracteristicas como la hipoplasia timica, hipoplasia y necrosis pulmonar,
alopecia, hipotricosis, artrogriposis, retraso en el crecimiento y otras anomalias
esqueléticas y oculares, presentando ademas graves malformaciones a nivel del

sistema nervioso como microcefalia, hidrocefalia e hipoplasia cerebolosa (3).

Otra consecuencia de la infeccion congénita es el nacimiento de terneros
seropositivos, que se produce cuando la infeccion tiene lugar a partir de los 150
dias de gestacién. Se trata de terneros inmunocompetentes que nacen por lo
general sin problemas, aunque presentando anticuerpos especificos contra el
VDVB. En algunos casos, se produce el nacimiento de terneros débiles de bajo

peso y poco viables, que suelen morir después del nacimiento (180).

1.4.2.2.1 Persistentemente infectados
Esta condicion se presenta cuando una hembra gestante seronegativa se infecta
con una cepa NCP del virus entre los 40-125 dias de gestacion (181), periodo en
donde el sistema inmunolégico del feto no esta maduro y reconoce al virus como
propio. Dicho evento, tiene como resultado el nacimiento de animales
inmunotolerantes al VDVB, los cuales son incapaces de montar una respuesta
inmunolégica contra cepas homoélogas del virus que causaron la tolerancia
inmunoldgica y se mantendran como animales que pueden propagar al virus a lo
largo de su vida (19). Pueden nacer crias prematuras, de los cuales la mitad
muere dentro del primer afio de vida; sin embargo, otros pueden desarrollarse
sin mostrar signos de enfermedad e incluso llegar a etapa reproductiva, teniendo

a su vez crias Pl (182).

En estos animales existe ausencia de anticuerpos neutralizantes y no
neutralizantes (103), pero son inmunocompetentes ya que responden frente a
antigenos de virus heterologos (66,104). La mortalidad de estos animales es

superior a la de individuos no infectados, ya que alrededor del 50% mueren en
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el primer afio de vida (105) debido a sus defectos funcionales en el sistema
inmune que inducen un estado de inmunosupresion y a una mayor

predisposicidn frente a infecciones secundarias (95,106).

Debido a lo anterior, los animales Pl representan el principal reservorio y
fuente de propagacion del virus. Aunque estos animales representan del 1%-2%
de la poblacion, tienen un gran impacto ya que pueden infectar al 90% de la

poblacion en un hato (56).

1.4.2.2.1.1 Enfermedad de las mucosas
La enfermedad de las mucosas (EM) tiene un curso fatal en el 100% de los
casos. Ocurre en animales Pl que tienen una coinfeccién con el biotipo CP o por
mutacion del biotipo NCP al CP (Fig. 7), estos animales desarrollan diarrea
severa, erosiones a nivel del tracto gastrointestinal con hemorragias y mueren
(183).

Noncytopathic Cytopathic
BVD BVD

|

— N A —

' \

Tolerant Mucosal
persistently-infected disease

calf

Figura 7. Esquematizacién de coinfeccién en un ternero con una cepa NCP y CP, generando la
enfermedad de las mucosas. Tomado de Inmunologia Veterinaria, lan R. Tizard.

1.5 CONTAMINACION DE SUERO FETAL BOVINO POR
vVDVB

Debido a la capacidad del virus para atravesar la placenta y establecer una
infeccion persistente en el feto inmunolégicamente inmaduro, el VDVB es el
contaminante mas comun en el SFB (60). El SFB es un producto que se obtiene
a partir de la mezcla de sueros de entre 3500 a 4000 fetos, por lo que se pueden
encontrar diferentes cepas en un mismo lote. Como parte del control de calidad

del SFB, los lotes son sometidos a procedimientos de inactivacion, los cuales no
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siempre tienen 100% de efectividad (184). EI SFB es ampliamente utilizado como
promotor de crecimiento en medios para cultivos celulares; derivado de esto, se
ha encontrado una gran variedad de cultivos celulares susceptibles a la infeccion
con el VDVB (185). Debido a que tanto el SFB como los cultivos celulares son
utilizados en la produccién de vacunas, también es posible encontrar al VDVB

como contaminante en productos terminados.

Con anterioridad, se han realizado estudios en donde se ha descrito la
presencia del VDVB-1, VDVB-2 (186), y VDVB-3 (44, 174) como contaminante
en SFB y vacunas tanto de uso veterinario (60) como de uso en humanos (188),

lo que puede tener importantes repercusiones en la salud.

En EUA se realiz6 una revision de los reportes de contaminacion en SFB donde
se encontrd que la frecuencia de contaminacién tuvo una variacién de 20 a 87%
del afio 1982 a 1990. Adicionalmente, se estudiaron SFB de 1990 a 1997,
mostrando un rango que iba de 31.98 a 68.47% de sueros contaminados,

dependiendo de la época del afio (189).

1.5.1 Distribucién del SFB contaminado

Diversos estudios han demostrado la contaminacion de SFB por el VDVB (190—-
192), siendo éste la fuente de infeccion de lineas celulares y productos biolégicos
terminados como las vacunas. Estudios realizados en Estados Unidos reportaron
que, mediante neutralizacion viral e inmunoperoxidasa, detectaron en 199 de
1,608 lotes, anticuerpos contra el VDVB. Ademas, de 190 lotes comercialmente
disponibles de SFB lograron aislar al VDVB en 93 de ellos, es decir, del 49%
(193). Posteriormente, otro estudio determin6 que en afos posteriores, de 1990
a 1997, el 60% de los lotes de SFB resultaron positivos al virus o a anticuerpos
contra VDVB (189).

De la misma forma, en otro estudio realizado en Polonia se detecto al
VDVB mediante RT-PCR en 5 de 12 lotes de SFB (194). En 2004 se identifico
por primera vez el virus HoBi-like en SFB proveniente de Brasil (35).

Posteriormente, en 2015 se estudiaron 26 lotes de SFB de los cuales 15
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resultaron positivos al VDVB-3, en donde 7 de ellos eran provenientes de
Suramérica y 1 de Australia mientras que del resto se desconocia el origen (52).
En 2011, en Suiza se estudiaron 33 lotes de SFB provenientes de varios paises,
principalmente de Surameérica, donde todos resultaron positivos al VDVB. De los
lotes provenientes de Australia se detectaron VDVB-1 y VDVB-3, de Brasil se
detectaron VDVB-1, VDVB-2 y VDVB-3. En el caso de USA y México se
identificaron los VDVB-1y VDVB-2; mientras que en Canada los VDVB-1, VDVB-
2 y VDVB-3 fueron detectados. Por otro lado, en Nueva Zelanda se detecto el
VDVB-1 como contaminante de SFB, asi como en Francia, Dinamarca,

Republica Dominicana y Colombia (187).

Dichas contaminaciones puede repercutir en una mala interpretacion de
los datos obtenidos durante investigaciones o de los resultados obtenidos en
técnicas diagndsticas cuya metodologia incluye el uso de cultivos celulares (62).
Ejemplo de ello se observé en un ensayo con niveles bajos de replicacion del
virus de Hepatitis C, asociado a la presencia de VDVB como contaminante del

SFB, alterando el ciclo replicativo del virus de Hepatitis C (195).

1.5.2 Impacto de la Contaminacién de SFB en lineas

celulares y vacunas
El uso de SFB contaminado con el VDVB, deriva en la contaminacion
subsecuente de cultivos y lineas celulares susceptibles en donde es utilizado.
En Estados Unidos se ha documentado la contaminacién por el VDVB de 13
lineas celulares procedentes de bovinos, ovinos, caprinos, ciervos, bisontes,
cerdos, conejos, hAmsteres, gatos, perros, mono, humano y mosquito, obtenidas
de la American Type Culture Collection, (ATCC por sus siglas en inglés)
evidenciado mediante inmunoperoxidasa y RT-PCR (185). Asi mismo, otro
estudio revelo la contaminacion con el VDVB activo en 5 de 39 lineas celulares
de fibroblastos fetales de origen bovino que eran utilizadas para ensayos de
clonacién, mediante la técnica de RT-PCR, inmunohistoquimica,

inmunofluorescencia (196).
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Las consecuencias de dichas infecciones pueden tener una repercusion
en la investigacion y produccion de productos biolégicos. Asi mismo, la
coinfeccién con el VDVB puede incrementar la severidad de los signos de otras
enfermedades en animales. En un estudio realizado por Woods et al., se
demostré que el VDVB detectado como contaminante de cultivo celular en donde
realizaban la atenuacion del virus de la gastroenteritis transmisible del cerdo
(VGTC), era capaz de producir signos clinicos en lechones similares a los
causados por el VGTC. Sin embargo, se demostré que la coinfeccion con ambos

aumentaba la severidad de los signos de enfermedad (62).

De la misma forma, se ha demostrado que el VDVB puede infectar células
de animales no ungulados. Un estudio realizado en EUA, mostrdé que células
derivadas de conejo, hamster, primates no humanos vy fibroblastos de embridn
de pollo pueden infectarse con VDVB, mediante el uso de materias primas

contaminadas durante la fabricacion (197).

Como se ha mencionado, el VDVB se ha detectado en vacunas, tanto de
uso humano (185,186) como de uso veterinario, teniendo serias implicaciones
en la generacion de brotes de la enfermedad. En 1999 en ltalia, se reporté y
reprodujo un brote de la DVB mediante la inmunizacién de bovinos con vacunas
de virus activo contra rinotraqueitis bovina (IBR) contaminadas con VDVB (59).
Ese mismo afio se reportaron brotes de DVB en 12 granjas Holandesas, en
donde todos los animales de 11 de las 12 granjas fueron sometidos a eutanasia
después de identificar que la fuente de infeccion fue un lote de vacunas contra
herpesvirus bovino tipo 1 contaminada con el VDVB. Este fue el tercer reporte
de DVB en bovinos después de la administracion de una vacuna contaminada
en los Paises Bajos (200). En vacunas de uso humano también se ha encontrado
evidencia de la presencia de material genético de VDVB, aunque no se demostré

su capacidad infectiva (201).
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2 JUSTIFICACION

El SFB es ampliamente utilizado como un factor de crecimiento en cultivos
celulares que son empleados en la investigacion, diagndstico y en la produccion
y control de calidad de vacunas virales. Debido a la capacidad que tiene el VDVB
de cruzar la barrera placentaria y establecer una infeccidn persistente en el feto,
es comun encontrarlo como uno de los principales contaminantes de SFB que
se comercializa mundialmente; por lo tanto, es necesario asegurar la pureza de
dicho producto biolégico al descartar la presencia del VDVB como contaminante
en SFB comerciales, mediante de técnicas moleculares y determinar su actividad
biolégica en cultivo celular. Lo anterior, permitir4 utilizar SFB de forma segura en

los procesos antes descritos.
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3 HIPOTESIS

Debido a su capacidad de cruzar barrera placentaria, el VDVB puede ser
detectado como contaminante en el SFB por medio de técnicas moleculares, por

lo tanto se podra demostrar su actividad bioldgica en cultivo celular.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar la deteccién y aislamiento del VDVB contaminante a partir de muestras
de SFB comerciales mediante técnicas moleculares, biolégicas e inmunoldgicas

para comprobar su actividad biolégica.
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4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la prevalencia del VDVB en muestras de SFB mediante RT-PCR.

2. Obtener las secuencias nucleotidicas de la regiéon 5"UTR de cada una de las

muestras positivas al VDVB mediante secuenciacion.

3. Realizar la caracterizacion genética de los subgenotipos de los VDVB

contaminantes detectados en las muestras de SFB.
4. Demostrar la actividad bioldgica de los VDVB detectados en las muestras de

SFB positivas por RT-PCR, mediante el uso de técnicas de cultivo celular con

células MDBK e inmunoperoxidasa.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 MUESTRAS

Se procesaron 16 muestras de SFB proveniente de diferentes laboratorios

productores de vacunas veterinarias y lotes comercializados en México.

5.2 EXTRACCION DE ARN
Se realiz0 la extraccion de ARN total de las 16 muestras de SFB, asi como de la
cepa NADL (VDVB cepa NADL ATCC VR-1422) y células MDBK utilizadas
control positivo y control negativo respectivamente. La extraccion de ARN se
realizO con base en el protocolo del producto comercial Trizol® Reagent!
(Molecular Research Center Inc.). Brevemente, se utilizaron 400 ul de cada
muestra, y se adicionaron 900 pl de Trizol® Reagent, se mezclaron en agitador?
por 15 segundos y se incubaron durante 5 min en hielo; posteriormente se
agregaron 240 ul de cloroformo a cada muestra y nuevamente se mezclaron en
el agitador por 15 segundos para después realizar una incubaciéon en hielo
durante 10 min. Se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C3, se tomo el
sobrenadante de cada muestra y se colocaron en tubos con 600 pul de
isopropanol, los cuales se homogenizaron cuidadosamente para posteriormente
dejar en incubacion durante 1 hora a -20°C. Después de este paso, se
centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y se decanto6 el sobrenadante
de cada tubo, se adiciond 1ml de etanol al 75% y nuevamente se centrifugaron
a 14000 rpm por 15 min a 4°C. Finalmente, se decanto el etanol y se dejé secar
la pastilla a temperatura ambiente dentro de la campana de flujo laminar. Pasado
el tiempo necesario, se resuspendié cada pastilla de ARN en 20ul de agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), homogenizando cuidadosamente. El
ARN total obtenido de cada muestra fue cuantificado por medio de

espectrofotometria* y almacenado a -71°C hasta su uso.

Invitrogen
Vortex

Ependorf AG modelo 5804R

B W N R

Nanodrop Spectrophotometer ND1000
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5.3 TRANSCRIPTASA REVERSA-REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA (RT-PCR)

Para la deteccion del VDVB se utilizé la técnica de RT-PCR para amplificar un

fragmento de la regién 5’ UTR, utilizando los iniciadores descritos a continuacion

en el cuadro 3. Los reactivos y concentraciones empleados en la técnica, se

detallan en los cuadros 4y 5

Tamafio
Iniciador Sentido Secuencia del Autor
producto
Forward ATGCCCATAGTAGGACTAGCA Vilcek (et al.,
VIL 324/326 288 pb
Reverse TCAACTCCATGTGCCATGTAC 1994)
Forward CCATGTGCCATGTACAG Ridpath (et
HCV 90/368 278 pb
Reverse CATGCCCATAGTAGGAC al., 1994)
S5UTR/START | Forward CTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTA 202 ob Mahony (et
Mahony Reverse CAACTCCATGTGCCATGTACAGCA P al., 2005)
Cuadro 3. Iniciadores utilizados para la RT-PCR.
Reactivo Concentracion inicial | Concentracion final
Buffer 5x 0.02x
Inhibidor de RNAsas 40 U/ul 20U
dNTP’s 200 U/ul 400 U
Iniciador antisentido 20 uM 0.4 uM
Transcriptasa Reversa 200 u/ul 200 U/reaccion
ARN Total Varia por muestra 500 ng/ul
Agua c.b.p. 20 pl
Volumen final 20 pl

Cuadro 4. Reactivos y concentraciones utilizadas para la RT.

[Escriba aqui]

44



Reactivo

Concentracion inicial

Concentracion

final
Buffer 10X 1X
MgCL2 50 mM 1.5mM
Iniciador sentido 20 uM 0.4 uM
Iniciador antisentido 20 uM 0.4 uM
Tag Polimerasa 5U/ pL (25 pL)
cDNA 5uL
Agua c.b.p. 25 pL
Volumen final 25 uL

Cuadro 5. Reactivos y concentraciones utilizadas para la PCR.

Una vez realizadas las mezclas de reaccion para la PCR, fueron sometidas al

termociclador® bajo las siguientes condiciones, descritas en el cuadro 6.

VIL 324/326 HCV 90/368 5'UTR START
Desnaturalizacion

56°C — 1 hora 56°C — 1 hora 56°C — 1 hora

94°C — 2 min 94°C — 4 min 94°C — 4 min
Alineamiento

94°C-30s 94°C-10s 94°C-30s
55°C-30s 55°C-15s 56.2°C—-30s
72°C-30s 72°C—-45s 72°C-30s

38 ciclos 40 ciclos 35 ciclos
Extension
72°C — 7 min 72°C — 10 min 72°C — 10 min

5

Techne, techgene®, Inglaterra
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Los productos obtenidos de la RT-PCR se sometieron a una electroforesis en gel
de agarosa al 1% en TAE 1x tefliido con GelRed Nucleid Acid®® para la

interpretacion de los resultados.

5.4 SECUENCIACION Y ANALISIS FILOGENETICO

Los productos de la PCR obtenidos de cada muestra utilizando los iniciadores
VIL 324/326, HCV 90/368 y 5UTR START (Cuadro 3) fueron purificados
utilizando el kit QIAquick Gel Extraction®’ bajo las indicaciones del fabricante y
se enviaron al laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia
(IBt) de la UNAM, para ser secuenciados. Cada producto de PCR, se secuencio
en ambos sentidos utilizando un secuenciador automatico de DNA de 16

capilaress.

Una vez obtenidas las secuencias de nucleétidos, fueron comparadas con
secuencias de referencia previamente reportadas en la base de datos del
GenBank. Para su alinemaineto se utilizé el programa ClustalW (202), usando el
software BioEdit (203). El andlisis filogenético se realizd con la paqueteria del
programa MEGA version 7 (204) con los siguientes parametros: con base en el
criterio de informacion bayesiana, se uso el modelo de sustitucion nucleotidica
Kimura 2 parametros con una distribucion Gamma discreta (+G) (205) y el
método de maxima verosimilitud para la reconstruccion filogenética (206) con

1000 repeticiones de bootstraps como método de soporte estadistico (207) .

5.5 AISLAMIENTO DEL vVDVB
Las muestras se trabajaron por duplicado en placas de cultivo de 24 pozos,
afiadiendo aproximadamente 2.5x10° células Madin-Derby Bovine Kidney
(MDBK) (208) en 1 ml de medio de cultivo celular DMEM, enriquecido con 5% de
suero equino y 5% de caldo trifosfato (TPB). Se agregaron 400 pl de cada
muestra por pozo, asi como del control (+) y (-), correspondiente a la cepa NADL

y dos cepas NCP del VDVB. Las placas fueron incubadas por 5 dias a 37°C con

6 Biotum
7 Quiagen

8 Applied Biosystems, modelo 3130x|

[Escriba aqui] 46



5% de COa2. Se realizaron 4 pases ciegos, el ultimo en placas de 6 pozos. Cada
24 horas durante 7 dias de incubacién post-infeccion, los pozos fueron
observados al microscopio para observar efecto citopatico. Una vez transcurrido
este tiempo, las placas fueron sometidas a -70°C para provocar la ruptura de las
células y con ello, la liberacion de los viriones; se descongelaron y el contenido
de cada pozo, fue centrifugado para obtener el sobrenadante. La deteccion de
la actividad biologica de los virus aislados fue evidenciada mediante la técnica

de inmunohistoquimica.

5.6 INMUNOHISTOQUI'MICA (IHQ)
La inmnohistoquimica (IHQ) se realizo en células MDBK cultivadas en placas de
96 pozos; para su fijacion a la placa se tomé como base el método descrito por
Suthipintawong et al (209). Brevemente, cuando las células alcanzaron un 60%
de confluencia, fueron infectadas e incubadas durante 96 horas con 50 pul de las
cepas utilizadas como controles positivos, mismas que fueron utilizadas en el
aislamiento viral, mientras que células sin infectar fueron asignadas como
controles negativos. Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron 3 lavados con
PBS y se fijaron las células con acetona-metanol (1:1) durante 10 min, se
decanté y se dejo secar la placa para almacenarla a 4°C hasta su uso. En
adelante, las condiciones estandarizadas durante éste trabajo para realizar la
IHQ, se basaron en las sugeridas por el fabricante del kit utilizado, como se

describe a continuacion.

Se realiz6 el bloqueo de la peroxidasa enddgena en cada pozo con una
solucién 1:8 de peroxido de hidrogeno-metanol durante 10 min y a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizé un lavado de 5 min con PBS y se aplico el
primer reactivo del kit MACH 1 Universal HRP-Polymer Detection?; el
Background Sniper, que se incubd durante 7 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizo otro lavado con PBS de 5 minutos y se agrego el
anticuerpo primario monoclonal 3.12F1' - dirigido contra la proteina E2- en una

dilucién 1:2000 en PBS. Pasado el tiempo de incubacién de 1 hora a 37°C, se

9 BIOCARE Medical
10 vVmrd Veterinary Medical Research & Development
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lavd con PBS y se continud con la aplicacion de los siguientes reactivos del kit,
ahora el MACH 1 Mouse Probe, para después incubar durante 20 min a
temperatura ambiente. Posterior a un lavado con PBS de 5 min, se agreg6 el
reactivo HRP-Polymer e incubd durante 20 min a temperatura ambiente. Se
realizo otro lavado de 5 min con PBS y se preparé la diaminobencidina (DAB)
colocando a 1 ml del reactivo DAB Sustrato buffer y 1 gota de DAB Chromogen,
se aplico a todos los pozos de la placa y se detuvo la reaccion al minuto de

incubacion aplicando agua destilada.

Para la contratincion, se aplicaron 30 pl de hematoxilina a cada pozo
durante 1 min y se realizé un lavado con agua destilada, se agregaron 30 pl de
agua amoniacal dejando actuar por 1 min; posteriormente, se realiz6 otro lavado
de 5 min con agua destilada y se colocaron 30 pl de alcohol al 70% se decanto
y se agregaron 30 pl de alcohol al 80%, después de decantar se agregaron 30
pl de alcohol al 96% vy finalmente, 30 ul de alcohol absoluto luego de decantar.

Todos los alcoholes se dejaron actuar por 1 min.

5.6.1 Muestras parala IHQ
Se cultivaron en una placa de 96 pozos células MDBK, cuando éstas alcanzaron
un 60% de confluencia se colocaron 50 pl de sobrenadante del ultimo pase de
cada una de las muestras, asi como de la cepa NADL y las 2 cepas NCP como
controles positivos. Células sin infectar fueron utlizadas como controles
negativos. La placa se incub6 durante 96 horas y transcurrido este tiempo fue
fijada con metanol-acetona en una proporcién 1:1 durante 10 min y almacenada

a -71°C hasta su uso.

La IHQ se realiz6 bajo las condiciones antes descritas, hasta la

contratincion de las células.
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6 RESULTADOS

6.1 AMPLIFICACION DE UN FRAGMENTO DE LA REGION
5’'UTR
Los resultados obtenidos de la RT-PCR utilizando los juego de iniciadores

descritos en la seccidn de metodologia, se muestran en el siguiente cuadro.

Muestra Iniciadores
5’ UTR START HCV 90/368 VIL 324/326
SFB 1 + + +
SFB 2 + + +
SFB 3 + + +
SFB 4 + + -
SFB5 - + +
SFB 6 + + +
SFB 7 + + +
SFB 8 + + +
SFB 9 + + +
SFB 10 + + -
SFB 11 + + +
SFB 12 + + +
SFB 13 + + +
SFB 14 + + -
SFB 15 + + +
SFB 16 + + +
Total de SFB (+) 16 16 13
% de SFB (+) 100% 100% 81.25%

Cuadro 7. Resultados de la RT-PCR, utilizando los 3 pares de iniciadores con cada una de las
muestras de SFB.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos de la electroforesis
realizada con los iniciadores 5UTR START.
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300 pb —p
200pb —p
100pb —

Figura 8. Producto de la RT-PCR con los iniciadores 5’UTR START. Fotografia de gel de
agarosa al 1% tefiido con GelRed® en TAE 1x. Carril 1: MTM 1 Kb Plus, carril 2: NADL como
control positivo, carril 3: SFB-3, carril 4: SFB-8, carril 5: SFB-11, carril 6: SFB-9, carril 7: SFB-5,
carril8: SFB-10, carril 9: SFB-6, carril 10: control negativo.

6.2 ANALISIS FILOGENETCO

Se realizo el analisis filogenético del fragmento de la region 5’UTR secuenciado
de cada una de las muestras positivas y de las secuencias de referencia
obtenidas del GenBank utilizando el software Mega 7. Como método de soporte
estadistico, se utilizaron 1000 bootstraps; obteniendo el siguiente arbol
filogenético (Fig. 9). Las secuencias obtenidas en este trabajo se depositaron
en el GenBank y se identificaron con nimeros de acceso del 0Q411605 al
0Q411620.
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Figura 9. Arbol filogenético basado en la region 5’UTR del VDVB. El arbol fue construido por
el método de maxima verosimilitud utilizando un fragmento de 290 nucleétidos contenido en la
region 5’UTR. Se utilizaron las secuencias obtenidas en este trabajo (negritas) y las secuencias
de 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 boostraps.

Los productos de la RT-PCR analizados se segregaron en 3 clados
correspondientes a los subgenotipos la, 1b y 2a; obteniendo 2 muestras
positivas para la, 13 para 1b y 1 para 2a. Cabe destacar que el patron de
resultados obtenido es similar a los subgenotipos de VDVB que circulan en las

poblaciones de ganado bovino de América del Norte y México.
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6.3 AISLAMIENTO VIRAL

Las células MDBK no infectadas y utilizadas como controles negativos no
presentaron efecto citopatico (Fig. 10), mientras que las células infectadas con
la cepa NADL utilizadas como controles positivos presentaron efecto citopatico
a las 48 horas postinfeccion (Fig. 11). De las 16 muestras analizadas se
obtuvieron 13 muestras positivas y 3 negativas, lo que representa el 81.25% y
18.75% respectivamente, cuyo resumen se muestra en el cuadro 8. Estos
resultados fueron evidenciados por medio de inmunohistoquimica, como se

muestra mas adelante.

Figura 10. Fotografia 40x de cultivo Figura 11. Fotografia 40x de cultivo
celular MDBK sin infectar, utilizado como celular MDBK infectado con la cepa
control (-). NADL, utilizado como control (+).

6.3.1 Inmunohistoquimica (IHQ)
En esta prueba se utilizé la cepa NADL y dos cepas NCP como controles
positivos, el control negativo corresponde a células MDBK sin infectar. Después
de aplicar el protocolo establecido en los ensayos de estandarizacion, se
obtuvieron los resultados mostrados en la figura 12, donde las marcas positivas

se observan de color marrén.
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Figura 12. Fotografias de cultivos de células MDBK infectadas con cepas de referencia utilizados
como controles positivos durante la estandarizacion de la IHQ. Las marcas positivas se observan
de color marrén en el citoplasma y alrededor del nicleo celular. A) Fotografia 4X de cultivo celular
infectado con una cepa NCP. B) Fotografia 100x de cultivo celular inoculado con una cepa CP.
C) Fotografia 40X de cultivo celular infectado con una cepa CP correspondiente a NADL. D)
Fotografia 4X de cultivo celular infectado con una cepa NCP.

6.3.2 Muestras parala IHQ
Al evaluar la actividad biologica del VDVB detectado en las 16 muestras de SFB

por medio de IHQ, se obtuvieron los siguientes resultados:
e 13 muestras positivas; SFB 1, SFB 2, SFB 4, SFB 5, SFB 6, SFB 7, SFB

8, SFB 9, SFB 10, SFB 11, SFB 14, SFB 15y SFB 16 (Fig. 13, 14 y 15).
e 3 muestras negativas; SFB 3, SFB 12 y SFB 13 (Fig. 13, y 15).
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Figura 13. Resultados de la IHQ realizada en cultivo celular. A) Fotografia 10x de células
MDBK infectadas con la cepa NADL como control (+). B) Fotografia 10x de células MDBK
inoculadas con la muestra SFB 1. C) Fotografia 10x de células MDBK inoculadas con la muestra
SFB 2. D) Fotografia 4x de células MDBK inoculadas con la muestra SFB 3. E) Fotografia 4x de
células MDBK inoculadas con la muestra SFB 4. F) Fotografia 4x de células MDBK inoculadas
con la muestra SFB 5.
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Figura 14. Resultados de la IHQ realizada en cultivo celular. A) Fotografia 4x de células
MDBK inoculadas con la muestra SFB 6. B) Fotografia 4x de células MDBK inoculadas con la
muestra SFB 7. C) Fotografia 4x de células MDBK inoculadas con la muestra SFB 8. D)
Fotografia 10x de células inoculadas con la muestra SFB 9. E) Fotografia 4x de cultivo células
inoculadas con la muestra SFB 10. F) Fotografia 4x de células MDBK inoculadas con la muestra
SFB 11.
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Figura 15. Resultados de la IHQ realizada en cultivo celular. A) Fotografia 4x de células
MDBK inoculadas con la muestra SFB 12. B) Fotografia 4x de células MDBK inoculadas con la
muestra SFB 13. C) Fotografia 4x de células MDBK inoculadas con la muestra SFB 14. D)
Fotografia 10x de células MDBK inoculadas con la muestra SFB 15. E) Fotografia 4x de células
MDBK inoculadas con la muestra SFB 16. F) Fotografia 4x de células MDBK sin inocular, como
control (-).

En el cuadro 8 se muestra el resumen de los resultados obtenidos de la

RT-PRC, el genotipo detectado en cada aislamiento viral y de la IHQ.
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Genotipo

Muestra | RT-PCR Inicial IHQ
detectado
SFB 1 + 1b +
SFB 2 + 1b +
SFB 3 + la -
SFB 4 + 1b +
SFB 5 + 1b +
SFB 6 + 1b +
SFB 7 + 1b +
SFB 8 + 1b +
SFB 9 + la +
SFB 10 + 2a +
SFB 11 + 1b +
SFB 12 + 1b -
SFB 13 + 1b -
SFB 14 + 1b +
SFB 15 + 1b +
SFB 16 + 1b +

Cuadro 8. Resumen de resultados de la RT-PCR inicial, los genotipos aislados y de la IHQ.
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7 DISCUSION

Se evaluaron 16 muestras de SFB comercializado en México para la deteccion
de genoma del VDVB mediante la técnica de RT-PCR, utilizando iniciadores
previamente reportados para amplificar la region 5’UTR del genoma del VDVB.
El 100% de las muestras resultaron positivas al VDVB por RT-PCR, revelando la
presencia del RNA viral contaminante. Similar a estudios previos realizados en
EUA en donde se ha demostrado la contaminacion de SFB con el VDVB en una
frecuencia que va del 20% al 87 % (189), mientras que en Japoén fue del 57.1%
de un total de 49 muestras procedentes de distintas partes del mundo donde
ademas lograron el aislamiento de dos agentes virales correspondientes al
genotipo 1 del VDVB (210) y en Suiza, de un estudio realizado en 33 muestras

originarios de diferentes paises, el 100% resultaron positivas al virus (187).

La mayoria de los procesos de fabricacion de productos biolégicos
involucran el uso de medios de cultivo que se suplementan con SFB (211),
debido a la alta frecuencia del VDVB como contaminante, el uso de SFB implica
la subsecuente contaminacion de cultivos celulares, vacunas y virus semilla
tratados con el SFB contaminado (59,62,185,196-201,212). Ademas se ha visto
gue puede interferir tanto en investigaciones como en la evaluacién de vacunas
(62), o generar interpretaciones erroneas de pruebas diagnosticas. Por ejemplo,
el uso de vacunas contaminadas con VDVB en cerdos, puede inducir la
produccién de anticuerpos que podrian interferir con los programas de vigilancia
serologica del VFPC (213). Aunado a lo anterior, se ha reportado que el uso de
vacunas contaminadas con VDVB puede producir brotes de la enfermedad en

bovinos (59) y cerdos (214) como se menciond previamente.

Para obtener mas informacién acerca de los subgenotipos presentes en
las muestras, se realiz6 el analisis filogenético de la region amplificada. Los
resultados mostraron que de las 16 secuencias nucleotidicas obtenidas a partir
de las muestras de suero, 13 se agruparon en los subgenotipos correspondientes
al 1b, 2 en el clado de 1a, y solamente 1 en el subgenotipo 2a. Estos resultados
son similares a los descritos previamente en ganado bovino y fauna silvestre de

México; en estudios realizados por Gomez Romero et al se detectaron como
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subgenotipos predominantes al la, 1b, 1c y 2a en bovinos de 6 regiones de
Méxcio (141); posteriormente en un estudio llevado a cabo por Medina Gudifio
et al se detecto y aislo al subgenotipo 1b a parir de un venado gamo (Dama
dama) de México (142). Al mismo tiempo, los subgenotipos 1a y 1b se han
reportado como los pedominantes en poblaciones ganaderas en EUA (186) y
Canadéa (27) mientras que el 2a se ha descrito como endémico de EUA (215)

pero, al igual que en éste estudio, con una menor frecuencia (216).

La diseminacion de los diversos subgenotipos del VDVB esta influenciada
por factores como la localizacion geografica de poblaciones ganaderas, el
desplazamiento de rumiantes silvestres, y el estrecho contacto que puede haber
entre ellos. Lo anterior, debido a que el ganado bovino pueda valer como
reservorio y potencial fuente de infeccidbn para animales silvestres (217) y
viceversa, es decir, también existe un riesgo de que los animales silvestres como
el venado cola blanca (Odocoileus virginianus), introduzcan la infeccion por
VDVB al ganado (218). Aunado a los factores antes mencionados, existen otros
relacionados mas estrechamente con la intervencion humana como la
movilizacion y compra de ganado (55), practicas comunes en hatos como el
manejo reproductivo mediante inseminacion artificial (164) y transferencia de
embriones (58), palpacion rectal (166) o el uso de materiales contaminados con
secreciones de animales portadores del virus (29) y otras iatrogenias como las
inmunizaciones con vacunas contaminadas (59,200). El uso de productos
biolégicos terminados contaminados puede desencadenar brotes de la DVB
como se ha observado en otros paises como Italia, donde se produjo un brote
de la enfermedad por vacunacion en ganado bovino inmunizando contra IBR
(185), o produciendo signos de enfermedad en otras especies como sucedi6 en
cerdos vacunados contra gastroenteritis transmisible del cerdo (TGC), los cuales

desarrollaron signos respiratorios y digestivos (214).

Durante este estudio, se comprobé mediante RT-PCR que las células
utilizadas en el aislamiento viral estuvieran libres del VDVB evitando asi sesgos
en los resultados, pues se sabe que algunas lineas celulares provenientes de

laboratorios proveedores de material bioldgico tuvieron resultados positivos a
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infecciones por este virus (185). Aunado a este control, todos los cultivos

celulares fueron suplementados con suero equino (SE).

Se realiz6 la técnica de inmunoperoxidasa para poder detectar antigenos
del VDVB NCP en los cultivos celulares, ya que antes del tercer pase, no se
habia observado vacuolizacion ni muerte celular de las monocapas infectadas.
Es una practica comun de diagnéstico de VDVB realizar inmunohistoquimica de
cortes de tejido (219); sin embargo, esta técnica se adapt6é para realizar la
deteccion del virus directamente en cultivo celular, teniendo resultados muy
concretos, donde 13 de las 16 muestras, resultaron positivas a la deteccion del
VDVB; SFB 1, SFB 2, SFB 4, SFB 5, SFB 6, SFB 7, SFB 8, SFB 9, SFB 10, SFB
11, SFB 14, SFB 15 y SFB 16. Mientras que las muestras SFB 3, SFB 13y SFB
12, resultaron negativas. Es decir, el 81. 25% de las muestras contenian no sélo
el genoma viral, si no particulas virales con la capacidad de replicarse en cultivo
celular. Estos resultados respaldan hallazgos de estudios anteriores, en los
cuales fue posible aislar o detectar virus activo en muestras de SFB. Lo anterior,
refuerza el evidente riesgo de causar brotes de la DVB por iatrogenia; por lo
tanto, se reitera la necesidad de llevar a cabo medidas de control de calidad en
el manejo de productos biolégicos, como el SFB, a pesar de ser sometidos a

procesos de inactivacion ya que no siempre son 100% eficientes (184).

Se corrobord la actividad biologica de los virus detectados aun en sueros
sometidos a un proceso de inactivacion por calor, evidenciando que el
tratamiento en bafio Maria a 56° C durante 30 min, no es un método eficaz para
inactivar al VDVB, ya que en 13 de 16 muestras se logro el aislamiento del virus;
similar a los hallazgos reportados por Tuncer y Yesilbag en Turquia en 2016, en
el cual en 4 de 14 muestras sometidas a las mismas condiciones, mantuvieron
al VDVB activo, logrando su aislamiento e identificacion mediante la
inmunoperoxidasa (220). Asi mismo, la OIE publicé que dicho método, es

inadecuado para la inactivaciéon del VDVB (150).

Finalmente, se relacionaron los resultados obtenidos mediante las
diferentes técnicas aplicadas en este trabajo (cuadro 8); 13 de los 16 sueros que

resultaron positivos al VDVB mediante RT-PCR, también lo fueron en la
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inmunohistoquimica y en 5 de los 13 aislamientos, se observo el efecto CP del
virus en los cultivos infectados en el cuarto pase ciego, lo que demuestra la

capacidad del virus de replicarse cultivo celular.

Estos hallazgos enfatizan la presencia del virus en el SFB, similar a
publicaciones previas realizadas en EU (172,44), Polonia (194), Brasil (35), y
Suiza (187) entre otros estudios de prevalencia del virus en SFB; sin embargo,
en México son pocos los estudios que se han llevado a cabo y aunque gracias
ellos se sabe un poco mas acerca de los genotipos y subgenotipos presentes
tanto en SFB (221) como en algunos animales silvestres susceptibles (142) y
ganado bovino (141), no se cuenta con suficiente informacion para precisar la
distribucion del virus y sus cepas. También, se requiere mas informacién sobre
su incidencia, prevalencia e impacto economico, asi como del papel que juega
dicha contaminacion en la diseminacién, mantenimiento y generacion de nuevas
variantes del virus. Este y otros estudios resaltan la alta frecuencia de
contaminacion como consecuencia de un deficiente control de calidad de los
productos bioldgicos, por lo que se propone el uso métodos eficientes que
permitan la deteccion del virus y la prevencion de graves consecuencias que la

contaminacion trae consigo.

Un ejemplo de control de calidad esta descrito en las directrices de la
Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos sobre los requisitos y
controles aplicados al suero bovino utilizado en la produccion de productos
meédicos veterinarios inmunoldgicos. En este se describe que el SFB debe
tratarse de acuerdo a un método validado que inactive al VDVB; el suero debe
analizarse antes del tratamiento de inactivacion para evaluar el titulo infeccioso
potencialmente presente y garantizar que estd por debajo del nivel que se ha

demostrado que es inactivado por el tratamiento (222).

Estos hallazgos, hacen hincapié en laimportancia de incluir al VDVB como
un patdégeno que requiere medidas de control mas estrictas, y diagnostico
oportuno, dirigiendo los esfuerzos a la deteccion y eliminacion de los bovinos Pl
principalmente (184). Por otro lado, la vacunacion es considerada una

herramienta importante en el control de la DVB; sin embargo, por si sola no
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elimina el virus del rebafio, Gnicamente se utiliza para proveer proteccion contra
infecciones transplacentarias que den origen a terneros Pl y evitar la

reintroduccion de la enfermedad (146).

Con base en nuestros resultados, es clara la importancia de implementar
el uso de pruebas para el control de calidad de materias primas de origen animal
como las realizadas en este trabajo, debido a que la aplicacion de tratamientos
de inactivacion del suero mediante radiacion gamma o filtracién, no siempre son
100% efectivos (193). Es importante considerar que existen multiples factores
que intervienen potencialmente en los procedimientos de inactivacion por
radiacion gamma los cuales incluyen: la variabilidad de la matriz sérica,
disposicion del empaque del suero (incluyendo método de congelacion del
producto), condiciones de irradiacion gamma, cepa Yy titulo del virus
contaminante a inactivar y concentraciéon de restos de cultivo celular. Asi mismo
existen variaciones en la aplicacion de los meéetodos de irradiacion y de los
operadores en el procedimiento de inactivacion. Como resultado de lo anterior,
existen diversos estudios que determinan la efectividad en la inactivacion del
VDVB contaminante con resultados variables (223). Adicionalmente, los
procedimientos utilizados para inactivar el suero bovino no siempre se aplican
de manera eficiente o no son validados (184). Por lo anterior, se sugiere la
implementacion adicional de técnicas como la RT-PCR (98,185,194), el
aislamiento viral (190) y la IHQ (196) por su alta sensibilidad y especificidad, las
cuales permiten en primera instancia, detectar la presencia de material genético

y en segundo lugar, establecer la infectividad de las particulas virales.

De la misma forma, la pureza, seguridad y eficacia de las vacunas virales
requieren ser evaluadas mediante la aplicacion de metodologias como las
descritas en éste trabajo. Contar con controles de calidad desde el manejo de
los animales hasta la utilizacion del SFB en el laboratorio, permitira acercarnos
al objetivo de minimizar e incluso erradicar el amplio impacto que el DVB tiene
en la salud animal, principalmente en el ganando bovino ademas del impacto

econdmico que hasta ahora tiene a nivel mundial.
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8 CONCLUSIONES

1)

Il

1)

V)

En el 100% de las muestras analizadas durante este estudio, se
evidenci6 la presencia de material genético del VDVB mediante la
técnica de RT-PCR utilizando los iniciadores previamente

mencionados.

Con base en el analisis de las secuencias obtenidas se demostrd que
los genotipos contaminantes del VDVB corresponden al VDVB 1b, 1a

y 2a.

Se logré el aislamiento del VDVB en 13 de 16 muestras de SFB,

evidenciando su actividad biologica.

En este estudio se demostré que el proceso de inactivacion por calor
en bafio Maria a 56°C durante 30 min, no es suficiente para inactivar

al VDVB contaminante de SFB comerciales.
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9 PROSPECTIVA

e Realizar estudios enfocados al control de calidad del SFB como los
descritos en este trabajo para la deteccion del VDVB, aplicAndolos dentro
de laboratorios de referencia, investigacion o produccion de biolégicos,
contribuyendo a su vez a la validacion de los procedimientos de inactivacion
viral aplicados en SFB, asi como en productos biol6gicos terminados como

las vacunas.

e Determinar el titulo viral del VDVB contaminante en SFB, para determinar
su implicacion en el uso de productos biolégicos contaminados con este

virus.

e Realizar estudios acerca de la distribucion geografica del VDVB, la
tipificacion de sus variantes, su incidencia y prevalencia, asi como la

proporcién de los animales PI.

e Realizar estudios acerca del impacto econémico que genera la enfermedad.
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