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RESUMEN

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es un agente patdgeno causante de la
enfermedad denominada diarrea viral bovina (DVB) que afecta al ganado bovino de
todo el mundo. Este virus se segrega en dos genotipos: el VDVB-1y el VDVB-2. A
su vez, estos genotipos se dividen en subgenotipos, siendo el VDVB-1b el més
predominante en todo el mundo seguido del 1a y 1c. En México, la informacion
sobre los genotipos y subgenotipos del VDVB circulantes en ganado bovino
permanece escasa. La informacion disponible se reduce a la deteccién de los
subgenotipos 1a, 1b, 1c y 2a en poblaciones bovinas pertenecientes a 6 regiones,
siendo el subgenotipo 1c el que se detecté con mayor frecuencia. En contraste, en
otro estudio realizado en bovinos de traspatio en Morelos Unicamente se detecto el
subgenotipo la. Por lo tanto, debido a la heterogeneidad y la diferencia en
prevalencia de los subgenotipos del VDVB por region, es importante establecer la
distribucién de subgenotipos del VDVB endémicos en nuestro pais.

En el presente trabajo se colectaron muestras de sueros provenientes de bovinos
de dos municipios de la region de la Laguna, dicha region concentra el mayor
inventario de bovinos productores de leche del pais. Las muestras fueron analizadas
por medio de RT-PCR y de 390 muestras totales se obtuvieron 47 muestras
positivas al VDVB, lo que representa un 12.05% del total muestreado, estas
muestras positivas fueron sometidas a secuenciacién de las cuales se obtuvieron
14 secuencias que fueron utilizadas para el analisis filogenético y subsecuente
construccion del arbol filogenético. De las muestras analizadas se observé una
prevalencia del 71.43% para el VDVB-1a, 7.14% para cada uno de los subgenotipos
1by 1c, y un 14.28% para el subgenotipo 2a. Por lo tanto, los hallazgos de este
estudio demuestran que el VDVB es endémico en el ganado perteneciente a la
region de la Laguna y refuerza que se requiere del establecimiento de medidas de
bioseguridad adecuadas a la situacién epidemioldgica de la region. Asi mismo, la
informacion generada en este estudio complementa lo realizado en otros que tienen

como objetivo establecer el estatus epidemiologico de la DVB a nivel nacional.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a pathogen that causes the disease called
bovine viral diarrhea (BVD), which affects cattle worldwide. This virus is segregated
into two genotypes: BVDV-1 and BVDV-2. In turn, these genotypes are divided into
subgenotypes, with BVDV-1b being the most predominant worldwide, followed by
la and 1c. In Mexico, information on BVDV genotypes and subgenotypes circulating
in cattle remains scarce. Available information is limited to the detection of
subgenotypes 1a, 1b, 1c and 2a in cattle populations belonging to 6 regions, with
subgenotype 1c being the most frequently detected. In contrast, in another study
conducted in backyard cattle in Morelos, only subgenotype la was detected.
Therefore, due to the heterogeneity and difference in prevalence of BVDV
subgenotypes by region, it is important to establish the distribution of endemic BVDV

subgenotypes in our country.

In the present study, serum samples were collected from cattle from two
municipalities in the Laguna region, which has the largest inventory of milk-producing
cattle in the country. The samples were analyzed by RT-PCR and out of 390 total
samples, 47 BVDV positive samples were obtained, representing 12.05% of the total
sampled. These positive samples were subjected to sequencing from which 14
sequences were obtained and used for phylogenetic analysis and subsequent
construction of the phylogenetic tree. Of the samples analyzed, a prevalence of
71.43% was observed for BVDV-1a, 7.14% for each of the subgenotypes 1b and 1c,
and 14.28% for subgenotype 2a. Therefore, the findings of this study demonstrate
that BVDV is endemic in cattle belonging to the Laguna region and reinforce the
need for the establishment of biosecurity measures appropriate to the
epidemiological situation of the region. Likewise, the information generated in this
study complements what has been done in other studies aimed at establishing the

epidemiological status of BVDV at the national level.
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es un agente patdgeno endémico del
ganado bovino perteneciente al género Pestivirus dentro de la familia Flaviviridae
(ICTV, 2023). Se conocen de forma clasica dos especies o dos genotipos, el VDVB-
1y el VDVB-2 (Yesilbag et al., 2017). En este mismo género podemos encontrar
otros agentes patdgenos como el virus de la fiebre porcina clasica (VFPC) y el virus
de la enfermedad de la frontera (VEF) (Neill John, 2013). Asimismo, hay especies
virales emergentes que recientemente se estan clasificando en este género, tales
como el pestivirus tipo HoBi, pestivirus de Bungowanna, pestivirus atipico porcino,
entre otros, de los cuales se sabe que pueden infectar tanto animales domésticos

como silvestres (Smith et al., 2017).

El VDVB se reporto6 por primera vez en 1946 por Olafson y colaboradores como un
nuevo agente infeccioso que causaba una enfermedad gastroentérica que afectaba
al ganado bovino en el estado de Nueva York. Los signos clinicos en el ganado eran
leucopenia, depresion, fiebre, diarrea, deshidratacion, anorexia, sialorrea, descarga
nasal, hemorragias y erosiones gastrointestinales (Olafson et al., 1946). En la
actualidad, el VDVB se ha posicionado como uno de los agentes infecciosos mas
importantes que afectan a los rumiantes en varias regiones del mundo. Su
importancia radica en la capacidad de provocar una enfermedad clinica infecciosa
en el ganado conocida como diarrea viral bovina (DVB), que puede tener diferentes
manifestaciones clinicas en diferentes grados de gravedad. Dicha enfermedad es la
causante de grandes pérdidas econdmicas a la industria ganadera, dificiles de
estimar, y que estan asociadas a una alta morbilidad (33-88%) y mortalidad (4-8%)
(Ridpath et al., 2016), la disminucion en la produccion lactea en vacas productoras
de leche, el sacrificio prematuro de los animales, abortos, malformaciones
congénitas y las infecciones secundarias a las que predisponen la infeccién por el
VDVB (Richter et al., 2017).



1.2 CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El VDVB es un virus envuelto pleomoérfico que mide aproximadamente de 40-60 nm
(Lindberg, 2003). La particula viral esta formada por una envoltura bilipidica externa
rica en glicerofosfolipidos, esfingolipidos y colesterol que cubre la capside, la cual
contiene al genoma viral (Callens N. et al., 2016) (Figura 1). La envoltura lipidica le
confiere sensibilidad al calor, a los detergentes y a los solventes organicos, agentes
quimicos que facilitan su inactivacion (Neill, 2012). La capside tiene una simetria

icosaédrica con un diametro de 25-37 nm aproximadamente (Murphy, 1999).

El VDVB tiene un genoma de ARN monocatenario en sentido positivo de 12,300
nucleotidos que contiene 2 regiones no traducibles cortas (5" UTR y 3’ UTR, por sus
siglas en inglés) que flanquean un marco de lectura (ORF, por sus siglas en inglés)
(Kokkonos et al., 2020). EI ORF se traduce en una sola poliproteina de
aproximadamente 3900 aminoacidos (Newcomer, 2013) que posteriormente es
escindida en proteinas individuales estructurales y no estructurales mediante
proteasas celulares y virales (Mahony et al., 2005). El genoma esta organizado de
la siguiente forma: en el extremo 5’ se encuentran los genes que codifican para la
primera proteina no estructural NP© asi como los genes que codifican para las
proteinas estructurales, que son la proteina de la capside y las glicoproteinas E™s,
E1 y E2. Por otro lado, los siguientes dos tercios del ORF esta constituido por los
genes que codifican las proteinas no estructurales restantes (p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B) (Goens S. D., 2022) (Figura 1).

Las regiones denominadas 5’UTR y 3'UTR no codifican proteinas, se pliegan para
formar estructuras secundarias que interactiuan con las proteinas tanto virales como
celulares y entre si para regular la replicacion y transcripcion del ARN viral, asi como
la traduccién del ORF (Neill, 2013). La region 5 UTR contiene un sitio de entrada
ribosomal interno (IRES, por sus siglas en inglés) que es reconocido por proteinas
de traduccion celular que dirigen al ribosoma a unirse e iniciar la traduccion de la
poliproteina viral en el codén AUG correcto del ORF. El IRES estd compuesto por

tres hélices que contienen dos regiones muy variables (Burks et al., 2011). La region



3'UTR contiene bucles de tallo conservados en lugar de la cola poli-A (Kokkonos et
al., 2020).
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Figura 1. Caracteristicas basicas de los Pestivirus. La figura muestra un esquema de la morfologia
de un Pestivirus, flanqueada por imagenes de microscopia electrénica (VDVB a la izquierda 'y VFPC
a la derecha). Se muestra un esquema del genoma de los Pestivirus, con el marco de lectura abierto
que codifica para la poliproteina, ademas se incluye el procesamiento de la poliproteina por las
diferentes proteasas para obtener cada una de las proteinas virales. (Tautz et al. 2015)

1.3 GENOTIPOS Y SUBGENOTIPOS

Con base en el analisis del genoma del VDVB, este se divide en dos genotipos, el
VDVB-1 y el VDVB-2. Ambos son actualmente reconocidos por el International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV por sus siglas en inglés) como Pestivirus
Ay Pestivirus B respectivamente (Goens, 2022). Recientemente se han descrito un
namero creciente de nuevas especies de pestivirus tentativos relacionados con el
VDVB que se han aislado de animales domésticos y silvestres. Algunos de estos
son el virus Pronghorn aislado a partir de un antilope pronghorn en Estados Unidos,

el virus de Bungowannah aislado a partir de cerdos en Australia y el Pestivirus

-3-



atipico HoBi-Like detectado en sueros y otras muestras de bufalos y bovinos
(Yesilbag et al., 2017).

Los estudios filogenéticos del VDVB han generado la segregacion de cada genotipo
del virus en subgenotipos, en donde hay estudios que identifican 21 subgenotipos
(1a-1u) para VDVB-1 y 4 subgenotipos (a-d) para VDVB-2 y el Pestivirus atipico
HoBi-like (VDVB-3) (Gomez et al., 2021).

Las variaciones genéticas y antigénicas entre los subgenotipos del VDVB pueden
evaluarse mediante diferentes métodos como reacciones de anticuerpos
monoclonales, pruebas de neutralizacion cruzada y comparacion de secuencias de
nucledtidos (Yesilbag et al. 2017). Los analisis filogenéticos de secuencias
genomicas parciales o completas proporcionan informacion mas detallada que los
estudios basados en reacciones con anticuerpos y permiten la rapida deteccion de
los subgenotipos del VDVB-1 y VDVB-2, asi como la identificacion de nuevas
especies virales relacionadas con el VDVB (Ridpath et al., 1994). Se han realizado
estudios sobre genotipificacion del VDVB utilizando diferentes regiones gendmicas,
como la 5’'UTR, Nrrey E2 (Vilcek et al., 2005); sin embargo, las secuencias parciales
o completas de laregién 5 UTR son las mas utilizadas para los analisis filogenéticos
que determinan la genotipificacion de aislamientos del VDVB, y esto permite la
asignaciéon de las cepas del VDVB en genotipos y subgenotipos (Yesilbag et al.,
2017).

La variabilidad genética de los genomas de los pestivirus puede atribuirse a la
acumulacion de mutaciones puntuales resultantes de la actividad de la ARN-
polimerasa dependiente de ARN propensa a errores y a la recombinacion no
homologa y homologa de ARN viral (Yesilbag et al., 2017). Asumiendo que la tasa
de mutacion de los Pestivirus es similar a la informada para otros virus de ARN, se
puede estimar que se introduce una mutacion puntual en el genoma viral por ciclo
de replicacién (Tautz et al., 2015). Para el VDVB-1 se han estimado diferentes tasas
evolutivas, el analisis de las secuencias de la regién 5 UTR revela una tasa
evolutiva media de 9.3 X 108 sustituciones/sitio/afio (Luzzago et al., 2012). También

hay estudios que confirman la tasa evolutiva del virus a partir del analisis de las
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secuencias de las regiones de E1 y E2 en 1.26 X 103 sustituciones/sitio/afio
(Chernick et al., 2014). Se ha descrito también que las recombinaciones de ARN del
VDVB entre uno o mas genotipos y subgenotipos son posibles, lo cual representa

un desafio para los analisis filogenéticos y clasificacion del virus.

En la tipificacion genética inicial de los aislamientos del VDVB-1, sdélo se
reconocieron los subgenotipos 1a y 1b (Ridpath et al., 1994); posteriormente, Vilcek
y colaboradores, en 2001 describieron al menos 11 subgenotipos del mismo
genotipo (Vilcek et al., 2001), lo que muestra la diversidad considerable de este tipo
de pestivirus y la importancia de continuar haciendo estudios de epidemiologia
molecular en la actualidad que permitan monitorear tanto genotipos como

subgenotipos prevalentes al dia de hoy.

1.4 BIOTIPOS

El VDVB se puede clasificar en dos biotipos con base en su efecto en cultivo celular,
dividiéndose en cepas citopaticas (CP), aquellas que causan vacuolizacién y muerte
de las células, y no citopaticas (NCP) refiriéendose a las cepas que tienen la
capacidad de replicarse en el monoestrato celular sin generar cambios morfolégicos
o funcionales en el cultivo celular (Deregt y Loewen, 1995). Sin embargo, esta
caracteristica no influye en la virulencia del virus, e incluso, se sabe que las cepas
con mayor virulencia pertenecen al biotipo NCP. Adicionalmente, el VDVB NCP
tiene mayor distribucion a nivel mundial (Pellerin et al., 1994), cerca del 90-95% de
los aislamientos de cepas del VDVB de campo son NCP y son las responsables de
causar la mayoria de las presentaciones clinicas de la enfermedad incluyendo

infeccién persistente (Dubovi, 1992).

Ambos biotipos tienen su principal diferencia a nivel molecular. Los VDVB CP tienen
una proteina adicional que resulta de la escision de la proteina NS2-3 en las
proteinas NS2 y NS3, este cambio se asocia a cambios genotipicos puntuales bien

caracterizados que por lo general ocurren en animales infectados con una cepa



NCP (Rajput et al., 2017). El evento mutacional mas comun asociado a estos
cambios fenotipicos es la recombinacion genética, en donde pequefias secuencias
de la célula hospedadora se insertan en el genoma del VDVB NCP, estas
secuencias codifican para la ubiquitina permitiendo su escision a nivel de la proteina
NS2-3 (Peterhans et al., 2010). Otros mecanismos que pueden explicar la expresion
de la proteina NS3 en el VDVB CP son duplicaciones en la region NS3 e inserciones

de nucledtidos en la region que codifica para la proteina NS2 (Balint et al., 2005).

1.5 REPLICACION

La replicacion del VDVB comienza con la union e interaccion del virion con
receptores especificos de la célula huésped, como el CD46 (Maurer et al., 2004),
glicoproteinas de la membrana celular como el heparan sulfato (Hulst et al., 2001)
y el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR, por sus siglas en inglés)
(Agnello et al., 1999). Esta union esta dada por la interaccidn de las glicoproteinas
virales, y se sabe que E™s tiene el primer contacto con los glicosaminoglicanos de
la superficie celular (Igbal et al., 2004) y E2 lo hace con las proteinas de membrana
(Xue et al., 1993) CD46 y LDLR.

Una vez que el virus se encuentra unido a la célula, continia el proceso de
internacién mediante endocitosis mediada por clatrina, la envoltura viral se fusiona
a la membrana del endosoma en un proceso dependiente de la disminucion de pH
endosomal y mediado por glicoproteinas virales (Lecot et al., 2005). Ya que se
completa la entrada a la célula huésped, el virus se desnuda con ayuda de enzimas
celulares que remueven la capside y el material genético es liberado al citoplasma
(Sagar et al., 2008).

La traduccidén comienza cuando el IRES se une a la subunidad ribosomal 40S,
posteriormente se formara el complejo 80S unido al coddén de inicio AUG y se
traduce la poliproteina que sera escindida por proteasas virales y celulares para

obtener las proteinas estructurales y no estructurales antes descritas (Liu et al.,
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2019). La Nrre es la primera proteina escindida de la poliproteina, y es responsable
de su propia liberacion. De manera subsecuente, las proteinas C, E™s E1, E2 y p7
son escindidas por actividad de proteasas celulares. Por el contrario, la escisién de
las proteinas rio abajo como NS2-3; NS4A, NS4B, NS5A y NS5B esta dada por
actividad proteasa de la NS3 (Elbers et al., 1996; Heimann et al., 2006).

Las proteinas no estructurales se ensamblan en un complejo de replicasa funcional
para catalizar la transcripcion de ARN de polaridad positiva a ARN de polaridad
negativa que funcionara como molde para que el complejo de replicasa pueda
seguir sintetizando moléculas adicionales de ARN en sentido positivo (Warrilow et
al., 2000). La replicacién del material genético inicia con un complejo de replicasa
de cadena positiva compuesto por componentes virales y celulares formados en el
extremo 3’ del genoma. La progresion desde la iniciacion hasta la elongacion ocurre
después de la sintesis de ARN naciente de 8 a 10 nucleétidos de longitud (Sun vy
Kao, 1997).

Como parte del ensamblaje de nuevos viriones, la proteina de la capside se une al
ARN gendmico viral en el reticulo endoplasmico y su envoltura es adquirida a partir
de membranas de vesiculas citoplasmaticas y aparato de Golgi. Posteriormente, las
particulas virales formadas son liberadas mediante exocitosis y pueden ser

detectadas a las 8 horas post infeccién (Groomer et al., 2001; Nutall, 1980).

1.6 PATOGENIA Y PATOGENESIS

El VDVB en cualquiera de sus dos genotipos tiene como hospedero natural al
ganado bovino; sin embargo, se ha documentado que este virus es capaz de
generar infecciones en diferentes especies tanto domésticas como silvestres, dentro
de las cuales se incluyen ovinos, caprinos, cerdos, ciervos, bufalos, bisontes y

alpacas, entre otros (Yesilbag et al., 2017).

La transmision del VDVB se lleva a cabo de forma horizontal y vertical. En el primer

caso, puede ser una transmision horizontal directa, dada por el contacto entre un
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animal persistentemente infectado (PI), del que se hablara en este mismo apartado,
y un animal susceptible. Asi mismo, los animales que cursan por un proceso de
infeccion agudo de la enfermedad también pueden infectar a otros animales por
transmision horizontal. Esta via suele ser menos eficiente debido a la baja
concentracion viral que eliminan los animales con este tipo de infeccion (Meyling et
al., 1990). Los animales susceptibles entran en contacto directo con secreciones
corporales como descargas nasales, saliva, orina, heces, semen, leche y
secreciones uterinas ademas de abortos, y se sabe que basta una hora de contacto
para que se lleve a cabo la transmision (Traven et al.,1991). Ademas, se ha
reportado la transmision a partir de semen contaminado utilizado en inseminacion
artificial y por la transferencia de embriones contaminados con el VDVB (Brock et
al., 1991).

La transmision horizontal indirecta puede ser por el contacto de animales
susceptibles con diferentes fomites, como agujas y jeringas reutilizadas, pinzas

nasales, guantes de palpacién o el uso de vacunas contaminadas (Houe, 1999).

La transmision vertical se presenta cuando una hembra gestante susceptible es
infectada con el VDVB, el cual, tiene la capacidad de atravesar la barrera placentaria
e infectar al feto. El tipo de presentacion clinica que desarrollara el producto se vera
influenciado por el biotipo viral y la etapa de la gestacion en la que ocurra la infeccion
(Grooms, 2004).

El VDVB puede producir desde una infeccion subclinica, hasta causar diferentes
manifestaciones clinicas, incluyendo las presentaciones reproductivas, digestivas,
respiratorias, congénitas e infecciones persistentes (Deregt y Loewen, 1995).
Diversos factores virales como la virulencia del virus, genotipo y biotipo, asi como
factores del hospedador como edad, estado fisiologico e inmunologico estan

involucrados en la presentacion de la enfermedad y su gravedad.

A continuacién, se describen los cuadros clinicos asociados a la infeccion por el
VDVB.



Infeccidn subclinica.

Se presenta en animales inmunocompetentes y se estima que cerca del 70
al 90% de las infecciones por el VDVB son de este tipo. Los animales pueden
atravesar por cuadros de fiebre leves y leucopenia, posteriormente habra una
seroconversion al desarrollarse anticuerpos especificos contra el virus, y por
lo tanto, esta presentacion explica la alta prevalencia de ganado seropositivo
al VDVB (Baker, 1995).

Infeccion aguda.

Cuando la infeccién por el VDVB se vuelve clinica, adquiere el nombre de
DVB, es comun que se presente en animales de 6 meses a 1 afo de edad y
tiene un periodo de incubacion de 5 a 7 dias (Baker, 1995). La viremia ocurre
entre los 4 y los 10 dias post infeccién; ademas, en este periodo el virus
puede ser excretado en secreciones nasales y oculares (Brownlie et al.,
1987). El cuadro clinico en esta presentacion se caracteriza por fiebre
transitoria, leucopenia, anorexia, depresion, trastornos respiratorios, diarrea
y aborto (Goto et al., 2021).

Infeccion en bovinos gestantes.

El VDVB tiene la capacidad de atravesar la barrera placentaria y establecer
una infeccién en el feto, puede generar diferentes alteraciones dependiendo
la etapa de la gestacién en la que afecte al producto. Durante los primeros
18 dias de la gestacién el VDVB no puede generar una infeccion en el
embridn ya que no puede penetrar la zona pelucida (Moennig y Liess, 1995).
Una vez que se desarrollan los cotiledones, la viremia de la madre entre los
dias 29 y 41 después de la concepcion, puede resultar en una infeccion
embrionaria que podria conducir directamente a la muerte y reabsorcion del

embrion (Carlsson et al., 1989).

La infeccidn en una vaca gestante con una cepa NCP del VDVB entre los

dias 25 y 120 de la gestacion es la principal causa de animales
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persistentemente infectados (Pl) (Khodakaram y Farjanikish, 2017). A partir
del dia 150 de la gestacion, la infeccion con el VDVB puede generar en el
producto efectos teratogénicos, tales como atrofia cerebelosa, degeneracion
ocular, braquignatismo, formaciéon de pseudoquistes en el cerebro y timo,
hidrocefalia y retraso del crecimiento pulmonar, entre otros (Lanyon et al.,
2014).

Infeccién persistente.

Esta presentacion de la enfermedad ocurre cuando una hembra gestante es
infectada con una cepa NCP del VDVB dentro de los dias 25 y 120 de la
gestacion; sin embargo, en ocasiones se puede encontrar una ventana de
infeccidn desde el dia 18 hasta el 125 (Grooms, 2004).

Las cepas NCP del virus tienen la capacidad de inhibir la produccion de
interferdon | en el feto, lo cual permite que el virus permanezca en el producto
sin ser detectado y eliminado y asi establecer una infeccidn persistente
generando animales Pl al nacimiento (Lanyon et al., 2014). Estos animales
tienen la capacidad de eliminar al virus durante toda su vida a través de
secreciones como leche, saliva, semen, secreciones nasales, aerosoles,
orina y heces, entre otras (Brownlie et al., 1987), siendo asi, la principal
fuente de transmision del virus hacia los animales susceptibles de un rebano

Sano.

Los animales Pl pueden parecer clinicamente sanos; sin embargo, algunos
pueden presentar un retraso en la tasa de crecimiento, por lo que son
animales mas pequefos y mas débiles, representando una fuga econémica

para el productor (Baker, 1995).
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e Enfermedad de las mucosas (EM).

Es una presentacion que sélo ocurre en el ganado Pl y suele ser fatal. Se
asocia a la coinfeccion de animales Pl con una cepa CP homdloga o
heterdloga del VDVB o puede generarse a causa de la mutacién de la cepa
NCP residente (Brownlie et al.. 1984; Sentsui ef al., 2001).

El virus CP infecta los centros germinales de los ganglios linfaticos, las
amigdalas y el tejido linfoide asociado al intestino (placas de Peyer) antes de
propagarse al epitelio gastrointestinal, promueve Ila activacién vy
diferenciacion de monocitos, al mismo tiempo inhibe la presentacién de
antigenos a linfocitos T, esto conduce a un proceso inflamatorio
descontrolado y debilitamiento del sistema inmunolégico (Lanyon et al.,
2014). La proteasa NS3 de la cepa CP del VDVB induce la apoptosis de las
células infectadas (Yamane et al., 2006) principalmente en las placas de
Peyer, generando atrofia del tejido linfoide. La infeccion genera necrosis de
las células epiteliales del tracto digestivo provocando erosiones vy
ulceraciones sobre el mismo. Esto ocasiona el escape de liquido de la
superficie lesionada del tubo digestivo y los animales presentaran entonces
cuadros de diarreas y deshidratacion, mientras que las infecciones
bacterianas y la inflamacion en los sitios expuestos provocaran septicemia

secundaria que culminara con la muerte del animal (Lanyon et al., 2014).
e Sindrome hemorragico.

Esta presentacion clinica esta asociada a una infeccién por un VDVB-2
biotipo NCP (Ridpath et al., 2000) y se caracteriza por diarreas hemorragicas,
epistaxis, mucosas con hemorragias, sangrado constante en sitios de

inyeccion, anemia, leucopenia, trombocitopenia y muerte (Polak et al., 2014).
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1.7 DIAGNOSTICO

El objetivo principal del diagndstico de la DVB es la deteccion de los animales PI,
ya que ellos representan la principal fuente de infeccion para los animales
susceptibles (Houe, 1999). Para ello, se pueden utilizar una serie de pruebas
diagndsticas encaminadas a detectar al antigeno viral; en contraste, la deteccion de
anticuerpos especificos en estos animales no es posible debido a que el virus no es
reconocido por su sistema inmunoldgico y no generan seroconversion. Para los
animales que atravesaron por una infeccidon subclinica o aguda si sera posible
emplear pruebas serologicas para identificar a los animales positivos. A
continuacion, se enlistan algunas técnicas diagnodsticas de eleccion para la
deteccién de animales positivos a la DVB, tanto para la deteccion de antigeno como

para la deteccion de anticuerpos.
e Aislamiento en cultivo celular.

El VDVB tiene la capacidad de replicarse en diferentes lineas celulares, como el
cultivo de cornete bovino, el de testiculo de toro o la linea de células de rifidén de
bovino Madin Darby Bovine Kidney (MDBK por sus siglas en inglés) (Edwards,
1990), en donde los virus pueden infectar a las células para replicarse y

posteriormente lograr identificarlos.

Las muestras que se sugieren para realizar el aislamiento en casos de enfermedad
aguda son sangre completa o la capa leucoplaquetaria, érganos linfoides como
linfonodos, bazo y placas de Peyer. Otras muestras comunes como secreciones
nasales, semen, leche u otros tejidos, pueden no ser éptimos para el diagndstico de
presentaciones agudas o subclinicas de la enfermedad debido a la presencia de
anticuerpos neutralizantes producidos por el animal sospechoso y que podrian
interferir con los resultados. Para los animales Pl por la cantidad de virus que
produce su organismo, practicamente cualquier muestra podria ser adecuada para

lograr el aislamiento (Saliki y Dubovi, 2004).

El periodo de incubacién para el aislamiento del VDVB es en promedio de 4 a 5

dias, y el crecimiento en el cultivo celular puede o no causar efectos citopaticos
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dependiendo del biotipo de la cepa (Saliki y Dubovi, 2004). Para las cepas CP se
tendran que hacer revisiones diarias del cultivo celular con la finalidad de identificar
algun cambio asociado a la replicacion viral, como lo son la vacuolizacién y muerte
celular (Deregt y Loewen, 1995). Para las cepas NCP se confirma el aislamiento
con el uso de anticuerpos especificos marcados con un fluorocromo o con una

enzima como la peroxidasa fijando el cultivo celular infectado (Sandvik, 1999).
e Pruebas moleculares (deteccion de ARN viral).

La deteccién de ARN viral se logra mediante el uso de la prueba de Transcripcion
Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). Esta prueba tiene la
capacidad de detectar fragmentos de regiones del genoma del VDVB y que con su
posterior analisis se pueden clasificar en los diferentes genotipos y subgenotipos

existentes del virus (Ridpath y Bolin, 1998).

Para poder realizar el diagnéstico de DVB mediante RT-PCR se puede utilizar como
muestra suero, leche, orina, tejidos, hisopados y capa leucoplaquetaria. Sin
embargo, se debe de considerar la facilidad para extraer el ARN de cada una de las
muestras para identificar correctamente al VDVB como parametro para la eleccion
del espécimen; asi mismo, trabajar con controles internos para identificar resultados
errébneos ocasionados por una mala preparacion de la muestra (Saliki y Dubovi,
2004).

e Inmunohistoquimica (IHQ)

La inmunohistoquimica es una técnica de diagndstico que consiste en identificar
antigenos virales en una muestra de tejido fijada en formalina y embebida en
parafina usando anticuerpos especificos marcados, que al unirse al antigeno
generaran una tincién visible microscopicamente evidenciando el reconocimiento

del antigeno viral (Brodersen, 2004).
e Inmunoensayo enzimatico (ELISA)

Es una prueba que se basa en el uso de anticuerpos especificos que se encargan
de capturar a un antigeno viral. Para esta técnica se pueden usar como muestras

particulas virales purificadas, extractos de cultivos celulares inoculados con el
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VDVB, antigenos virales simples o proteinas virales recombinantes producidas en
bacterias. Estas pruebas son utilizadas comunmente en ganado Pl ya que en
animales con presentaciones agudas de la enfermedad suelen encontrarse falsos

negativos por la cantidad de antigeno que producen (Saliki y Dubovi, 2004).

1.8 CONTROL Y PREVENCION

La trazabilidad e identificacion de animales positivos al VDVB se consideran
medidas basicas de bioseguridad ya que la movilizacion de animales Pl es una de
las principales fuentes de propagacion de la enfermedad; por lo tanto, con estas
medidas se pueden establecen restricciones de movimiento de ganado (Larghi,
2018). Ademas del manejo que se emplea con la identificacion y la eliminacion de
los animales PI, también se sabe que las instalaciones y el manejo de los animales
en los hatos son sumamente importantes. En las producciones que cuentan con
areas bien determinadas y correctamente separadas se observa un retraso en la

transmisién de la enfermedad (Houe, 1999).

Como se mencion6 anteriormente, el ganado Pl es clave para la transmision del
VDVB siendo la principal fuente de produccion del virus. Por esta razén, los
programas de control y prevencion de la enfermedad tienen como objetivo su
identificacion mediante pruebas diagnosticas y posterior eliminacion de estos
animales (Larghi, 2018). Diferentes paises, principalmente europeos, han
implementado estrategias de control y erradicacion. Por ejemplo, el modelo
escandinavo, que también se implementd en Austria, se basa en la preseleccién de
granjas con un mayor riesgo de la presencia de animales Pl dentro de un hato,
mediante el uso de deteccion de anticuerpos en leche a granel con una prueba de
ELISA, con una estricta politica de no vacunacioén. Posteriormente, se analizan los
sueros de animales de producciones con una prevalencia mayor o igual al 60% para
identificar animales Pl y retirarlos, posteriormente se establece un seguimiento
serologico continuo, con esto, se esperaria una erradicacion de la enfermedad en

un periodo aproximado de 10 afios (Wernike et al., 2017).
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En Alemania a partir del afio 2011 se implementd un programa de erradicacién
nacional que se basa en evaluar a todos los terneros recién nacidos durante el
primer mes de vida para detectar la presencia del antigeno y eliminar a todos los
animales Pl del hato para después mantener un diagndstico seroldgico continuo
(Wernike et al., 2017).

Otro pais que ha implementado programas de control y erradicacion de VDVB es
Escocia. Empezaron su plan en 2010 con el objetivo de identificar y eliminar
animales Pl de los rebafios. Actualmente el programa cuenta con 5 fases. La
primera fase consistid en una deteccidon del virus en las poblaciones de bovinos
nacionales subsidiada por el gobierno. Esta incluia pruebas diagnosticas vy
orientacion veterinaria en caso de tener casos positivos. Con esta primera fase se
encontré que el 23% de la poblacion de ganado carnico y el 52% del ganado
productor de leche habian estado expuestos al virus. La fase dos incluy6 el requisito
de realizar evaluaciones anuales en las producciones por parte de los ganaderos,
estos tenian que enviar muestras a laboratorios aprobados por el gobierno escocés
quienes generaban los informes de los resultados. La tercera fase entr6 en vigor a
principios de 2014 e incluia tres medidas de control con la finalidad de disminuir la
propagacion del virus. La primera era prohibir la venta o movilizaciéon de ganado con
pruebas positivas a la enfermedad tanto para animales Pl como animales con
presentaciones agudas o subclinicas, la segunda medida era el requisito de declarar
el estado de un rebano antes de poder venderlo y la tercera era una restriccion de
rebafios no evaluados. La cuarta fase comenzd en junio de 2015 e implica la
introduccion de pruebas mejoradas y mas restricciones de movilizacion. Por ultimo,
la fase 5 que busca especificar ain mas cada uno de los requisitos para los
productores y que el porcentaje de cumplimiento al programa de deteccién del
VDVB sea mayor (Larghi, 2018).

Galicia fue la primera regién en Espafia que implementd programas de control para
la DVB, en 2004 iniciaron con bases muy similares a lo descrito anteriormente, que
es identificar animales Pl en los rebafos y eliminarlos, ademas de mantener la

aplicacion periodica de pruebas diagndsticas para asegurar que una poblacién
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determinada esta libre de la enfermedad. Sus evaluaciones se realizaban con
pruebas seroldgicas semestrales en ganado mayor de un afo utilizando muestras
de leche a granel, y una vez que se detectaron titulos de anticuerpos altos se
sospechaba de la presencia de animales Pl en el rebafio, por o que se iniciaba
entonces una evaluacion individual de todos los animales utilizando una prueba de
ELISA que captura el antigeno de la proteina E™s del VDVB (Factor et al., 2016). Un
inconveniente para este método era la vacunacion, ya que los animales que eran
vacunados producian titulos de anticuerpos que tenian que considerarse para la

interpretacion de resultados (Larghi, 2018).

La mayoria de los programas establecidos para el control y la erradicacion de la
DVB no consideran como una herramienta principal la vacunacion; sin embargo,
muchos paises que no tienen estos programas utilizan las vacunas para tratar de

controlar la transmision de la enfermedad (Houe et al., 2006).

Existen diferentes tipos de vacunas comerciales en el mundo, pueden ser vacunas
de virus inactivado o de virus modificado o atenuado. Incluyen los genotipos 1 o 2,
y se comercializan en presentacion monovalente o multivalente. Su uso dependera
de las condiciones y caracteristicas de la produccion, ademas del tipo de manejo
que se vaya a implementar. Las vacunas con virus inactivo contra la DVB pueden
tener una efectividad variable debido a su baja inmunogenicidad que esta
directamente relacionada con su concentracion antigénica (Fernandez et al., 2009).
Se sabe también que debido a la poca diversidad de cepas que se emplean para su
produccion, la antigenicidad cruzada es muy limitada. Este tipo de vacunas por lo
regular se combinan con otros patégenos reproductivos y respiratorios, por lo que
la concentracion de antigeno sera mas baja y puede conducir a una produccion
reducida de anticuerpos por parte del hospedero (Pecora et al., 2015). Las vacunas
activas son mas utilizadas en comparacion con las vacunas inactivadas y confieren
una mayor proteccién inmunitaria del hospedero; sin embargo, existe un riesgo
considerable de mutacion, reactivacion, recombinacion y replicacion del virus por lo
que algunos paises como Argentina no las utilizan para el control de la enfermedad
(Larghi 2018).
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Ambos tipos de vacunas han estado presentes en el mundo desde hace mas de 50
afos, sin muchas modificaciones. No obstante, la presentacion de la enfermedad
sigue siendo un problema para las producciones de ganado bovino, esto quiere
decir que las vacunas también deberian tener actualizaciones constantes. La baja
eficacia que la vacunacion tiene para el control y la prevencion de la enfermedad se
debe a la heterogeneidad que existe entre las diferentes cepas virales que se

encuentran en cambio constante (Antos et al., 2021).

Las variaciones genéticas descritas para los genotipos 1 y 2 deben considerarse en
el control de la enfermedad ya que los diagndsticos y las vacunas que funcionan
contra cepas homdlogas pueden ser menos eficaces para virus genéticamente
distintos (Yesilbag et al., 2017).

1.9 EPIDEMIOLOGIA

El VDVB es un agente etiolégico presente en las producciones de ganado bovino
en todo el mundo, la seroprevalencia del virus varia dependiendo la region, pero se
estima que oscila entre el 40% y el 80% considerando los casos de enfermedad
aguda. Por otro lado, la prevalencia de los animales Pl se encuentra entre el 0.5%
y el 4%, sin embargo, estos datos requieren un mejor soporte estadistico a nivel
mundial ya que existen regiones que no realizan el diagnéstico de la enfermedad y
por lo tanto tampoco se tiene el conocimiento de la prevalencia de animales PI
(Quintero et al., 2019). Estos datos podemos considerarlos como prevalencia y
seroprevalencia aparentes, ya que solo se considera una presentacion de la
enfermedad (enfermedad aguda y PI) por lo que a nivel mundial podemos inferir que
los valores de prevalencia y seroprevalencia real siguen siendo inciertos en

diferentes partes del mundo.

Un estudio realizado en 2018 por Scharnbdck y colaboradores, determind la
prevalencia del VDVB analizando diferentes reportes, sumando asi la informacion
de 6,5 millones de animales de 310 548 rebafios desde 1961 hasta 2016. Se

identific6 en el analisis que la prevalencia de los animales con infecciones
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persistentes era variable en todo el mundo, calculada como baja prevalencia
(<0.8%) en paises de Europa, América del Norte y Australia, una prevalencia media
(0.8%-1.6%) en paises del este de Asia, y una prevalencia alta (>1.6%) en el oeste
de Asia. Encontraron que la prevalencia de animales con infecciones persistentes
disminuye con el paso del tiempo en los paises de Europa, probablemente por la
implementacion de programas de control y erradicacion de la enfermedad. Con
relacion a la seroprevalencia, en el mismo estudio se determiné que mantenia
valores relativamente constantes durante el periodo de estudio, encontrando
valores que van de 48.73% a 46.23%. Sin embargo, se observa un ligero incremento
en la seroprevalencia de América del Norte y una disminucion en paises europeos.
El estudio concluye que con base en los datos analizados es necesario establecer
mas estudios epidemiolégicos estandarizados para que las autoridades sanitarias
encargadas del control de enfermedades puedan establecer mejores medidas para

la prevencion, control y erradicacion de la enfermedad (Scharnbdck et al., 2018).

También se puede considerar la distribucion mundial de los genotipos vy
subgenotipos reportados del virus para entender su distribucién y evolucion. Hay
estudios que indican que ciertos subgenotipos del VDVB predominan en diferentes
paises, en los cuales no solo se ha detectado el virus en ganado bovino, sino que
también hay aislamientos reportados en otros rumiantes como ovejas, cabras, yaks,

bufalos, llamas, alpacas, camellos y ciervos (Becher et al., 1999).

Otro estudio realizado por Yesilbag y colaboradores analizan la recopilacion de
secuencias del VDVB depositados en bases de datos, en donde el VDVB-1b es el
subgenotipo predominante a nivel mundial seguido de VDVB-1a y VDVB-1c.
Considerando a cada continente de forma individual se sabe que el VDVB-1b es el
subgenotipo predominante en América, Asia y Europa. En Australia, mas del 95%
de los aislados reportados corresponden al VDVB-1c, mientras que para Africa no
hay informacién suficiente que ayude a determinar el subgenotipo predominante. En
cambio, en Sudafrica se determina que VDVB-1a se ha detectado con mayor

frecuencia que otros subgenotipos del virus (Yesilbag et al., 2017).
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El VDVB-2 se identificod por primera vez en Canada y Estados Unidos; sin embargo,
actualmente se sabe que la distribucién de este genotipo incluye paises europeos
como Alemania, Bélgica, Francia, Reino Unido, Eslovaquia y Austria (Yesilbag et
al., 2017). Hay estudios que revelan que el VDVB-2a es el subgenotipo con mayor
prevalencia en todos los continentes, mientras que el VDVB-2c se ha detectado en
paises de América y Europa y el VDVB-2d sélo se ha aislado en Argentina

(Giangaspero et al., 2008).

1.10 SITUACION DEL VDVB EN MEXICO

Actualmente, los informes oficiales y los estudios cientificos sobre la DVB en México
son limitados. La DVB esta clasificada dentro del grupo 3 referenciado en el Acuerdo
mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las
enfermedades y plagas exoéticas y endémicas de notificacion obligatoria de los
animales terrestres y acuaticos como una enfermedad endémica y de distribucién
nacional. La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) y las autoridades
nacionales estipulan que “los contagios de DVB son de riesgo menor ya que pueden
ser controlados con buenas practicas ganaderas y notificaciones mensuales
obligatorias al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SIVE)” (ACUERDO).
Por tal motivo, no existe algun programa nacional de control y erradicacion de la
enfermedad obligatorio y todos los manejos preventivos son voluntarios y
establecidos con base en el conocimiento que los manejadores de ganado tengan
sobre la DVB. En cuanto al diagndstico se considera al Centro Nacional de Servicios
de Diagnoéstico en Sanidad Animal (CENASA) como laboratorio de referencia a
cargo del diagnostico de la DVB y los ensayos que se implementan para la deteccion
del VDVB son el aislamiento viral, RT-PCR en tiempo real, ELISA y neutralizacién

viral (Gomez-Romero et al., 2021).

El manejo de la vacunacion en México tiene como principal objetivo disminuir la
incidencia de trastornos respiratorios y reproductivos. Es comun encontrar vacunas
multiples en combinacion con otros antigenos para la prevencién del complejo
respiratorio bovino. Ademas, las vacunas son formuladas principalmente con virus
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activos modificados utilizando cepas de referencia norteamericanas; por lo tanto, no
hay una prevencion especifica contra cepas del virus circulantes en el pais.
También, se sabe que la aplicacion de estas vacunas puede representar un riesgo
para hembras gestantes por todas las complicaciones que esto implicaria sobre la

posible generacion de animales Pl (Gomez-Romero et al., 2021).

Hay pocos estudios que evaluan la prevalencia de la DVB en México, el primero de
ellos se baso en la identificacién de anticuerpos neutralizantes contra VDVB en 47
animales no vacunados con historia clinica de abortos, infertilidad y signos
respiratorios, en el cual se determin6é una seropositividad del 75% (Correa et al.,
1975). Posteriormente, Suzan y colaboradores describieron una seroprevalencia del
70.5% en ganado lechero de dos estados de la republica y del 62.5% en ganado de
carne de 10 estados como evidencia serolégica de infeccion por VDVB en ganado

sano (Suzan et al., 1983).

En otros estudios de seroprevalencia del VDVB se evidencia que una proporcion
sustancial de la poblacion de ganado bovino en México ha estado expuesta al virus,
ya sea por exposicidon natural o por vacunacién; sin embargo, no hay una
interpretacion correcta de estos resultados que nos ayuden a identificar cual es la
historia natural de la exposicidén de los animales a cepas virales de campo. Por otra
parte, en los estudios de prevalencia de anticuerpos contra la enfermedad no se
considera a los animales PI, los cuales so6lo tienen la capacidad de generar
anticuerpos contra cepas heterdlogas a la cepa original que causa la
inmunotolerancia (Gomez-Romero et al., 2021). Con esta informacion se puede
considerar que los datos relacionados a la seroprevalencia del VDVB en México
estan subestimados y se requieren metodologias mas especificas que nos ayuden

a identificar el comportamiento y la distribucion del virus en el pais.

Como se menciond anteriormente, la informacién relacionada a la diversidad
genética del VDVB en México es escasa. Un estudio reciente realizado por Gémez-
Romero y colaboradores, identific6 4 subgenotipos del VDVB en ganado de 6
estados de la republica: VDVB-1a, 1b, 1c y VDVB-2a; siendo el subgenotipo 1c el

que tuvo una mayor frecuencia de identificacién, seguido de los subgenotipos 1b,
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1a y 2a (Gomez-Romero et al., 2017). No obstante, se requiere mas informacién
para poder establecer el estado epidemioldgico nacional, esto ayudaria a conocer

mejor la enfermedad y poder establecer mejores manejos de control y prevencion.
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2. JUSTIFICACION

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es un agente patdégeno endémico de las
poblaciones de ganado bovino en todo el mundo que puede tener diversas
presentaciones clinicas de gravedad variable. Debido a lo anterior, genera pérdidas

econdmicas significativas a la industria ganadera.

La informacién sobre la caracterizacién genética de los genotipos y subgenotipos
del VDVB prevalentes que circulan en la poblacién ganadera nacional continua

siendo escasa.

La cuenca lechera de la comarca lagunera en México, es una regién que concentra
la mayor parte del inventario bovino de leche; no obstante, no hay estudios previos

que determinen los genotipos y subgenotipos del VDVB predominantes en la region.
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3. HIPOTESIS

El VDVB se encuentra circulando en poblaciones bovinas pertenecientes a la

cuenca lechera de la Laguna, México.
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4. OBJETIVO
4.1 Objetivo general

Genotipificar las muestras positivas al VDVB por RT-PCR y secuenciacion
obtenidas a partir de suero de bovinos para determinar los patrones filogenéticos de
la region 5 no traducible (5 UTR) del VDVB por medio de herramientas
bioinformaticas, con la finalidad de determinar la prevalencia de genotipos del virus

que circulan en la region de la Laguna, México.

4.2 Objetivos particulares
e Detectar el genoma del virus de diarrea viral bovina en muestras de suero de
bovinos provenientes de la cuenca lechera de la Laguna, México.
e Obtener la secuencia de la region 5 UTR de cada una de las muestras positivas
al VDVB.
e Determinarlos genotipos del VDVB circulantes en la regién de la Laguna, México

y su relacion con otros genotipos previamente reportados en diferentes paises.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Toma de muestras

Se realizd un muestreo aleatorio en tres explotaciones diferentes de la region
conocida como cuenca lechera de la Laguna, México como se observa en la tabla
1. Se obtuvieron un total de 390 muestras de suero. EI numero de muestras fue
establecido con base a las posibilidades de acceder a las producciones de la regidon

asi como por el numero de animales disponibles en las mismas.

Produccion Lugar No. de muestras
1 Gbémez Palacio, Durango 100
2 Matamoros, Coahuila 200
3 Matamoros, Coahuila 90

Tabla 1. Producciones muestreadas con su locacion correspondiente de las cuales se obtuvo un total de 390
muestras de sueros.

Las muestras fueron tomadas por puncion de la vena coccigea y recolectadas en
tubos Vacutainer® sin anticoagulante (tapdn rojo) para obtener suero de cada uno
de los animales. Después fueron transportadas en hieleras a 4°C hasta su

procesamiento y conservacion a -70°C.

Para obtener el suero a partir de muestras sin anticoagulante, estas se centrifugaron
a 3,000 rpm por 5 min, para posteriormente con una micropipeta separar el suero
del coagulo y realizar alicuotas de 1.5 ml aproximadamente en tubos de 2 ml.

Finalmente, las alicuotas se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.

5.2 Extraccion de ARN total

Se realiz6 la extraccion de ARN total utilizando TRIzol® reagent (Sigma-Aldrich)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se colocaron en tubos

estériles de 2 ml, 900 microlitros de TRIzol® reagent con 400 microlitros de suero,
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se homogeneizo6 en vortex y se incubo por 5 min en hielo (4°C). Posteriormente se
adicionaron 240 microlitros de cloroformo a -20°C, se homogeneiz6 manualmente
por 15 segundos y se incubd a 4°C por 15 minutos. Terminando la incubacion se
realizé una centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min a 4°C, la muestra se separé en
tres fases, la fase superior se transfirid a un tubo de 1.5 ml estéril y se adicionaron
600 microlitros de isopropanol a -20°C, se homogeniza suavemente invirtiendo el
tubo y se incubd por una hora a -20°C para permitir la precipitacion del ARN.
Transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugé a 12,000 rpm por 15 min a 4°C,
se decanto el sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol con DEPC al 75%, se realizo
una ultima centrifugacion a 14,000 rpm por 15 min a 4°C y posteriormente el
sobrenadante se decantd para secar el botén de ARN. La muestra se resuspendio

con 20 microlitros de agua tratada con DEPC.

La cuantificacion del ARN total se realizé mediante espectrofotometria en Nanodrop
utilizando 1 microlitro de muestra y posteriormente fue almacenado a -70°C hasta

SuU uso.

5.3 Transcripcidon Reversa—Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR)

Se realiz6 Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)
utilizando el ARN de cada una de las muestras de suero para amplificar un

fragmento de la regién 5’ UTR utilizando los iniciadores mencionados en la tabla 2.

Para la RT-PCR, utilizando los iniciadores anteriormente mencionados, se utilizaron

los reactivos y concentraciones indicados en la tabla 3.
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Iniciador Sentido Secuencia Tamafrio del Autor
producto
VIL 324/326 Forward ATGCCCATAGTAGGACTAGCA 288 pb Vilcek (et
al., 1994)
Reverse TCAACTCCATGTGCCATGTAC
HCV 90/368 Forward CCATGTGCCATGTACAG 278 pb Ridpath (et
al., 1994)
Reverse CATGCCCATAGTAGGAC
S5UTR/START Forward CTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTA 292 pb Mahony (et
Mahony al., 2005)
Reverse CAACTCCATGTGCCATGTACAGCA

Tabla 2. Juegos de iniciadores reportados utilizados para las reacciones de RT-PCR.

Reactivo Concentracion Concentracion
inicial final
dNTP’s 10 mM 200 M
M-MLV (Invitrogen) 200U/l 50U
Iniciador sentido 20 uM 0.2 uM
Iniciador antisentido 20 uM 0.2 uM
Taq polimerasa (Roche) 5 U/l 2.5 Ulreaccion
Inhibidor de RNAsas 40 U/ul 20U
(Promega)
Agua c.b.p. 100 pl
Volumen final 100 pl

Tabla 3. Reactivos y concentraciones utilizados para la RT-PCR.
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Una vez realizadas las mezclas de reaccion, fueron sometidas al termociclador bajo
las siguientes condiciones:

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

Tabla 4. Condiciones de tiempo y temperatura a las cuales fueron sometidas las muestras con cada uno de
los iniciadores reportados.

Los productos de PCR fueron observados en gel de agarosa al 1% en TAE tefiido
con GelRed Nucleid Acid®.

5.4 Secuenciacion

Posteriormente, las bandas del producto de PCR observadas fueron purificadas
utilizando el kit Q/Aquick Gel Extraction® bajo las indicaciones del fabricante y

fueron enviadas al Instituto de Biotecnologia de la UNAM para ser secuenciadas.
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Una vez obtenidas las secuencias de nucledtidos, fueron comparadas y procesadas
usando el software Codon Code Aligner (version 6.0.2 CodonCode Corporation).
Asi mismo, para determinar identidad genética cada una de las secuencias fue

analizada con la herramienta BLAST.

5.5 Construccion y analisis filogenético

Las secuencias de nucleotidos obtenidas fueron alineadas utilizando el programa
Clustal W (Thompson et al., 1994), utilizando el software Bioedit (Hall, 1999). El
analisis filogenético se llevd a cabo usando el software MEGA 7 (Tamura et al.,
2013), para el cual se consideraron los siguientes parametros: Como modelo de
sustitucion nucleotidica se utilizé el método Kimura de 2 parametros (Kimura, 1980),
dicho modelo se eligié con base en el valor obtenido por el criterio de informacién
bayesiana. Finalmente, se utilizé el método de Maxima Verosimilitud como método
de reconstruccidn filogenética (Guindon y Gascuel, 2003), y se utilizaron 500
réplicas de boostraps de soporte estadistico (Felsenstein, 1985). Con la finalidad de
conocer la relacion filogenética de las cepas encontradas en el estudio con otras
secuencias de referencia del VDVB previamente publicados en otros paises, se

realizd una reconstruccion filogenética con secuencias procedentes del GenBank.
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6. RESULTADOS
6.1 Transcripcion reversa-reaccion en cadena de |Ila
polimerasa (RT-PCR)

De 390 muestras totales, se obtuvieron 47 muestras positivas al VDVB mediante la
técnica de RT-PCR con los iniciadores S’UTR/START y VIL 324/326, esto se traduce
en una frecuencia de 12.05%. En contraste, con el iniciador HCV 90/368 no se logro
identificar ninguna muestra positiva. En el anexo 1 se muestra la identificacion de

los animales positivos al VDVB mediante RT-PCR.

Los resultados obtenidos en la RT-PCR se resumen en la siguiente tabla:

Iniciador VIL 324/326 | 5° UTR/START | HCV 90/368 Total

Produccion 1 7 13 0 20
Produccion 2 7 3 0 10
Produccion 3 13 4 0 17

Tabla 5. Muestras positivas a la RT-PCR con cada iniciador utilizado.

Del total de las muestras de suero positivas al VDVB utilizando RT-PCR,
unicamente se obtuvo la secuencia de nucleétidos de un fragmento de la region
5UTR de 14 muestras. Lo anterior, debido a que no se obtuvo la calidad y

concentraciéon necesaria del producto de PCR para llevar a cabo la secuenciacion.
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Figura 2. Fotografia de un gel de agarosa al 1%
en TAE, tefido con GelRed®, donde se muestra
la amplificacion de la region 5UTR del vDVB.
Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb Plus,
carril 2: testigo positivo (VDVB cepa NADL) carril
3: testigo negativo (células MDBK), carril 4, 5, 6,
7,9, 10, 12, 13 y 14: muestras positivas al VDVB.

6.2 Analisis filogenético

El analisis filogenético se llevd a cabo utilizando las secuencias de las muestras
positivas al VDVB y secuencias de cepas de referencia reportadas en el GenBank,

con base en un fragmento de la region 5’UTR.

En la reconstruccién filogenética se muestra la segregacion de los genotipos del
VDVB en 3 clados principales identificados como VDVB-1, VDVB-2 y HoBi-like. El
VDVB-1 esta subdividido en 3 subclados identificados como VDVB-1a, 1b y 1c. Del
total de las muestras el 71.43% se clasificaron dentro del subgenotipo VDVB-1a,
mientras que el 7.14% se agrupo en el subgenotipo 1by 7.14% en el 1c. El 14.28%
se clasific6 como VDVB-2a. Ninguna de las muestras se agrup6 en el clado de los
VDVB-2b, VDVB-2c y HoBi-like.

En el arbol se sefalan con una flecha las muestras de suero positivas al VDVB
identificadas en el presente trabajo, en comparacion con secuencias de referencia
reportadas obtenidas del GenBank, y cuyo numero de acceso se encuentra a un

costado de la identificacion (Figura 3).
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Figura 3. Analisis filogenético del VDVB con base en la regién 5’UTR. El arbol fue construido
por el método de maxima verosimilitud utilizando un fragmento de 275 nucleétidos
contenido en la regién 5’UTR. Se utilizaron las secuencias obtenidas en este trabajo
(senaladas con una flecha negra) y cepas de referencia obtenidas del GenBank. EI nUmero
de acceso de las secuencias de referencias esta indicado a un costado del nombre de la
cepa. Los numeros sobre los nodos representan el valor de bootstrap.
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7. DISCUSION

La DVB es una enfermedad que genera pérdidas significativas al sector ganadero
que se estiman en hasta 46 millones de ddlares por afio. Sin embargo, este calculo
no incluye efectos indirectos de la infeccion por el VDVB como la inmunosupresion,
y por consiguiente, la predisposicion a infecciones por agentes patdgenos

oportunistas; por lo tanto, dicha estimacién puede incrementarse (Houe, 2003).

Con base en lo anterior, diversos paises llevan a cabo la identificacién y
caracterizacion genética de los VDVB detectados en sus poblaciones de rumiantes
con la finalidad de utilizar esta informacién al implementar programas de control y
prevencién de la DVB. Actualmente en México la informacion sobre caracterizacion
de genotipos y subgenotipos que afectan a la industria ganadera nacional contintua
siendo escasa. La DVB es considerada una enfermedad endémica de la poblacion
bovina con distribucion nacional y de reporte obligatorio (Acuerdo) por la SADER.
Sin embargo, no se han establecido programas de control o erradicacién oficiales,
por lo que el control de la DVB se basa en actividades voluntarias con base en el
conocimiento que los productores ganaderos tengan sobre la DVB. Como
consecuencia de lo anterior, las estrategias de prevencion y control de la DVB son
variables entre hatos y en consecuencia la prevalencia del VDVB varia entre

poblaciones animales nacionales.

Inicialmente la identificacién de la DVB en México se basd en la deteccién de
anticuerpos contra el VDVB para determinar la seroprevalencia. En un estudio
realizado en animales no vacunados con problemas reproductivos respiratorios se
reportd una seroprevalencia del 75% (Correa-Girdn et al., 1975). Asimismo, en un
estudio realizado por Suzan et al., (1983) se evidencio la infeccion por VDVB en
animales clinicamente sanos al describir una seroprevalencia del 70.5% en
animales de Hidalgo y Morelos, mientras que en bovinos de engorda provenientes
de Veracruz, Sonora, Durango, Baja California, Guerrero, Yucatan, San Luis Potosi,
Jalisco, Coahuila y Chihuahua se estimé una seroprevalencia del 62.5%. En

contraste, un menor porcentaje de seroprevalencia (14%) fue detectado en bovinos
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no vacunados en Yucatan; en donde a pesar de ser un nivel bajo de
seroprevalencia, este evidencia la exposicidén natural que tuvieron los animales al
VDVB (Solis-Calderdn et al., 2005).

De manera subsecuente, se realizaron estudios que estimaron una seroprevalencia
entre 74-82.27% en bovinos domésticos distribuidos en diversos estados de México.
De igual forma, se ha detectado la presencia de anticuerpos contra el VDVB en
poblaciones de cabras y venados cola blanca, en donde se ha estimado una
seroprevalencia del 20 y 63.52% en promedio respectivamente (Suzan et al., 1983;
Cantu et al., 2008).

Los resultados seroldgicos de estudios previos demuestran que el ganado mexicano
ha estado expuesto al VDVB; sin embargo, existe informacion limitada sobre la
diversidad genética del VDVB en la poblacién bovina de México, por lo que el
estatus epidemiologico de la DVB solo es parcialmente conocido. No obstante, es
importante considerar que la diversidad genética, inherente a las cepas del VDVB,
promueve un escenario en constante cambio en términos de la prevalencia de los

subgenotipos

En la actualidad se sabe que a nivel mundial el VDVB-1 es el genotipo con mayor
distribucién, ademas de ser también la variante con mas subgenotipos reportada.
El VDVB-1b es el subgenotipo predominante en el mundo seguido de los
subgenotipos 1a y 1c. Con relacion al genotipo 2, cabe mencionar que el
subgenotipo 2a es el que presenta la mayor prevalencia en el mundo y los
subgenotipos 2b, 2c y 2d sélo se han identificado en algunos paises de Europa y
Asia (Yesilbag et al., 2017). La informacién que tenemos en México es muy limitada,
ya que hay pocos estudios que tienen como objetivo establecer un patron de
distribucion del VDVB con base en estudios filogenéticos. En un estudio en donde
se hicieron muestreos de seis estados de México se identificd que el VDVB-1c fue
el subgenotipo identificado con mayor frecuencia seguido de 1b, 1a y 2a sin
encontrar evidencia de virus HoBi-like.(Gomez-Romero et al., 2017). En 2022,

Basurto-Alcantara et al realizaron la deteccion del VDVB-1a como el VDVB
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predominante en muestras procedentes de producciones de traspatio en el
municipio de Tepalcingo, Morelos, (Basurto-Alcantara et al., 2022).

Asi mismo, a inicios de 2023 como parte de un reporte de caso se describid la
deteccion del VDVB-1b en un bovino de dos afos, sugerente como PIl, que
desarrollé la presentacion clinica conocida como enfermedad de las mucosas
(Navarro-Lépez et al. 2023). Adicionalmente, se ha realizado la deteccion y
aislamiento del VDVB-1b a partir de muestras de bufalos y un gamo en cautiverio,

provenientes de diversas regiones en México (Medina-Gudifio et al., 2022).

La vigilancia epidemioldgica y el monitoreo de variantes del VDVB que circulan en
bovinos nacionales es crucial para establecer el estatus epidemiolégico de la DVB
a nivel regional y nacional. Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
realizar la genotipificacion de los VDVB detectados en unidades de produccion
localizadas en la regién de La Laguna en donde se concentra el mayor inventario
de bovinos lecheros a nivel nacional. La informacion obtenida sera util para
establecer programas de identificacion, control y prevencion de la enfermedad
adecuados a la situacién actual regional y por lo tanto, disminuir las pérdidas

monetarias que representa.

En México la DVB se cataloga como una enfermedad endémica por la Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) y consideran que con base en lo
publicado el 29 de noviembre del 2018 en el Diario Oficial de la Federacion, es una
enfermedad del grupo 3, en donde se encuentran las enfermedades y plagas
endémicas “y que representan un menor riesgo desde el punto de vista
epidemiolégico, econdmico, de salud publica y para el comercio nacional e
internacional, ya que pueden ser controlables a través de las buenas practicas
pecuarias o acuicolas y deben de ser de notificacion mensual obligatoria al Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica” por lo que no existe ningun programa de
identificacion, control, prevencion y erradicacion de la enfermedad. Sin embargo, en
paises europeos como Noruega, Suecia, Dinamarca, Alemania, Finlandia, entre

otros, si cuentan con estos programas y se ha demostrado que hay una disminucién
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en la prevalencia del VDVB asi como en las pérdidas econdémicas asociadas a la
enfermedad (Evans et al., 2019).

Hasta el 2021 se tiene en México un censo de casi 2.7 millones de cabezas de
ganado bovino especializado en produccion de leche, de las cuales, cerca de 523
mil cabezas se encuentran en la region de la comarca lagunera. Dicha region esta
constituida por 5 municipios de Coahuila (Torredbn, Matamoros, San Pedro de las
Colonias, Francisco |. Madero y Viesca) y 11 municipios de Durango (Gémez
Palacio, Lerdo, Tlahualilo de Zaragoza, Mapimi, San Pedro del Gallo, San Luis
Cordero, Rodeo, Nazas, Cuencamé de Ceniceros, General Simoén Bolivar y San
Juan de Guadalupe) en donde en promedio se producen alrededor de 1.3 mil
millones de litros de leche al afio, convirtiéndola en una de las principales regiones
productoras de leche del pais (de la Cruz Torres, 2021). Para tener este promedio
de produccion es necesario mantener el numero de cabezas de la poblacion de
ganado bovino, esto se logra dentro de una produccion generando sus propios
reemplazos o importando pie de cria 0 semen para inseminacion. Los principales
paises de donde se puede obtener pie de cria de ganado bovino lechero para
México son Estados Unidos de América, Canada y Australia, mientras que para el
semen de bovino se pueden identificar como paises importadores a México
principalmente a Estados Unidos de América, Canada, Francia, Espafa y
Dinamarca (datamexico.org). Conociendo la distribucién del VDVB en el mundo
sabemos que la mayoria de los paises mencionados como importadores para
México tienen al VDVB como agente etiolégico endémico, por lo tanto, seria factible
introducir la enfermedad por estas vias si no se tienen las medidas zoosanitarias

correspondientes.

Por otro lado, la mayoria de las producciones que se encuentran en esta regién del
pais son de tipo intensivo altamente tecnificadas, en donde aplican esquemas de
vacunacion a todos o a la mayoria de los animales. Con relacion a esto, hay estudios
que demuestran que es comun encontrar al VDVB como un contaminante en

vacunas comerciales o productos biolégicos que se usan para fabricar las mismas
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(Gomez-Romero et al., 2021), por lo que podria ser esta otra fuente de ingreso del

virus hacia las poblaciones bovinas de esta region.

En el presente trabajo encontramos una mayor frecuencia del subgenotipo 1a,
seguida de 1b y 1c, ademas de identificar dos muestras clasificadas como VDVB-
2a. En contraste con los otros estudios reportados, observamos similitud con el
estudio reportado por Basurto-Alcantara y colaboradores teniendo al mismo

subgenotipo predominante.

La prevalencia del subgenotipo 1a que se obtuvo podria estar asociada a la
ausencia de vacunacion o a la presencia de animales Pl infectados con VDVB
subgenotipo 1a, ya que en diferentes regiones de México las vacunas comerciales
utilizan cepas de virus activos modificados como la cepa NADL. Por lo que esta
herramienta de control seria eficaz para contener infecciones causadas por VDVB
subgenotipo 1a. Otro aspecto que hay que considerar es la proteccion que confieren

los productos vacunales comerciales utilizados ante infecciones de campo.

El VDVB-2 esta presente en Ameérica y es el subgenotipo 2a el mas predominante
(Yesilbag et al., 2017), por lo que es factible encontrarlo en México como parte de
la diversidad genética del VDVB, ademas de que en otros estudios de filogenia en

México ya ha sido identificado (Gomez et al., 2017; Basurto-Alcantara et al., 2022).

En México no existe una normativa obligatoria para reportar los casos positivos de
DVB vy la informacién epidemioldgica sobre la enfermedad es escasa, por lo que
podemos inferir que es un problema subdiagnosticado (Basurto-Alcantara et al.,
2022). Es probable que la poca importancia que se le da al VDVB se deba al
desconocimiento de las diversas presentaciones clinicas que puede generar, asi
como las complicaciones con otros agentes etiolégicos al que se asocia la
enfermedad. Hay referencias en donde se reportan las manifestaciones clinicas que
se pueden presentar, un ejemplo es un estudio realizado por da Silva y
colaboradores en el 2020 en donde recopilan informacién de 6 brotes asociados al
VDVB subgenotipos 1a y 2b en Uruguay, en los cuales se identificé la presentacion
de la enfermedad de las mucosas asociada a un VDVB-1a; ademas de abortos,

infecciones agudas y transitorias ocasionadas por ambos subgenotipos.
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Adicionalmente, identificaron coinfecciones con otros agentes patdégenos como
Neospora caninum, Salmonella enterica serotipo typhimurium, Histophilus somni,

Streptococcus sp., E. coliy Eimeria sp. (da Silva et al., 2020).

Establecer la distribucién genética del VDVB en México es importante para poder
establecer programas de control y prevenciéon de la enfermedad, ya que como se
menciond anteriormente, la presentacion clinica de la DVB implica pérdidas
econdémicas significativas a la industria ganadera en el pais. A pesar de que
actualmente hablamos de una enfermedad a la que no se le ha dado la importancia
necesaria, no podemos dejar de lado lo que ocurre en paises como Alemania,
Irlanda, Escocia, Holanda, entre otros, en donde el establecimiento de programas
de control y erradicacion han dado resultados positivos de disminucién la incidencia
de la enfermedad asi como las complicaciones clinicas y pérdidas monetarias

asociadas a la misma.

Por otro lado, el disefio de las vacunas para prevenir la enfermedad deberia estar
basado en el uso de subgenotipos prevalentes en el pais; por lo tanto, generar estos
estudios podrian contribuir al disefio de inmundégenos que induzcan proteccién
contra los subgenotipos circulantes, y promover una mejor eficacia contra la DVB.
Adicionalmente, la realizacién de este tipo de estudios resalta la necesidad de
conocer no solo los productos comerciales que se aplican en el pais, sino también
conocer la metodologia correcta de uso que promueva su efectividad e inocuidad

en ganado susceptible y ganado gestante.
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8. CONCLUSIONES

Se detect6 ARN viral del VDVB en el 12% de las muestras de suero
analizadas mediante técnicas moleculares de RT-PCR y secuenciacion.

Con base en el analisis filogenético se identific6 al VDVB 1a como el
subgenotipo predominante en la poblacion analizada, seguido del VDVB 1b
y 1c, ademas de identificar también al VDVB 2a en dos de las muestras

analizadas.
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9. PROSPECTIVA

Establecer un muestreo que incluya mas municipios de la region y la
subsecuente identificacion de subgenotipos del VDVB para conocer su
situacion epidemioldgica.

Determinar el impacto econdmico que representa la presentacion de la DVB
para las diferentes regiones ganaderas del pais.

Establecer un programa de diagndstico enfocado a la identificacion de
animales Pl para su posterior eliminacién como parte de un programa de
control de la enfermedad.

Establecer un programa de vacunacion con base en la identificacién de los
subgenotipos con mayor predominancia en la region como parte de un plan
de prevencion de la DVB.

Establecer el estatus epidemiolégico del VDVB en las diferentes poblaciones

ganaderas del pais.
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ANEXOS

ANEXO 1. Identificacion individual de los animales que resultaron positivos a la RT-

PCR utilizando los diferentes iniciadores reportados.

Iniciadores S’'UTR/START
Produccion 1
373 506 613
484 590 566
68 151 55
513 365
163 541
Produccion 2
22575 25025 22103
Produccion 3
619 360 3132
2093
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Iniciadores VIL 324/326

Produccion 1

578 548 428
345 566 506
151
Produccion 2
31313 22612 22609
22667 22103 22375
40085
Produccion 3
938 1934 3764
3781 608 2019
3693 1786 3504
1934 2667 2442

3132
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