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ARTicuLO DE REVISION

EVOLUCION DEL CONOCIMIENTO SOBRE LA ENFERMEDADDE LA
DIARREAVIRAL BOVINAY SUAGENTEETIOLOGICO

EvoLuTioN oF THE UNDERSTANDING OF BovINE VIRAL DIARRHEA AND | TS
ETioLocicaL AGENT

Hermelinda Rivera G.1?

Ladiarreaviral bovina(DV B), enfermedad enzodticaen lapoblacion bovinamundial ,
tieneimportanciaecondémicapor lasfallasreproductivasy por afectar lasalud del hato en
genera. Las pérdidas econdmicas que ocasiona fueron observadas desde sus inicios
cuando emergi6 como unaenfermedad aguda. Laimportancia econémicaparalaindus-
trialecheray labiologia del agente causal, €l virus de ladiarreavira bovina (VDVB),
motivaron unaintensainvestigacién sobrelaepidemiol ogia, fisiopatologiay biologiadel
virus que ha permitido el planteamiento de un nuevo concepto de control de estaenfer-
medad. El objetivo de estarevision esproveer alacomunidad veterinariade un resumen
delos conocimientos sobre | os eventos cronol 6gicos mésimportantesdel VDVB y dela
enfermedad de la DVB desde su emergencia en la década del 40 hasta la actualidad.
Ademés, se describen los aspectos més relevantes sobre la estructura genémica del
virus, que esté permitiendo conocer su gran variabilidad genéticay su impacto en la
elaboracion de biol 6gicos para el diagndstico y control de laenfermedad.

Palabrasclave: revision, virusdeladiarreaviral bovina, epidemiologia, bovinos, Perl

Thebovineviral diarrhea (BVD), an enzootic diseasein the world cattle popul ation,
has atremendous economic impact dueto its effect on reproductive failure and health of
cows. The economic losses observed sinceits emergencein the * 40s and the interesting
biology of this virus had prompt an intensive research on the epidemiology,
physiopathology and molecular biology of the bovine viral diarrheavirus (BVDV) that
have contributed to the evolution of the concept of control of the disease. The purpose
of thisreview isto summarize the most important chronol ogic events of the BV D and the
BVDV. It also describes how the actual knowledge of the structure of thevirusgenomeis
contributing to the development of biologic products and current diagnostic tests for
controlling the disease.
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Introduccién

Laeficiencia reproductiva es un factor
muy importante paralaindustrialecheray el
virusdeladiarreaviral bovinaesuno delos
patégenos que la afecta seriamente ocasio-
nando importantes pérdidas econémicas
(Baker 1995; Houe 1999, 2003; M ufioz-Zanzi
et al., 2004). Laenfermedad asociada a pér-
didasecondmicasy labiologiadel virusdela
diarreavira bovina, sobretodo, relacionado
asu variabilidad genéticay su mecanismo de
persistencia en la naturaleza, han motivado
larealizacion de numerosas investigaciones
sobre |os diferentes aspectos de la enferme-
dad, pero sobre todo, del agente viral. Esta
revision pretende resumir algunos de estos
hallazgosy ponerlos a alcance delos médi-
cos veterinarios de campo, ganaderos y es-
tudiantes.

Enfer medad

En 1940 fue descrita en Saskatchewan,
Canadd, una enfermedad en bovinos carac-
terizada por una severa diarrea, depresion,
anorexia, leucopenia y ulceracion de las
mucosasdelacavidad bucal quefuellamada
«enfermedad X» por ladificultad enlaidenti-
ficacion del agente causal y fallasen € in-
tento de reproducirla experimentalmente
(Childs, 1946). Un sindrome de similaresca-
racteristicas clinicas e histopatol 6gicas fue
descritaposteriormenteen New York, EEUU
(Olafson et al., 1946) y se le denomind dia-
rreaviral bovina (DVB).

En 1950 se presentaron casos més se-
veros en lowa, EEUU, caracterizados por
descarga hasal mucopurulenta, hemorragias
y erosionesen € tracto intestinal con minima
infiltracion de célulasinflamatorias; sin em-
bargo, los animales inoculados con sangrey
machacados de tejidos de animales solo pre-
sentaban fiebre ligeray fue denominada en-
fermedad de las mucosas (EM) (Ramsey y
Chivers, 1953).

%

Aislamiento del Virus de la DVB

El virusdelaDVB (VDBV) fue aida
do en 1957 en cultivos celulares de un caso
de EM. El virus aislado, una cepa citopética
(cp), producia cambios morfol 6gicos en los
cultivoscelulares. Losintentos de reproducir
experimentalmentelaEM con €l virusaisla-
do fueron infructuosos (Underdahl et al.,
1957). Casi a mismo tiempo, se aislé un vi-
rus que no inducia cambios morfol 4gicos en
los cultivos celulares de casos crénicos de
EM (una cepa no citopética [ncp]), sin que
sellegaraarelacionar las cepasdeviruscpy
ncp (Leey Gillespie, 1957). Enlaactualidad,
los fenotipos cp y ncp de las cepas se les
reconoce como hiotipos y se refiere Unica
mente a la presencia o ausencia de cambios
morfol 6gicos queinducen en cultivoscelula
res (Baker, 1995).

Gilliespieet al. (1960) aidaron en culti-
vos celulares una cepa cp de un bovino con
DVB en Oregon. Este virus fue denominado
Oregon C24V, presente hasta hoy como una
de las cepas de referencia descrita amplia-
mente en la literatura (Flores et al., 2000;
Jones et al., 2001); la misma que luego del
pasgje 32 en cultivos celulares fue incapaz
deinducir signosclinicosen un animal inocu-
lado pero mantenia la capacidad de inducir
anticuerpos contra el virus. Con esta cepa
atenuada, avirus vivo, se fabrico la primera
vacuna comercial contra la DVB (Coggins
et al., 1961) que fue utilizada ampliamente
parael control delaenfermedad; sin embar-
go, surgieron efectos post vacunales como
fallas reproductivas, defectos congénitos y
hasta casos de EM (McKercher et al., 1968;
Balin, 1995).

Patogénesis de la DVB y de la EM

Al inicio deladécadadel 60 sellegb a
la conclusion que la DVB era una enferme-
dad mayormente enzodtica de elevada
morbilidad y bajamortalidad en animaleso-
venes y adultos, y por € contrario, la EM
afectaba animales jévenes, con baja
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Evolucién del conocimiento delaDVB

morbilidad pero con unamortalidad del 100%.
Posteriores estudios experimental es en vacas
prefiadas resultaron en abortos, malformacio-
nes congeénitas, terneros congénitamente in-
fectados y que usualmente morian en los pri-
meros meses de vida, asi como observacio-
nes de al gunos animal es con presentacion cré-
nicadelaEM, que no presentaban anticuerpos
especificos contra el virus de la DVB
(Thomsony Savan, 1963; Malmquist, 1968).

Vacas seropositivasy seronegativas que
fueron experimentalmenteinoculadasentrelos
42 y 125 dias de gestacion parieron terneros
clinicamente normal es pero con infecci én per-
sistente (Pl) y negativos a anticuerpos contra
el VDVB. Estos terneros, sin embargo, fue-
ron capaces de desarrollar anticuerpos con-
traotros agentes virales, determinandose que
€l feto desarrollaba unatolerancia especifica
al VDVB s lainfeccion ocurria antes de los
125 dias del desarrollofetal. L os estudios ex-
perimentales también demostraron la gran
capacidad de ambos biotipos del VDVB de
atravesar la placenta y ocasionar la pérdida
fetal, pero solo la cepa ncp fue asociada con
la induccién de la inmunotolerancia
(McClurkin, et al., 1984; Brownlie et al.,
1989). Ademas, se evidencio que los
anticuerpos presentes en la madre no garan-
tizaban la proteccion fetal ya que vacas
seropositivas también parieron terneros Pl.

Si bien la EM fue descrita en 1953
(Ramsey y Chivers, 1953), no fue hasta 1984
en gue los investigadores lograron reprodu-
cirlaexperimentalmente mediantelainocul a
cion deunacepacp enun bovino Pl (Brownlie
et al., 1984; Roeder y Drew, 1984; Bolin et
al., 1985). Con aid amiento simultaneosdelos
biotipos cp y ncp de tegjidos de bovinos natu-
ralmente infectados y muertos por EM, se
pudo validar el concepto de quelaEM espro-
ducto de una superinfeccidn con una cepade
biotipo cp antigénicamente similar al biotipo
ncp presente en € animal Pl (McClurkin et
al., 1984).
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Clasificacion Viral

La manipulaciéon del VDVB en € la
boratorio permitié establecer la relacion
morfoldgicay antigénica con € virus de la
peste porcinaclésica (VPPC), endémico en
USA (Darbyshire, 1960), por lo que € tér-
mino de Pestivirusfue acufiado por Horzinek
(1973) paraagrupar iniciamente al VDVB
y VPPC, y después al agente aislado del
ovino conocido como virus de la Enferme-
dad delaFrontera(VEF) (Plant et al., 1973;
Purchioetal., 1984; Collet et al., 1989). Los
avances en el conocimiento de la estructura
molecular y €l producto de los genes de los
pestivirus fueron algunos criterios para su
posterior clasificacion como género de la
Familia Togaviridae (Terpstra, 1985;
Westaway et al., 1985; Donisy Dubovi, 1987,
Moormann y Hulst, 1988); pero estudios
moleculares posteriores, centrados en laor-
ganizaciony secuenciamiento gendmico, pro-
duccién génicay estrategia de replicacion,
permitio reclasificar alos pestivirus dentro
delanuevaFamiliaFlaviviridae con sus gé-
neros. flavivirus, pestivirusy hepacivirus (vi-
rus de la hepatitis C) (Collett et al., 1988;
Mayoy Pringle, 1997).

Organizacion del Genoma Pestiviral

El VDVB y demas pestivirus estan
constituidos por una molécula de ARN de
polaridad positivade 12.5 kb delongitud. El
Virus posee un solo marco delectura abierta
(ORF), presentando en ambos extremos 5°
y 3 regiones no traducidas (UTR). Lare-
gién UTR del extremo “5 esimportante para
la iniciacion de la traduccién del ORF; es
unaregion altamente conservaday contiene
el Sitio de Entrada Interno al Ribosoma
(IRES) que promuevelainiciaciondelatra-
duccién de la poliproteina viral, de manera
similar a virus de la hepatitis C (Myers et
al., 2001). El IRES es un complegjo de ele-
mentos utilizado por lacé ulaeucariota, como
un mecanismo aternativo parael iniciodela
traduccién de proteinas reclutando lamaqui-
naria de traduccion celular a coddn de ini-
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ciacion (AUG) en el ARNm como respuesta
a un agudo estrés celular (Oh et al., 1992;
Martinez-Salas et al., 2001).

Al parecer, € virushaevolucionado para
utilizar lamaguinariasintéticadelacéulaen
la cua se replica, desarrollando diversas y
eficientes maneras de competir con lacélula
infectada por los substratos. La presenciade
los IRES en e genoma fue reconocido ini-
cialmente en los virus de la familia
Picornaviridae (Jang et al., 1988; Pelletier y
Sonenberg, 1988) y desde entonces, losIRES
estdn siendo reconocidos en muchos virus
ARN de cadenasimplede polaridad positiva
como son los del género pestivirus (VDVB,
VPPC, VEF), hepacivirus (virus de la hepa
titisC) (Myerset al., 2001) eincluso envirus
ADN comolosvirusherpes(Bieleski y Ta bot,
2001).

El ORF del ARNm pestiviral codifica
unapoliproteinade 450 kDa (aproxi madamen-
te de 4000 aminoéacidos) que esta sujetaa 1l
012 cortaduras proteoliticasdurante co y post
traduccion paraproducir las proteinas del vi-
rus en €l orden que sigue: NH,, -N7 (protei-
nano estructural con actividad de proteasa),
proteinas estructurales C (capside), E™ (pro-
teina con actividad ribonucleasa), E1 y E2
(glicoproteinas asociadasalaenvolturaviral)
y las no estructurales p7, NS2-NS3, N4,
NAB, NS5A, NS5B -COOH (Akkina, 1991,
Brock et al., 1992; Donis, 1995; Meyers y
Thiel, 1996).

El analisismolecular delosdos biotipos
del VDVB indican que las cepas cp son pro-
ductos de mutaciones de las cepas ncp por
procesos recombinantes que resultan de
inserciones de ARNm celulares entre €llas,
secuencias celulares que codifican la protei-
na ubiquitina, duplicaciones de secuencias
virales que codifican la proteina NP°, o por
rearreglos o0 supresiones de secuencias del
genoma viral que pueden generar particulas
defectivas (Meyers y Thiel, 1996; Tautz et
al., 1998; Kummerer et al., 2000). El fenotipo
cp esta asociado con la expresion de la pro-
teinano estructural NS3 (p80) que se encuen-
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traen abundanciaen el sobrenadante del cul-
tivo de cepas cp pero esta ausente en las
cepasnep, existiendo en estas Ultimas solo la
proteina NS2-3 (p125). La aparicion del
biotipo cp por algunos de estos mecanismos
dentro de un animal PI, trae consigo la ocu-
rrenciade laEM de caracter fata, e anima
afectado no desarrolla anticuerpos contrala
nuevacepaporgue lasproteinasE1y E2 que
inducen los anti cuerpos neutralizantes no son
afectados, por tanto el sistemainmunitario del
animal no reconoce alanueva cepaviral.

Variaciéon Antigénica y Molecular

Paneles de anticuerpos monoclonales
(mADbs) utilizadosen losdiferentes pestivirus
aislados de bovinos, porcinos y ovinos, asi
como el grado dereaccion cruzadaen laprue-
bade neutralizacion viral, secuenciamiento y
comparacion gendmicadelaregion5” UTR
demuestran un 76% de similitud entrelosais-
lados, indicando especies diferentes, por lo
gue estor Vvirus se agrupan en cuatro grupos
0 especies: VDVB, VPPC, VEF vy los
pestivirusatipicos, constituidos por cepas que
reaccionan pobremente con los mAbs del
VDVB y VPPC (Itoh et al., 1984; Shimizu
et al., 1989; Meyers et al., 1989; Moening,
1990; Ridpath y Bolin, 1991; Paton et al.,
1995).

Posteriormente, Ridpath et al. (1994)
comparando las secuencias de las regiones
5" UTR del genoma de més de 140 aislados
del VDVB, consideraron agruparlas en
genotipos 1y 2, donde ambos estan confor-
mados por cepas del VDVB ncp y cp. El
genotipo 1, corresponde a que fue reconaci-
do por décadas, y esta constituido por cepas
de VDVB dereferencia, utilizadas en prepa-
racion de vacunas, como antigeno en prue-
bas diagnosti cas einvestigacién. El genctipo
2 corresponde a VDV B quefueidentificado
afines de la década del 80 en EEUU y Ca-
nada asociado a un sindrome hemorrégico
agudo y hasta fatal, pero también por cepas
aisladas de animales Pl nacidos de madres
vacunadas contrael VDVB y cepas aidladas
de sueros fetales (Pellerin et al., 1994,
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Ridpath et al., 1994). Cepas del genotipo 2
han sido reconocidas esporadicamente en al-
gunos paises europeos (Wolfmeyer et al.,
1997; Nagai et al., 1998; Letellier et al., 1999;
Falconeet al., 2001) y en paises de América
Latinacomo Brasil, Argentinay Chile (Canal
et al., 1998; Flores et al., 2000; Jones et al .,
2001). Recientemente, estudios preliminares
de secuenciamiento genético en pocas cepas
del VDVB aidadas en Pert resultaron per-
tenecer al genotipo 1 (Stéhl et al., 2006).

Estudios de relacion filogenética han
determinado que la homologia entre las ce-
pas del VDVB del mismo genotipo es méas
del 93%, mientrasqueentreel genotipo 1y 2
es solo de 74%, indicando que son antigénica
y molecularmente diferentes (Pellerin et al .,
1994; Ridpath et al., 1994). L os genotipos 1
y 2 fueron posteriormente agrupados en
subgenotipos 1ay 1b, y 2ay 2b (Ridpath y
Bolin, 1998; Ridpath et al., 2000); sin embar-
go, resultados de otros estudios sefialan que
habria al menos 11 subgenctiposdel VDVB
(Vilcek et al., 2001). El ato grado de muta-
cion del genomapestiviral y ladisponibilidad
de animales susceptibles en el mundo, resul-
ta, sin duda, en una dta tasa de evolucion
genética que es expresada en una amplia
variabilidad antigénica que permite al virus
escapar delarespuestainmunitaria, resultan-
do, por unlado, en unaincompletaproteccién
del animal y, por otro lado, en capacidad del
virus parasobrevivir enlanaturaleza (Fulton
et al., 2005; Ridpath, 2005).

Fisiopatologia de la DVB

La infecciobn en wun animal
inmunocompetenteresultaen unasolidares-
puestainmunitariay proteccion fetal enfutu-
ras gestaciones (Moerman et al., 1993;
Fredriksen et al., 1999); sin embargo, €l gra-
do de proteccién fetal contra cepas distintas
al virus desafiante puede depender del
genotipo. Se haobservado que en ovejas, los
anticuerposcontrael genotipo 1inducen bue-
naproteccion cruzada, mientras quelainfec-
cion con el genotipo 2 no tieneun amplio es-

pectro de proteccion (Paton et al., 1999). La
fisiopatologia de la DV B, especialmente en
lo concernientes a las fallas reproductivas,
se describe brevemente:

a) En animales no gestantes y susceptibles

Se estimaque el 70-90% de los anima-
|es seronegativos, inmunocompetentes y no
gestantes pueden desarrollar una infeccién
subclinicao ligeradenominadainfeccion agu-
daleve, yaqueen el examen clinicoy andli-
sis de laboratorio puede detectarse unalige-
radepresiony fiebre, leucopeniatransitoriay
viremia durante la primera semana post in-
feccion, pudiendo persistir laviremiapor més
de 15 dias (Houe, 1995). Sin embargo, de-
pendiendo del genotipoy grado devirulencia
de la cepa puede ocasionar una enfermedad
aguda, severa, e incluso mortal (Pellerin et
al., 1994; Hamers et al., 1999). Ciertas ce-
pas del genotipo 2 pueden causar leucopenia
y trombocitopenia, fiebre, inapetenciay le-
siones en las mucosas, muchas veces aso-
ciado aproblemas respiratorios y digestivos
debido ainfecciones secundarias (Potgieter,
1997; Bruschke et al., 1997; Ridpath et al.,
2000). El primer tgjido dereplicaciéonviral son
las células epitelial es de lamucosaoronasal,
asi como monaocitos, macréfagos y células
dendriticas que constituyen la primeralinea
de defensa innata ocasionando Ulceras dis-
cretas en las mucosas y la subsiguiente sali-
vacion o secrecion ocular-nasal (Baker, 1995).

Ladistribucion sistémicadel virusesvia
sanguinea, en forma libre o asociada a
linfocitosy monocitos/macréfagos, multipli-
candose en diversas céulas pero principal-
mente en las del sistema fagocito-
mononuclear (Confer et al., 2005). Lainfec-
cion de linfocitos in vivo e in vitro con el
VDV B ocasionadisminucién delapablacion
de linfocitos B y T y de la actividad
blastogénesisen respuestaafitohemaglutining,
cancavalin A y pokeweed (Phytolacea ame-
ricana) (Brown et al., 1991), pero ambas
ateraciones suelen ser transitorias (Brownlie,
1991).
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Se ha observado que el VDVB modula
€ nivel de metabolitosdd &cido araguidénico
como el Leucotrieno B4 (LTB4) y la
Prostaglandina E2 (PGE,), pues en los
macroéfagos alveolaresinfectadosinduce una
disminucion de la sintesis de LTB4 ocasio-
nando una alteracion en la respuesta
inmunitaria en €l lecho pulmonar, caracteri-
zado por unapobre proliferacion delinfocitos
y de la actividad quiomiotéctica de los
neutrofilos (Atluru et al., 1992), eincremen-
to del nivel de PGE,, induciendo
inmunosupresién de las células presentado-
ras de antigeno (Peterhanset al., 2003). Esta
inmunosupresion, aunque pasgjera, esel sus-
tento para explicar la patogénesis de infec-
ciones mixtas secundarias neumatropicas o
digestivasde origen viral o bacteriano, sobre
todo en animalesjdvenes, quefrecuentemente
son concomitantes a la infeccién por el
VDVB (Potgieter, 1988, 1997; Baker, 1995).

Lainfeccién agudaen torosadultos pue-
de afectar transitoriamente la calidad del se-
men (Kirkland et al., 1997). También hay
evidencias de gue €l virus puede replicarse
en el tgjido testicular por méas de 6 meses
aunqued aidamientoviral del semennosiem-
pre es exitoso (Givens et al., 2002). En la
actualidad, existe un solo caso reportado don-
de el virus era eliminado constantemente en
semen de un toro gque tenia anticuerpos con-
trael VDVB (Vogeset al., 1998), por lo que
 diagndéstico de DV B en untoro reproductor
debe ser mediante la busqueda del virus en
suero o semen y no debe basarse solamente
en la deteccién de anticuerpos.

b) En bovinos gestantes

Estudios experimental es han demostra-
doqueel VDVB atraviesafécilmente el teji-
do placentario (Baker, 1995); sin embargo, €l
efecto de la infeccién en |la vaca gestante
dependede bictipoviral y delaedad fetal. El
virus puede desencadenar fallasen laimplan-
tacion, muerte y reabsorcion embrionaria,
momificacion, aborto, malformacién congé-
nita, nacido muerto, nacido débil y PI, hasta
la ocurrencia de terneros normales pero con

anticuerpos contrael virus, evidenciando in-
feccion pre-natal (McGowan y Kirkland,
1995; Grooms, 2004).

Lainfeccion del Gteroy dd feto, al pa
recer, estarestringida aanimales Pl o vacas
seronegativas infectadas en forma aguda
durantelosdos primerostrimestres de gesta-
cion. Lavaca seronegativa, aunque pierde al
feto, desarrollaunasdliday duraderarespues-
tainmunitaria, evitando €l acceso del virusa
feto en posteriores campafias reproductivas
(Brownlie et al., 1998).

Lainfeccion natural y experimental con
el VDVB arededor del servicio con monta
natural oinseminacién artificial, disminuyela
tasade concepcidn, y lasvacas que no prefian
retornan en celo alos 20-21 diasdel servicio
infértil (Virakul et al., 1988). Asi mismo, las
vacas que pierden el embrion o feto, retor-
nan en celo en tiempo variable, pero, gene-
ralmente, 30 dias después del servicio
(McGowan et al., 1993). La presencia de
niveles elevados del VDVB en el fluido
folicular del ovario y oviducto evidencia el
tropismo del viruspor estostegjidosy susefec-
tos en € proceso reproductivo, sobre todo,
en la tasa de concepcion/gestacién
(McGowan et al., 1993; Booth et al., 1995;
Brownlieet al., 1997).

La pérdida temprana del embrién pue-
de ser consecuencia de una disfuncion
ovérica, inflamacion uterina y dafio directo
(Ssentongo et al., 1980; Brock y Stringfellow,
1993). Aunquelosmecanismos dedisfuncion
ovaricainducido por e VDV B no estan com-
pletamente esclarecidos, posiblemente debi-
do ala complegja fisiologia ovérica, en una
ooforitis cronica se ha detectado antigeno y
ARN del VDVB en las diferentes capas ce-
lularesdel ovarioy ddl foliculo en desarrollo
(Fray et al., 1998; Grooms et al., 1998). La
presenciadel virusen el tejido ovarico sugie-
re una posible desregulacion citocinica a ni-
vel tisular que conlleva a una disfuncién
ovarica (Adashi, 1990; Fray et al., 1999;
Jasper et al., 2000; Ruijin et al., 2004).
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Los diversos estudios in vitro realiza-
dos para esclarecer |os efectos del virus so-
bre el ovocito y € évulo fecundado han de-
mostrado que la zona pelUicidaintacta prote-
ge al 6vulo del efecto viral. Laremocién de
la zona peltcida disminuye la viabilidad del
ovocito a contacto con e VDVB cp, pero
este efecto no es evidente 0 es més retarda-
do con e VDVB ncp (Potter et al., 1984,
Bielanski y Hare, 1988; Brock y Stringfellow,
1993).

Luego de laimplantacion del embrion,
lainfeccion transplacental del feto puede ocu-
rrir en cualquier momento y por cualquiera
de los biotipos. El resultado de la infeccion
dependera del tiempo de desarrallo fetal, de
la inmunocompetencia fetal, del biotipo
infectante y de su grado de virulencia. La
infeccion fetal durante el primer y segundo
trimestre de su desarrollo en hatos de bovi-
nos susceptibles conlleva a mas del 30% de
aborto o momificacién fetal, pero en hatos
con infeccién endémica, inclusive con vacu-
nacion, latasade aborto puede ser alrededor
del 7% (Roeder et al., 1986; Brownlieet al.,
1989; Rufenacht et al., 2001).

Ambosbiotipos (cp y ncp) pueden oca
sionar lapérdidafetal, pero se sabe que sola-
mente el biotipo ncp es capaz de ocasionar
infeccion persistenteen el feto cuando € sis-
temainmunitario fetal no es suficientemente
inmunocompetente para reconocer a virus,
causando inmunotolerancia que involucra a
lascdulasBy Ty persistenciaviral (Brownlie
et al., 1989). Si bien lainmunotolerancia al
VDVB ocurre en ausencia de la respuesta
inmunitariaadquirida, € VDVB tambiéntie-
ne la habilidad de evadir la respuesta
inmunitaria innata. Al parecer, lallave cen-
tral de este mecanismo es la capacidad del
VDVB ncp para evitar la induccién del
interferén 1 (IFN-a/R) que esdevital impor-
tancia para desencadenar la respuesta
inmunitariaadaptativa. Estudiosrecientesin-
dican quelaproteinano estructural NP (con
actividad de proteasa) del virus eslarespon-
sable de este complejo mecanismo (Hilton et
al., 2006; Bauhofer et al., 2007).

Lainfeccion en el periodo de 100 a150
dias de gestacion puede resultar en defectos
congénitos, pues este periodo corresponde a
los estadios finales de organogénesis del sis-
tema nervioso central y desarrollo del siste-
mainmunitario fetal, pudiendo afectar € cre-
cimientoy diferenciacién celular o causar lisis
celular. Los terneros pueden nacer con una
variedad de sintomasy signosclinicosy has-
ta de apariencia normal; pero si las lesiones
son muy severas, € feto muerey es expul sa-
do (Baker, 1995). Infeccion fetal posterior a
los 125-150 dias de gestaci 6n puede también
ocasionar el aborto o terneros débiles a na-
cer; pero a partir de esta edad, el feto es
inmunol égicamente capaz de controlar y €li-
minar lainfeccién viral, y en estos casos, 10s
terneros nacen con anticuerpos contra el
VDVB (McGowany Kirkland, 1995).

Distribucion de la Diarrea Viral Bovina

La DVB es una de las enfermedades
demayor distribucion enlapoblacién bovina
y su preval enciadepende del tipo de ganado,
densidad poblacional, tipo de manegjo, comer-
cio de animales, manejo de las pasturas, etc.
Houe (1995, 1999) considera una prevalen-
ciamundia de DVB de 60-85% y de 1-2%
de animales PI; por otro lado, en los paises
escandinavos se determind que la prevalen-
ciaviral estuvo asociada aladensidad dela
poblacién de bovinos y e tamafio del hato
(Aleniuset al., 1986; Houey Meyling, 1991,
Lokenetal., 1991). El rol delosanimalesPI
enlamagnitud delaprevalenciaviral esmuy
importante, ya que un Pl puede infectar a
mas del 90% de los animales del hato antes
de los 3-4 meses de edad en un sistema de
crianza estabulada (Houe et al., 1995), y
usualmente un Pl esidentificadoy eliminado
entre los 4 a 6 meses de edad.

La DVB fue introducida a Pert en la
décadadel 60 con laimportacion devaquillas
de un pais donde laenfermedad es endémica
(Rivera, 1993). Estudios epidemiol 4gicos pos-
terioresdemostraron que laDV B se encuen-
tradifundidaen lapoblacion bovinadel pais.
Asi, se encontrd una prevalencia de 95% en
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hatos lecheros pequerios (5-10 animales) de
lairrigacion de Mgjes, Arequipa (Huaman et
al., 2007), de85y 48% en bovinoscriollosde
las provincias de Parinacochas (Ayacucho)
y Melgar (Puno), respectivamente (Riveraet
al., 2001, Quispeet al., en prensa), y de 96y
35% en los valles de Huancayo y Lima, res-
pectivamente (Stahl et al., 2002; Aguilar et
al., 2006). En las Ultimas décadas €l VDVB
hasido un agente causal substancial de abor-
tos (Rivera, 2001) y se le considera un im-
portante componente del comple o respirato-
rio bovino (Rivera et al., 1994; Zanabria et
al., 2000). LaDVB no esredtrictiva para €l
transitointerno delosanimaleslo cual expli-
casuampliadifusiénen el pais, nosoloenla
poblacién bovina, sino también en otras es-
pecies como los camélidos sudamericanos
(Alvarez et al., 2002, Victorio et al., 2004).

En paises como Brasil, Argentina, Co-
lombiay Chile se reportan prevalencias con
variaciones entre regiones, pero con tasas
superioresal 70% (Rweyemamu et al., 1990;
Wageck et al., 1998; L értora, 2003).

La DVB en Alpacas y Otras Especies

Una de las caracteristicas de los
pestivirus es su habilidad de cruzar labarrera
de la especie. El VDVB ha sido detectado
seroldgicamente y por aislamiento viral en
otrosunguladosdomesticosy silvestrescomo
ovinos, porcinos, apacas, llamas, alces, cier-
vos, venados y jirafas. Es probable que los
animales silvestres, en lamayoriade los ca-
sos, adquieran la infeccion de los animales
domeésticos. Al parecer, laseroprevalenciaen
animalessilvestres esbgja, indicando que son
susceptibles, pero no constituyen unafuente
devirus pararumiantes domésticos (Nielsen
et al., 2000).

Laseroprevalenciaen apacas de crian-
zamixta'y en hatos criados con tecnologia
adecuada en el sur del Peru se encuentra
entre 11 y 20% (Rivera et al., 1987; Man-
chego et al., 1998; Alvarez et al., 2002;
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Cabello et al., 2006), mientras que no hubo
evidencia de infeccion por € VDVB en ha
tos con tecnologia moderna (Risco et al.,
1998), sugiriendo qued bovino eslaprincipa
fuente de contagio paraellos. A lafecha, no
se ha detectado animales Pl en el pais (Rive-
raH., comunicacion personal), ni se haesta-
blecido una evidente asociacion con proble-
mas reproductivos, respiratorios o
gastroentéri cos, mientras que en paises como
Chile, EEU y Canada, no solo se reportan
animales seropositivos, sino también signos
clinicosde DVB y hastaanimalesPl (Belknap
et al., 2000; Goyal et al., 2002; Carman et
al., 2005; Celedon et al., 2006).

La presencia de anticuerpos en los
camélidos indica que son susceptibles a la
infeccién por e VDVB. Laausenciaclinica
delaDVB en apacasy llamas del Per(, po-
dria deberse ala presencia de cepas de baja
virulencia circulando entre la poblacion de
rumiantes domeésticos en las zonas
atonadinas; pues en crianzas mixtas, se ha
observado prevalencias superioresa 70% en
bovinos y no mas del 20% en alpacas del
mismo rebafio (Manchego et al., 1998;
Alvarez et al., 2002). Si unaapacaseinfec-
tacon el VDVB durante el primer tercio de
lagestacion, el virus podriainfectar a fetoy
nacer unanimal Pl, pero las posibilidades de
supervivencia podrian ser minimas por las
pobres condiciones de mangjo, Siendo esauna
de las razones de la no deteccion de anima-
les Pl en el sur del pais. Por otro lado, en
paises con atadensidad de poblacion bovina
y con un sistema de manejo diferente al del
Perty donde el VDVB de diverso grado de
virulencia es endémico, el desafio para las
alpacas seria muy grande, desarrollando la
enfermedad y ocurriendo el nacimiento de
alpacas Pl, como esta ocurriendo en EEUU
y Canad& Los resultados de la caracteriza-
cion molecular de esas cepasdel VDVB ais-
ladas de apacas enfermas o Pl indican que
son de origen bovino (Carman et al., 2005,
Celedon et al., 2006).
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Aspectos Inmunitarios

El VDVB es un patdégeno con capaci-
dad de supervivenciaen lapoblacion bovina
utilizando dos estrategias, unade ellas cono-
cida como «chogue y fuga» donde €l virus
ocasiona infecciones agudas, pero con res-
puestainmunitariahumoral y celular, aungue
deun modo lento, induciendo proteccion con-
tranuevas reinfecciones, y la otra estrategia
es a través de las infecciones persistentes
donde el virus establece inmunotolerancia
especifica (Peterhans et al., 2003). Ademas,
€ virustieneampliavariabilidad genética, pero
de todas |l as cepas agrupadas en |os biotipos
cpy ncp, solo & nep puede establ ecer infec-
cion persistente (Pl) através de lainfeccion
en estadiostempranosdel desarrollofetal, con
el fin de persistir evadiendo la respuesta
inmunitaria especifica (Peterhans et al.,
2003).

Estudios sobrelainmunidad innata han
progresado rapi damente en la Gltima década,
yaque lacalidad y magnitud de la respuesta
adaptativa es dependiente de las sefiales re-
cibidas de larespuestainnatafrente aun pa-
tégeno (Brackenbury et al., 2003; Uematsu
y Akira, 2007). De todas las células presen-
tadoras de antigeno, las células dendriticas
(CDs) son las mas eficientes en la genera-
cion de larespuesta innata en animales sus-
ceptibles (Banchereau et al., 2000).

Se ha demostrado in vitro que los
monocitos y CDs son susceptibles a ambos
biotipos del VDVB; sin embargo, los
monocitos infectados con virus ncp tuvieron
una disminuida habilidad para estimular la
respuestade subpoblacioneslinfocitos T CD4
alogénicos y de memoria, pero las CDs no
fueron afectadas. Las CDs fueron resisten-
tes alalisis por € virus cp, y mantuvo su
capacidad de presentar antigeno pero los
monacitosfueron destruidos. Lahabilidad de
las CDs pararesistir € efecto citopatico por
el viruscp no estuvo relacionadaalapresen-
cia de interferones tipo 1 (IFN-a/(3) ya que
en ambos tipos de células infectadas se de-
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tectaron dichascitocinas, indicando quelare-
sistencia de las CDs puede ser debido afac-
tores asociados al tipo de virus ya que estas
células son susceptibles a otros virus
citopéticoscomo e sarampién o parainfluenza
(Glew et al., 2003).

La infeccion post natal de un animal
inmunocompetente con € VDV B ncp resul-
ta en una infeccion aguda pero leve. Lain-
feccién activa la respuesta inmunitaria, de-
tectdndose niveles de interferones IFN-a/f3
en € suero, viremia pasgjera, presencia de
virus en las secreciones y leucopenia, des-
apareciendo entre 12 a 14 dias post infeccion
(Charleston et al., 2001, 2002). En forma
experimental asi como en infeccionesde cam-
po, se haobservado, ademas, un incremento
en la susceptibilidad ainfecciones por otros
patégenos evidenciando unainmunosupresion
(Potgieter, 1995). El VDVB vy, en general,
todos los pestivirus, muestran especial tro-
pismo por lascéulasdel sistemainmunitario
ocasionando una disminucion en la
blastogénesis de los linfocitos B y T, hasta
gue entre la 62 a 82 semana post infeccion se
observa un incremento de linfocitos T CD4*
indicando que lainmunosupresion es pasgje-
ra (Brackenbury et al., 2003). Las
anticuerpos neutralizantes son detectados
dentro de 1-3 semanas post infeccién alcan-
zando lamesetaentre 10-12 semanas pudien-
do persistir por largo tiempo, incluso por toda
lavidadel animal (Duffell y Harkness, 1985;
Fredriksen et al., 1999).

Uno de los mecanismos de persistencia
del VDVB ncp es su capacidad de interferir
con lainduccién del Interferdon 1 (IFN-a/R3)
en la etapa fetal (Charleston et al., 2001,
Bauhofer et al., 2007; Seago et al., 2007);
sin embargo, escapaz deinducir el interferén
enlaetapapost natal (Charleston et al., 2001,
Ruggli et al., 2003). EI IFN-a/3 es produci-
do por muchos tipos de céulas luego de la
infecciénviral y sufuncién esgenerar un es-
tado antiviral; ademas, es e enlace entre la
inmunidad innatay adaptativa através dela
estimulacién de la maduracion de las CDs,
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activacion directadeloslinfocitosBy T, ac-
tivacién de macréfagos y células Nk, induc-
cion de la expresion de los MHC-1, etc.
(Marrack et al., 1999; Asselin-Paturel et al.,
2005; Le Bon et al., 2006). Estos resultados
sugieren que lafallaen inducir IFN-o/13 por
el VDVB ncp es producto de la evolucion,
capacitando a virus a establecer persisten-
ciaen estadiostempranos del desarrollo fetal
(Brackenbury et al., 2003).

La compresion de la patogénesis de la
infeccién por el VDVB hasido decisivapara
establecer exitosos programas de control de
laenfermedad en paises europeos, pero tam-
bién, conocer |os mecanismos deinteraccion
del virus con las células del sistema
inmunitario innato y adaptativo servira para
el desarrollo de nuevas estrategias de con-
trol, tal vez nuevas vacunas que estimulen
mejor a sistema inmunitario innato o vacu-
nas que eviten infecciones transpl acentarias.

Diagnostico

Diversastécnicas parael diagnostico de
laDVB han sido desarrolladas que permiten
detectar con precision al animal o hato infec-
tado pues sirven parala deteccién del virus,
anti cuerpos o componentesviral es (antigeno,
acido nucleico) en unindividuo o en un hato.
Sin embargo, ladisponibilidad de estastécni-
cas diagndsticas no esta siendo debidamente
empleadaen lasolucién delosmdltiples pro-
blemas que ocasiona €l virus en € ganado
(Dubovi, 2002; Salikey Dubovi, 2004).

El aislamiento viral (AV) en cultivo ce-
lular apartir demuestrasdetgjidos, leucocitos,
suero, o semen es considerado el método
estandar de oro pero las desventgjas son el
costo, tiempo, poca practicidad paratrabajar
muchas muestras, e interferencia por
anticuerpos, entre otros. Ademés, si bien su
especificidad esde 100%, su sensibilidad de-
pende mayormente de las células en la cual
se redliza el aislamiento (Salike y Dubovi,
2004).
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Ladeteccion del antigeno viral es mu-
cho més rgpido y de menor costo. Las técni-
cas mas usadas son inmunofluorescencia (IF)
en tejido fresco e inmunoperoxidasa (1P) en
tgjido fresco o fijado en formalinautilizando
mAbs (Ozkul et al., 2002; Brodersen, 2004).
Laespecificidad y sensibilidad de la prueba
IPesde97%, delFesde 88y 77%y de AV
de 100 y 83%, respectivamente. Sin embar-
go, los datos de especificidad y sensibilidad
delastécnicas|F, IPy ELISA han meorado
con el desarrollo de reactivos de mejor cali-
dad como los mADbs (Ellis et al., 1995; Njaa
et al., 2000). Por otro lado, ELISA de captu-
rade antigeno en forma de kits para detectar
virus en sangre o leche estan disponibles en
el mercado.

La deteccion de anticuerpos es € mé-
todo diagnéstico mas comun, aunque de me-
nor utilidad en hatos o en zonas donde se usa
la vacunacion contra DVB. En serologia, €l
método estandar de oro es la neutralizacion
viral y actualmente existen numerosas técni-
cas de ELISA en formato de kits. Las
ELISAs son ideales como técnicas de tamiz
para trabajar un gran nimero de muestras.
La leche de tanque o porongo para detectar
virus o anticuerpos contrael VDVB es ade-
cuada para identificar hatos infectados con
presencia de animales PI, pero igualmente,
es de poca utilidad en animales vacunados.
Hatos con ausencia o con bajos titulos de
anticuerpos en leche de tanque y ausencia
deanticuerposen animaesjévenesindicaque
e hato esta libre de animales PI; por otro
lado, titul os altos de anticuerpos en leche de
tanque, y con o sin anticuerpos en animales
jovenes constituye una evidencia de que €
hato es positivo y que requiere de pruebas
adicionales paraidentificar y remover anima-
les Pls.

Técnicas molecularescomo PCR en sus
diferentes variedades vienen utilizandose en
la dltima década para €l diagnéstico de la
DVBy otrospestivirus. Lafortalezadel PCR
es su elevada sensibilidad pero se ve afecta-
dapor su vulnerabilidad, yaque unaminima
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concentracion de ARN contaminante duran-
telacoleccion o procesamiento en el labora-
torio puede ser amplificado y resultar en fal-
Sos positivos, 0 también cuando las mol écu-
las de ARN no son adecuadamente conser-
vadas (Belak y Ballagi-Pordany, 1993; Wirz
et al., 1993). Sin embargo, losriegosde con-
taminacién en el laboratorio y otras desven-
tajas como €l alto costo son cadavez meno-
res. La técnica de RT-PCR en tiempo real
viene siendo utilizadapor su rapidez y preci-
sién, y tiene la ventgja de realizarse en un
sistemacerrado evitdndose lacontaminacion
entre las muestras y no requiere ddl anélisis
por electroforesis del producto post PCR
(Mahlum et al., 2002; Hoffmann et al., 2005;
Kosinovaet al., 2007). Por otro lado, latec-
nologiadel PCR esampliamente utilizadaen
lagenotipificaciéony andlisisfilogenético del
VDVB y otros pestivirus.

Ultimamente, la tecnol ogia de la
protedmica representa un enorme potencial
con fines de diagnéstico veterinario, como el
Microarray que originalmente fue utilizado
para el mapeo de genes pero que actualmen-
tetiene un potencia paraidentificar agentes
con dtavariabilidad genéticacomo el VDVB
(Schmitt y Henderson, 2005; Belak, 2006).

Control

A partir de ladécada del 60, € control
de la DVB estaba focalizado en prevenir la
ocurrenciaclinicadelaenfermedad median-
te lavacunacion. En adelante, se fabricaron
mas de 150 vacunas comerciales a virus
modificado o avirusinactivado; sin embargo,
SU USO Masivo en algunos paises por mas de
cuatro décadas, no ha logrado la reduccién
de la prevalencia e incidencia de la DVB.
Van Oirschot et al (1999) consideralanece-
sidad de estudios adicionales sobre |a efica-
ciay seguridad de las vacunas, sobre todo,
considerando la diversidad antigénicade las
cepas del VDVB de campo.

El proposito de la vacunacion para €l

control delaDV B hacambiado. Enlaactua-
lidad, estas vacunas deben ser usadas como
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unamediadaadicional de bioseguridad envez
del concepto clasico de control (Moennig et
al., 2005; Lindberg et al., 2006). Ademas, €l
principal objetivo delavacunacion espreve-
nir el pasgje del virus al feto para evitar las
fallas reproductivas causadas por € virus. A
lafecha, setiene suficientes datos de la bio-
logiadel virus, patogenia, y epidemiologiade
la enfermedad, asi como las técnicas
diagnésticas necesarias para considerar la
erradicacion de la DVB basadas en la
bioseguridad, eliminacion de animales Pl y
vigilancia, como lo demuestralosresultados
delos exitosos programas de control que es-
tan efectuandose en muchos paises europeos.

En el Per(l no existe un programa de
control de la DVB. Algunos ganaderos de
las principales cuencas lecheras utilizan la
vacunacion. Lasvacunas autorizadas of icial-
mente son de tipo inactivado y su uso esvo-
luntarioy profil&ctico méas que de control sis-
temético. Las vacunas pueden ser Utiles solo
cuando se aplica en forma estratégicay sis-
tematica, es decir, como una medida de
bioseguridad y conjuntamente con la detec-
ciondeanimales Pl y vigilancia permanente.
Estudios preliminaresde control sin vacuna-
Cion pero con detecciéony eliminacion delos
animales Pl y maximizando las medidas de
bioseguridad y vigilancia en dos hatos de
crianzaintensivaen Areqguipaevidencian bue-
nos resultados (Jayashi et al., 2005; ZUfiga
et al., 2006).
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