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Resumen

Elvirus de ladiarreaviral bovina (VDVB) es uno de los agentes infecciosos méas importantes del ganado
bovino. Este patogeno tiene una distribucion mundial y es endémico en la mayoria de las poblaciones
bovinas donde alcanza un nivel de seropositividad del 40 al 80%. Asi mismo, ocasiona pérdidas econémicas
principalmente de origen reproductivo. Una de las caracteristicas mas importantes de este virus es su
alta frecuencia de mutacion y la tendencia a la recombinacién, lo que ha llevado a que tenga una gran
diversidad genética y antigénica; problema que se ve reflejado en las multiples manifestaciones clinicas
observadas en los animales afectados y en el dificil control de la enfermedad. Los programas de control
utilizados por algunos paises se fundamentan en gran medida en la eliminacion de la principal fuente
de infeccién: los animales persistentemente infectados (PI), asi como en mejorar la respuesta inmune
mediante el empleo de vacunas. La inmunizacién con vacunas inactivadas y virus vivo modificado contra
VDVB se ha empleado por décadas sin evidencia de una reduccion significativa de la prevalencia de la
enfermedad o un control de la infeccion, por lo cual se han empezado a desarrollar otras estrategias
experimentales como las vacunas recombinantes, donde se seleccionan genes especificos del BVDV con el
fin de inmunizar al ganado buscando superar los inconvenientes de las vacunas convencionales.

Palabras clave: programas de control, vacunas experimentales, vacunas tradicionales.
Summary

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is one of the most important infectious agents in cattle
population. BVDV is widespread throughout the world and it is endemic disease in most of the cattle
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population where 40 to 80% are seropositive. It causes economic losses mainly in breeding cattle. BVDV
genetic and antigenic diversity is due to the virus high mutation and recombination frequency, which is
reflected in many clinical manifestations and the difficult control of the disease. Control and prevention
measures implemented by some countries are based on the elimination of the main source of infection: the
persistently infected animals (Pl animals), as well as the improvement of the immune response through
the use of vaccines. Immunization with inactivated and modified-live vaccines has been used for decades
without any significant improvement. New experimental strategies are being developed: recombinant
vaccines where BVDV specific genes are selected in order to immunize cattle and thus overcome the
shortcomings of conventional vaccines.

Key words: control programs, conventional vaccines, experimental vaccines.
Resumo

O virus da diarréia viral bovina (VDVB) é um dos agentes mais importantes do gado bovino. Este
patogénio tem uma distribuicdo mundial e é endémico na maioria das populac6es bovinas onde alcanca
um nivel de seropositividade do 40 ao 80%. Também ocasiona perdas econdmicas, principalmente de
origem reprodutivo. Uma das caracteristicas mais importantes do virus é sua alta freqiiéncia de mutacédo e
tendéncia a recombinacéo, o que tem ocasionado uma grande diversidade genética e antigénica; problema
que ocasiona multiples manifestagdes clinicas observadas nos animais afetados e no dificil controle da
doenca. Os programas de controle utilizados por alguns paises que fundamentam em grande medida
a eliminagdo da principal fonte de infecgdo: os animais persistentemente infectados (P1). Assim como
melhorar a resposta imune mediante 0 uso de vacinas. A imunizagdo com vacinas inativas e virus vivo
modificado contra o VDVB tem-se utilizado por décadas sim evidencia de uma redugdo significativa da
prevaléncia da doenca o um controle da infec¢do, pelo qual se utilizam estratégias experimentais como
vacinas recombinantes, onde se selecionam genes especificos do BVDV com o propdsito de imunizar o

gado buscando superar 0s inconvenientes das vacinas convencionais.

Palavras chave: programas de controle, vacinas experimentais, vacinas tradicionais.

Introduccion

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV)
es un miembro del género pestivirus de la
familia Flaviviridae, junto con los virus de la
peste porcina clasica y la enfermedad de las
fronteras en las ovejas (Muphy et al., 1999). EI
BVDV presenta forma esférica con un diametro
entre 40 a 60nm vy estd constituido por una
capside icosahédrica, rodeado de una envoltura
lipdproteica proveniente de la membrana celular
(Mettenleiter y Sobrino, 2008) (Figura 1). El
genoma del VDVB es un RNA de polaridad
positiva de 12.5 Kb, posee s6lo un marco abierto
de lectura (ORF) y en cada uno de sus extremos
presenta regiones sin traducir o UTR (Untraslated
region). El extremo 5° UTR presenta una
secuencia de nucledtidos que imita la estructura
CAP, de los mRNAs con funciéon de sitio de
entrada ribosomal interno (IRES) que media la
transduccién de la poliproteina viral (Hellen y
Breyne, 2007).

Envoltura
viral

Figura 1. Representacion esquematica del virién del BVDV. El BVDV esta
constituido por 3 proteinas de envoltura (Erns, E1y E2) y la proteina de la
cépside viral la cual empaqueta el ARN genémico.

El ORF codifica para una poliproteina de
aproximadamente 4000 aminoéacidos, la cual
es posteriormente clivada por enzimas virales
y celulares (endoproteasas) en los diferentes
polipéptidos  (proteinas  estructurales 'y no
estructurales) (Agapov et al., 2004; Lectora, 2007)
(Figura 2). Entre las proteinas estructurales mas
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importantes se encuentra la glicoproteina (gp) E2,
que posee los epitopes que inducen la produccion de

anticuerpos neutralizantes generados posterior a una
infeccién y a la vacunacion (Liang et al., 2006).

Figura 2. Representacion esquematica del genoma del VDVB. El BVDV estd compuesto por 4 proteinas virales estructurales (C, Erns,
ElyE2)y de 7 a 8 proteinas no estructurales dependiendo el biotipo. Esta diferencia de proteinas en los biotipos ocurre por clivaje de la

NS2-3 en los biotipos cp dando origen a la proteina NS3.

Historia y diversidad del BVDV

Este virus fue reconocido por primera vez en los
Estados Unidos por Olafson en 1946, al detectar en
hatos un sindrome agudo caracterizado por fiebre,
diarrea, anorexia y tos (Baker, 1987). Ramsay y
Chivers en 1953, describieron una enfermedad
esporadica caracterizada por diarrea profusa,
emaciacion, ulceraciones en la mucosa del tracto
alimenticio y una mortalidad del 100%. Luego, se
determiné que el mismo virus era el responsable de
los dos sindromes (Baker, 1987). A finales de los 60°s
se describieron dos biotipos del virus: el citopatico
(cp) y el no citopatico (ncp), caracterizados por su
habilidad para causar efecto citopatico y muerte
celular en cultivos celulares in vitro. El biotipo
cp induce destruccion masiva celular mediante la
formacién de vacuolas citoplasmaticas llevando a
la muerte de las células pocos dias después de la
infeccion, a diferencia del biotipo ncp que no induce
ningun efecto aparente en cultivo (Birk et al., 2008).

Los avances en secuenciacion genética a
finales de los ochenta permitieron establecer dos
genotipos: el 1 y 2, caracterizados por diferencias
en la region 5° UTR y en la region que codifica
para la proteina E2 principalmente. El genotipo
2, el cual surgio en Norte América y Canada se
correlaciona con sintomatologia hemorragica y
alta mortalidad (Ridpath et al., 2006). De esta
manera, en la naturaleza existen 2 biotipos y 2
genotipos. Adicionalmente, cada genotipo presenta
subgenotipos los cuales muestran una homologia
entre si del 80 al 85%. En la actualidad se han
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reportado en la literatura 11 subgenotipos de BVDV
tipo 1 (a-j) y 2 subgenotipos del BVDV- 2 (a y
b) (Ridpath, 2005). Esta diversidad genética del
BVDV esta asociada con la propension de los virus
RNA a modificaciones gendmicas como mutaciones
y recombinaciones (Bolin y Grooms, 2004).

En Colombia, los primeros reportes de la
enfermedad datan de 1975, tras el ingreso al pais de
terneros enfermos importados desde Holanda. Los
hallazgos a la necropsia y las pruebas seroldgicas
de estos animales mostraron como diagndstico la
presencia de la “Enfermedad de las Mucosas (EM)
“(Borda, 1975). Se han realizado diferentes estudios
en el pais, que comprueban su presencia. Entre estos
estan el estudio de Mogoll6n et al. (1990), donde se
reporta por primera vez en el pais un caso de EM,
con aislamiento e identificacién de los dos biotipos:
ncp y cp (Vera et al., 2003). En 1994, se reportd
una seropositividad del 89% al VDVB en 101
animales en fincas de la Sabana de Bogota mediante
la seroneutralizacion viral y se identificaron
coinfecciones con otras entidades como IBR,
leucosis y leptospira (Parra, 1994). Para la fecha
se desconoce completamente si hay presencia del
genotipo 2 en el pais, pero este se ha aislado en
Argentina y Brasil (Flores et al., 2002).

Presentacion clinica

La infeccion del ganado con el VDVB puede
resultar en uno de tres sindromes (Figura 3): Diarrea
viral bovina (o infecci6n postnatal primaria), la
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infeccion persistente y la enfermedad de las mucosas
(Potgieter, 1997). En la Infeccion postnatal, el
animal se puede infectar con un biotipo cp o0 ncp y

desarrollar una infeccidn respiratoria, digestiva o
reproductiva con sintomatologia subclinica o severa
con alta mortalidad (Walz et al., 2001).

Primer Sindrome: Diarrea Viral

Infeccién

DVB :>

biotipo cp
0 ncp

Sindrome
|:> respiratorio,

digestivo o

reproductivo

Segundo Sindrome: Persistentemente infectados

Infeccidn
DVB | ) )
biotipo
ncp
Vaca gestante Ternero Pl con
Primer trimestre biotipo ncp

Tercer Sindrome: Enfermedad de las mucosas

Infeccion con cepas
homologas de
Ternero Pl ncp con
biotipo cp

—>

Sobre infeccién con
biotipo cp

Figura 3. Diagrama de los diferentes sindromes ocasionados por la infeccién con VDVB.

La infeccion posnatal es la forma clasica
subclinica o enfermedad severa. El desal

de la enfermedad, la cual resulta en infeccion
rrollo de la infeccién persistente se debe a la

exposicion al virus en el primer tercio de la gestacion cuando el sistema inmune del feto
esta en desarrollo, convirtiendo a los terneros en los principales diseminadores de la
enfermedad. La enfermedad de las mucosas se desarrolla a partir de animales Pl que

adquieren un virus citopatico.

La enfermedad respiratoria puede ser una de
las principales manifestaciones de la infeccion
generalizada por BVDV. Existe evidencia
epidemiologica y experimental de que BVDV esta
directamente asociado con el “complejo respiratorio
bovino (CRB)” (Potgieter, 1997; Ridpath et al.,
2007). La infeccién reproductiva o infeccidn fetal esta
asociada con la diseminacion transplacentaria del virus
dependiendo del momento de la infeccién durante la
gestacion, provocando muerte embrionaria, aborto,
inmunotolerancia, defectos congénitos, nacimiento
de terneros debiles; aunque también pueden nacer
terneros normales con anticuerpos neutralizantes
precalostrales para BVDV (Grooms, 2004).

La Infeccion persistente ocurre en animales
infectados entre los 35 a 125 dias de la gestacion
con biotipos ncp. En este periodo, el sistema
inmunoldgico fetal reconoce al virus como propio y

no genera respuesta inmune contra este; por lo cual,
estos animales nacen seronegativos y se convierten
en los principales diseminadores o reservorios
asintomaticos de la enfermedad (Campbell, 2004).

La enfermedad de las mucosas se desarrolla a
partir de animales persistentemente infectados que
adquieren un virus citopético. El desarrollo de este
sindrome es dependiente de diferencias antigénicas
o similitudes entre los dos biotipos del virus, por
lo tanto, no todas las combinaciones de biotipos
no citopaticos y citopaticos resultan en enfermedad
de las mucosas. Es indispensable cierta homologia
entre las cepas para desarrollar esta forma de
presentacion (Baker, 1987). En este cuadro, la
sintomatologia cursa con pirexia, anorexia, diarrea
aguda, Ulceras en cavidad bucal. Presenta baja
morbilidad y alta mortalidad que puede llegar al
100% (Campbell, 2004).
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Otro sindrome reportado como el Sindrome
hemorragico, se comenzd a presentar en algunos
hatos de USA y Canada a mediados de los
noventa, aunque ya se ha evidenciado en paises
de Europa y Sur América como Alemania y Brasil
respectivamente (Ridpath et al., 2006; Vilcek et
al., 2005). Su nombre se debe a la presentacion
de diarrea con sangre, epistaxis, congestion en
conjuntiva 'y mucosas, hemorragias petequiales
y equimoticas en mucosas, pirexia, leucopenia,
linfopenia y neutropenia. Este sindrome se ha
asociado a cepas del genotipo 2, aunque no todas las
cepas son altamente virulentas (Chul et al., 2005;
Ridpath et al., 2006).

La naturaleza insidiosa del virus ha llevado a
grandes pérdidas econdmicas principalmente de
origen reproductivo, reflejadas en las producciones
de leche y carne. Estas pérdidas se relacionan con
el aumento en el nimero de dias abiertos, abortos,
disminucion en la calidad de semen, asi como en los
costos de tratamiento en animales enfermos y en las
pérdidas en produccion (Houe, 1999; Valle et al.,
2005). La cuantificacion de pérdidas economicas
frente a la infeccion con BVDV en hatos lecheros
en Europa se ha calculado entre 13-160 € por
vaca al aflo dependiendo del tipo de presentacion
de la enfermedad (Fourichon et al., 2005). Las
pérdidas se pueden incrementar cuando el BVDV se
combina con otros patégenos como los del complejo
respiratorio (Gunn et al., 2005).

En Colombia, no se han calculado las pérdidas
econdmicas especificas para el BVDV, pero si se
han determinado las pérdidas econémicas generales
para todas las enfermedades reproductivas en
44.000 millones de pesos anuales, donde se infiere
que la BVDV juega un papel importante debido a la
alta prevalencia de la enfermedad (50-58%) en los
hatos colombianos (Castafieda, 2004).

Control y prevencion

La utilizacion de pruebas diagnosticas en los
programas de control permiten: la vigilancia o mo-
nitoreo de la prevalencia a nivel del hato asi como
también a nivel regional; establecer el estatus del
hato frente a la enfermedad, e identificar animales
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Pl para su posterior eliminacion (Sandvik, 2005).
Entre las metodologias diagnosticas se tienen: la de-
teccion de antigeno, la deteccidn de anticuerpos y la
deteccion del genoma viral (Houe, 2006).

La deteccion del antigeno mediante el
aislamiento viral se facilita debido a que el virus
crece rapidamente en muchas lineas celulares.
Sin embargo, esta prueba es de alto costo, su
ejecucion es laboriosa y se requieren varios dias
para obtener resultados (Saliki y Dubovi, 2004;
Sandvik, 2005). Es importante resaltar que una
limitante mayor para el aislamiento es la posibilidad
de una contaminacion de los cultivos celulares
con virus adventicio de DVB proveniente del
suero utilizado como suplemento, por tal motivo
la interpretacion de resultados se debe realizar
cautelosamente (Ramirez, 1993). El aislamiento se
realiza a partir de suero o sangre, tejidos fetales,
secreciones corporales como fluido nasal, secrecion
vaginal, semen entre otros (Saliki y Dubovi, 2004).
Los antigenos también se detectan en tejidos o
improntas, mediante la utilizacion de las técnicas
inmunohistoquimicas. Estas técnicas emplean
anticuerpos (Acs) monoclonales o policlonales
marcados, los cuales se visualizan con fluorescencia
(IF) o peroxidasa (IP). Esta metodologia es Gtil para
confirmar el aislamiento, debido a que la replicacion
del VDVB en las células puede o no inducir un
efecto citopatico (Brodersen, 2004). Otra técnica
de deteccion de antigeno es el ELISA de captura,
la cual emplea anticuerpos monoclonales (MAbs)
para inmovilizar un antigeno en particular como la
proteina NS2-3 o la Erns (Sandvik, 2005).

La deteccion de Acs especificos se realiza
mediante  pruebas  serologicas las  cuales
miden los titulos de anticuerpos tales como
la seroneutralizacion o el ELISA indirecto y
competitivo. Los resultados de estas pruebas varian
de laboratorio a laboratorio, por la diversidad
antigénica entre los diferentes aislamientos del
VDVB (Saliki y Dubovi, 2004).

Los métodos de deteccion de genoma a través
de la PCR se fundamentan en la capacidad de
oligonucleétidos especificos de DNA para unirse
a blancos de secuencias especificas como la region
5del genoma. La RT-PCR ha tenido amplia
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distribucion como método de diagnostico; asi como
también para la genotipificacion de cepas virales,
permitiendo distinguir entre los diferentes virus
dentro del género Pestivirus (Saliki y Dubovi, 2004).

Para la realizacion de esta prueba se emplean
muestras de leche, drganos homogenizados o
suero, posteriormente el RNA viral se purifica y
se transcribe a DNA complementario (CDNA),
mediante la enzima transcriptasa reversa. La
aplicacion de RT-PCR para propo6sitos diagndsticos
puede verse limitada por la contaminacion con
RNAsas o proteinas, generando falsos negativos
(Rossmanith et al., 2001).

El diagnostico de los animales Pl es de gran
importancia debido a que ellos constituyen los
principales diseminadores de la enfermedad
representando entre el 1 al 2% de la poblacion
bovina afectada (Houe, 2006). Estos animales
son inmunotolerantes, lo que indica que eliminan
altas cantidades de virus sin presentar anticuerpos
dificultando su diagnéstico cuando se emplean
meétodos seroldgicos. Por lo anterior, el diagnostico
de estos animales se debe basar en la deteccion del
antigeno o del genoma viral. Entre los métodos
disponibles se encuentra la RT-PCR; para animales
mayores de 3 meses se puede realizar ELISA
de captura de antigeno (Ag) o aislamiento viral,
igualmente, la inmunohistoquimica en biopsia de piel
(oreja) (Brodersen, 2004; Rossmanith et al., 2001).
En nuestro pais, ha sido usada la técnica de cultivo
de linfocitos para detectar animales persistentemente
infectados con el VDVB (Jaime J, 1996).

Programas de erradicacion

En cuanto a la erradicacion de la enfermedad,
algunos paises han instaurado programas basados
en el control sistematico sin vacunacion y el control
sistematico con vacunacién (Houe, 2006; Lindberg
y Alenius, 1999).

El primero, el control sistematico sin vacunacion,
consiste en la identificacion y eliminacion de
animales PI, seguido de un monitoreo continuo
del hato, mediante la realizacion de pruebas
diagnosticas para confirmar su estatus libre o
para detectar nuevas infecciones (Lindberg et al.,

2006). En este programa también se implementan
medidas de bioseguridad como el control en
el desplazamiento de animales entre fincas, la
realizacion de cuarentenas para animales nuevos que
ingresen a las fincas, uso de semen certificado libre
de la enfermedad, control en el ingreso del personal
al hato, entre otras (Lindberg et al., 2006). Este
esquema se comenzo a implementar desde la década
de los noventa en los paises de la region escandinava
(Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suecia) donde en
su mayoria hay declaracién de erradicacién de la
enfermedad (Gunn et al., 2005; Valle et al., 2005).
Posteriormente, las islas Shetland implementaron
este programa donde también se declard la
erradicacién del BVDV (Sandvik, 2004; Synge et
al., 1999). Las pruebas diagnosticas realizadas bajo
esta estrategia de erradicacion se basan en serologias
al azar o muestras del tanque de la leche para medir
los titulos de anticuerpos, asi como también la
realizacion de RT-PCR (Houe, 2006).

El Control sistémico con vacunacion, consiste
en la implementacion de esquemas de vacunacion
destinados a la erradicacion. Este programa se ha
desarrollado en paises donde el control mediante la
eliminacion de Pl y la implementacion de medidas
de bioseguridad no han sido suficientes, como es
el caso de Alemania (Makoschey et al., 2001). En
este pais se implementé la vacunacion con el fin
de prevenir la reintroduccion de la enfermedad y
la reintroduccion de animales PI. Con el empleo
de vacunas se espera que se reduzcan los signos
clinicos asociados con la infeccion con el BVDV y
gue estas provean un mejoramiento reproductivo al
reducir las tasas de abortos, muertes embrionarias y
el nacimiento de terneros PI.

Para un control eficiente de la enfermedad
es importante que la vacunacion confiera altos
niveles de proteccion para la madre y para el feto;
asi mismo, que la vacuna proteja contra los dos
genotipos de VBVB (Kelling, 2004). Entre los
protocolos vacunales empleados se ha sugerido una
primo-vacunacion con una vacuna inactivada y 4
semanas después una revacunacion con una vacuna
a virus modificado; esto con el fin de generar una
eficiente inmunidad humoral y celular, asi como
también desarrollar proteccion fetal (Moennig et
al., 2005). En otros paises como Colombia, los
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métodos de control para BVDV se basan s6lo en el
empleo de vacunas desconociendo el estatus libre
del hato frente a la infeccion viral, de igual manera
no se realiza la deteccion de animales Pl y no se
implementan medidas de bioseguridad, este tipo de
programa es conocido como control no sistematico
(Lindberg y Alenius, 1999; Lindberg et al., 2006).

Entre las vacunas disponibles actualmente en el
mercado nacional e internacional se encuentran las
vacunas inactivadas y las de virus vivo modificado

(VLM). En su mayoria, estas vacunas vienen en
presentacion polivalente junto con otros antigenos
virales tales como: IBR (Rinotraqueitis Bovina
Infecciosa), PI-3 (Parainfluenza Bovina), BRSV
(Virus Sincitial Respiratorio Bovino); asi como
algunos antigenos bacterianos (Pasteurella spp,
Moraxella spp, entre otros) (Tabla 1). Actualmente
se vienen desarrollando vacunas con vectores
recombinantes basadas en DNA plasmidico o
vectores virales, las cuales todavia estan en etapa de
experimentacién (Nobiron et al., 2003).

Tabla 1. Vacunas disponibles para el control de BVDV. Adaptado de Registro de Biol6gicos veterinarios vigentes 2008, http:// www.

Ica.gov.co

Biolégicos disponibles para BVDV en Colombia

Tipo de vacuna

Laboratorio Nombre Componentes para DVB
Novartis Viral Shield 4 IBR, DVB cp y ncp; Pl -3,BRSV Inactivada*
Viral Shield 6+VL5 Campylobacter fetus, Leptospira spp (5)
Triangle 3 IBR, DVB cp y ncp; Pl -3,BRSV
Fort Dodge IBR, DVB ly Il, PI-3,VRSB, Leptospira Inactivada**
Traingle 8 +11 DVB spp (5)
Bovishield 4 IBR, DVB | y Il, PI -3,BRSV LMV***
Pfizer Bovishiel Gold FP5 +L5 IBR, DVB, PI -3,VRSB, Leptospira spp (5)
Cattle Master 4 IBR, DVB, PI -3,BRSV Inactivado***
Santa Helena Bovisan IBR‘ DVB, Campylobacter fetus, Leptos- Inactivado
pira spp.
IBR, DVB,PI3, Pasteurella haemolytiva y
Providean respiratoria multocida,
Tecnovax Haemophilus sommus Inactivado****

Providean reproductiva

IBR, DVB, Leptospira spp. (5), Campylo-

bacter foetus, Haemophilus sommus

Tomado de:*http://www.vecol.com, **www.fortdodge.com, ***www.tecnovet.com, ****www.tecnovax.com

Vacunas Inactivadas. Son vacunas en las que los
virus pierden su capacidad infectiva y replicativa
mediante la inactivacion con quimicos como la
Etilamina Binaria (BEI), la Beta propiolactona, entre
otros. Este tipo de vacunas se deben administrar
con adyuvantes para alcanzar una mejor respuesta
inmune (Oirschot et al., 1999). Son vacunas muy
seguras y se pueden administrar en cualquier
momento de la gestacion; pero requieren de una
inmunizacién cada 6 meses para mantener los
niveles de anticuerpos vacunales (Oirschot et al.,
1999). Estas vacunas no inducen inmunidad celular
y pueden retener una infectividad residual si la
inactivacion no fue realizada correctamente (Young
et al., 2005). Asi mismo, pueden inducir reacciones
inflamatorias  localizadas, 'y  adicionalmente
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requieren altos costos en su produccion (Makoschey
et al., 2004).

Vacunas a virus vivo modificados (LMV).
Estas vacunas contienen cepas atenuadas del
VBDV capaces de replicarse en el huésped. La
atenuacion se realiza mediante pasajes en serie
en los cultivos celulares (Oirschot et al., 1999).
La induccion de la respuesta inmune es rapida
pudiéndose detectar Acs dentro de las 4 semanas
posvacunales y manteniéndose estos altos por
mas de un afo. Entre las desventajas en el empleo
de estas vacunas estan la presentacion de efectos
colaterales por la capacidad de atravesar la barrera
placentaria e infectar el feto, asi como la generacion
de inmunosupresion predisponiendo al animal a
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infecciones con otros patégenos (Houe, 2006). La
LMV ha mostrado seguridad cuando se administra
al ganado 4 semanas pre-inseminacién (Moennig et
al., 2005). Estas vacunas también pueden presentar
alta frecuencia de recombinacion genética con cepas
de campo y mala respuesta inmune por fallas en el
almacenamiento o manejo (Kovacs et al., 2003).

Muchas de las vacunas LMV e inactivadas
que se encuentran comercialmente contienen el
genotipo 1 y no proveen proteccion cruzada contra
el genotipo 2, esto indica que la exposicion a uno
de estos genotipos no asegura la proteccién contra
el otro. Se ha establecido una mayor proteccion
cuando los animales se exponen al mismo genotipo
con el cual han sido vacunados, que cuando se
exponen a un genotipo diferente (Paton et al., 1999;
Ridpath, 2005). Para mayor proteccion, algunas
casas comerciales han introducido los dos genotipos
en sus vacunas (Ridpath et al., 2007) (Tabla 1).

Vacunas en Experimentacion

Con el advenimiento de la terapia génica se ha
venido trabajando en el tratamiento de desordenes
genéticos, en la terapia contra el céncer y en el
desarrollo de vacunas (Polo y Dubensky, 2002).
Este ultimo constituye uno de los méas importantes
desarrollos en la historia de la vacunacion, con el
que se han logrado algunos avances en enfermedades
para la salud publica como las ocasionadas por el
Virus de Inmunodeficiencia humana (VIH), Hepatitis,
malaria; y en enfermedades animales BVDV e IBR,
entre otras (Leitner et al., 2000; Souza et al., 2005).

Entre las metodologias biotecnolégicas maés
usadas para la generacion de vacunas se encuentran
el empleo de DNA plasmidico y los vectores
virales. Estas técnicas se fundamentan en el uso
de un vector que permite una eficiente expresion
de un transgen (generalmente un antigeno viral)
y su correcta presentacion generando una potente
inmunidad humoral y celular (Harpin et al., 1999;
Liu y Murwe, 2003). Los vectores empleados en
terapia génica se clasifican en dos categorias: virales
y no virales (Bostock, 1990). Para incrementar su
eficiencia cuando son empleados como vacunas
recombinantes, se introducen elementos o secuencias
dentro de los vectores que maximicen la expresion

de las proteinas virales. Estos elementos son
promotores, intrones, sefiales de poli-adenilacion,
entre otros (Leitner, W et al., 2000; Liang et al.,
2006).

En el caso del BVDV, el transgen mas
empleado es el que codifica para la proteina viral
méas inmunogénica: la glicoproteina (gp) E2 de
la envoltura. La secuencia de esta proteina se ha
clonado de forma completa, truncada o quimérica
(unida a proteinas del vector). Esto se debe a que
cada una de estas formas modifica la expresion
de la glicoproteina en la superficie celular y por
consiguiente su presentacion y respuesta inmune
(Donofrio et al., 2006; Lian y Babiuk, 2007).

El empleo de la proteina incompleta se debe a
que la proteina completa es retenida dentro de la
célula ya que su extremo C-terminal funciona como
dominio de anclaje de membrana; de igual manera,
contiene una sefial de localizacion intracelular la
cual es responsable de su retencion en el reticulo
endoplasmico. Esta retencion hace que genere
una menor respuesta inmune al no ser detectada
por el sistema inmune, a diferencia de la proteina
truncada o con delecion del dominio de anclaje en
membrana, la cual alcanza la superficie celular y
por lo tanto genera una mayor respuesta inmune
(Donofrio et al., 2006).

Asi  mismo, la construccion de proteinas
quiméricas unida a secuencias sefiales como la gp D
del Herpesvirus o el factor activador plasmindgeno
t-Pas o unida a proteinas virales como la proteina
G del VSV, facilitan la expresion de la proteina
E2 en la superficie celular (Lian y Babiuk, 2007;
Wang et al., 2003). Esta proteina ha sido la Unica
detectada tanto en lisados como en sobrenadantes
de cultivos de células Cos-7 transfectadas (Lian y
Babiuk, 2007). Es importante resaltar, que no solo la
version completa o truncada de la proteina E2 afecta
la respuesta inmune en el organismo, esta respuesta
también estad asociada con el tipo de vector en
que se transporte la proteina. Igualmente con la
presencia de promotores en el vector que faciliten la
expresion del transgen.

En el mismo estudio de Liang et al (Lian R and
Babiuk L, 2007), el plasmido DNA con la proteina

Rev Colomb Cienc Pecu 2009; 22:677-688

8 de 12



Sitio Argentino de Produccién Animal

Vargas DS et al. Control del virus de la diarrea viral bovina 685

E2 truncada unida a una secuencia sefial fue la Unica
capaz de inducir titulos neutralizantes posteriores a
la inmunizacion de ratones. Estos resultados difieren
de los realizados por Medhy et al. (Mehdy et al.,
1999), donde la proteina E2 completa insertada en
un vector adenoviral fue capaz de inducir titulos
neutralizantes. En la construccién de plasmidos
policistronicos para el BVDV que codifiquen la
proteina E2 de los dos genotipos, la expresion e
inmunogenicidad se puede ver alterada por cambios
conformacionales, esto se relaciona con la posicion
de las secuencias ya sea en el extremo C terminal
o N terminal del plasmido. Se ha determinado que
los plasmidos con las secuencias en el extremo
N-terminal presentan una mayor expresion de la
proteina transgenica (Lian y Babiuk, 2007; Mehdy
etal., 1999).

La secuencia que codifica el gen de la proteina
E2 es hipervariable, es decir, no se conserva entre
los diferentes genotipos del virus (Stokstad et al.,
2004), lo cual ha llevado al desarrollo de estudios
con proteinas mas conservadas entre los pestivirus,
como la proteina C de la cépside, la proteina no
estructural NS3, etc., (Elahi et al., 1999; Nobiron et
al., 2000). Al trabajar con los genes de estas zonas
conservadas se inducen anticuerpos contra desafios
homologos y heterologos; sin embargo, la proteccion
luego de la vacunacion con vectores que expresen
estas proteinas es desconocida y la respuesta
inmune sigue siendo mayor para desafios con virus
homologos. Esto fue demostrado por Elahi et al
(Elahi et al., 1999), al inocular ratones con vectores
adenovirales que expresaban la NS3 del BVDV
encontrando inmunidad celular mayor para el desafio
con el genotipo 1 comparado con el genotipo 2 (Elahi
et al., 1999; Young et al., 2005).Varios estudios con
flavivirus han mostrado que las proteinas como la
NS-3 son fuertes estimuladores de la inmunidad
celular y que las proteinas de la envoltura son
relativamente débiles (Elahi et al., 1999).

Las proteinas inmunogénicas del BVDV se han
expresado a través de varios plasmidos DNA y en
diferentes vectores virales. Entre los vectores virales
vacunales usados para el BVDV y otros virus
animales se encuentran: los herpesvirus, adenovirus,
baculovirus, poxvirus, togavirus y retrovirus.
Para poder ser empleados como vectores, a estos
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virus se les realiza delecion de genes involucrados
en el proceso replicativo lo que disminuye su
infectividad; en estos sitios de delecidn se introduce
el gen o genes de interés (transgen) (Bostock, 1990).

En algunos vectores virales se han realizado
deleciones completas del genoma dejando sélo sus
extremos para incrementar la capacidad de clonaje.
En otros vectores se han realizado deleciones
de secuencias para proteinas involucradas en la
respuesta inmune del huésped para disminuir
la citotoxicidad (Liu y Murwe, 2003). Entre las
desventajas que presentan estas vacunas estan la
corta expresion del transgen, ya sea por la respuesta
inmune generada contra las proteinas del vector
viral o por la presencia de anticuerpos pre-existentes
contra el virus que sirve como vector vacunal.
Para solucionar este problema se utilizan serotipos
virales que infectan otras especies contra los cuales
no hay inmunidad preexistente (Jooss y Chimule,
2003). Otras de las desventajas potenciales son
el riesgo de generar mutaciones por integracion
del vector viral en el genoma de la célula
huésped (retrovirus), perdida de la atenuacién y/o
diseminacion de una infeccién inadvertida (Leitner,
et al., 2000).

En el caso de las vacunas de DNA plasmidico
las cuales usan los plasmidos como vector, se
puede expresar una (plasmidos monocistrénicos)
0 varias proteinas virales de interés (plasmidos
policistronicos) (Leitner et al., 2000; Lian y Babiuk,
2007). La respuesta inmune celular generada por
estas vacunas ha mostrado ser mayor a la respuesta
alcanzada por las vacunas vivas atenuadas; sin
embargo, la respuesta inmune humoral se ha visto
limitada probablemente debido a la cantidad de
antigeno administrado intradermal o intramuscular
ya sea mediante agujas hipodérmicas o mediante
el uso de pistolas liberadoras de genes (Nobiron et
al., 2000). Los plasmidos se pueden administrar
de forma desnuda (N-DNA) o unidos a liposomas
cationicos (L-DNA); estas dos formas inducen una
respuesta inmune; sin embargo, estudios realizados
por Harpin et al (Harpin et al.,1999), han mostrado
luego del desafio con BVDV una mejor respuesta
0 mayor proteccién contra la enfermedad con
el DNA desnudo que con el L-DNA (Harpin et
al., 1999). Para lograr una mayor respuesta tanto
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humoral como celular se ha comenzado a introducir
dentro del DNA plasmidico genes que codifiquen
Interleuquinas, tales como la IL-2, IL4, IL12, entre
otras; las cuales estimulan las células Thl y Th2
(Kowalczyk y Erti, 1999; Liang et al., 2006).

Al igual que las vacunas convencionales, los
factores que afectan la inmunogenicidad empleando
vectores, son la ruta de administracion y el namero
de inmunizaciones requeridas (Leitner et al.,
2000). Adicionalmente, se debe tener en cuenta
la estructura del vector (presencia de secuencias
estimuladoras como promotores), cantidad del
vector liberado y los niveles de expresion del
antigeno (Leitner et al., 2000).

Como en otros virus RNA, el BVDV es un
virus que presenta alta variabilidad genética, lo que
se ve reflejado en las multiples manifestaciones
clinicas, en el dificil diagnostico y control de la
enfermedad. Los programas de control utilizados
por algunos paises se basan en la eliminacion de
animales PI, ya que estos constituyen los reservorios
asintomaticos de la enfermedad, asi como en
mejorar la respuesta inmune mediante el empleo
de vacunas. Independientemente del método de
control utilizado, lo que se busca es prevenir la
entrada del virus al hato no infectado, eliminar la
circulacion del virus en hatos infectados y disminuir
las pérdidas economicas.

Para ejecutar un programa de control exitoso en
cualquier hato se requiere conocer el estatus de la
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