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Resumen

La Diarrea Viral Bovina (DVB) se presenta con multiples cuadros y genera importantes
pérdidas econdmicas a nivel mundial. La presente tesis tuvo como objetivo general mejorar las
posibilidades diagndsticas de la DVB en rodeos lecheros de la provincia de Santa Fe, asi como
obtener datos actualizados de prevalencia y genotipos circulantes. Se desarrollaron técnicas y
procedimientos diagndsticos que permitan facilitar la toma y remisidn de muestras, la
conservacion del ARN viral y la deteccién molecular del virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB),
incluyendo una RT-qPCR, asi como un método de procesamiento de muestras sembradas en
papeles de filtro para preservar material genético viral. Ademas, se incluyeron estudios de
estimacion de prevalencia de anticuerpos anti-VDVB realizados en muestras de leche de tanque,
un plan de monitoreo de la enfermedad en un establecimiento de la regién y un estudio
filogenético donde se clasificaron genéticamente las cepas del VDVB encontradas. Esta tesis
permitié desarrollar una RT-qPCR altamente sensible que detecta todos los genotipos bovinos
hallados en la regién. Ademas, pudo recuperarse ARN del VDVB por hasta 12 meses en papel
cromatografico y tarjetas FTA. Respecto al establecimiento monitoreado, no se encontrd
circulacién viral. Mediante una estimacion de la prevalencia, se observd una alta circulacion
viral en la cuenca lechera de Santa Fe. Las muestras secuenciadas indican mayor circulacion de
genotipo 1b. Se logré obtener datos actualizados de la DVB en Santa Fe, que reflejan la

necesidad de implementar planes de control a nivel regional.



Abstract

Bovine Viral Diarrhea (BVD) is a complex disease with several clinical manifestations that causes
significant economic losses worldwide. The overall objective of this thesis was to improve the
diagnostic possibilities of BVD in dairy herds in the province of Santa Fe, as well as to update
data on prevalence and circulating genotypes. Diagnostic techniques and procedures were
developed to facilitate sample collection and shipping, viral RNA preservation, and molecular
detection of the Bovine Viral Diarrhea virus (BVDV), including a RT-gPCR technique and a method
for processing samples sown in filter paper to preserve viral genetic material. In addition, studies
estimating the prevalence of anti-BVDV antibodies in bulk tank milk samples, a disease
monitoring plan at a dairy farm in the region, and a phylogenetic study to genetically classify the
BVDV strains found were included. This thesis led to the development of a highly sensitive RT-
gPCR that detects all bovine genotypes found in the region. In addition, BVDV RNA could be
recovered for up to 12 months on chromatography paper and FTA cards. No viral circulation was
found at the monitored dairy farm. Prevalence estimates showed high viral circulation in the
dairy farms collected in Santa Fe. Sequenced samples indicate broader circulation of 1b
genotype. Updated data on DVB in Santa Fe was obtained, reflecting the need to implement

control plans at the regional level.



Abreviaturas

5’UTR: regién no codificante 5’

Ac: anticuerpo

Ag: antigeno

ARN: acido ribonucleico

ADN: 4cido desoxirribonucleico

BTM: bulk tank milk, leche de tanque

Buffer TE: Buffer Tris-EDTA

CP: citopatico

CT: cycle threshold, valor umbral del nimero de ciclos
DBT: dried blood test

DICT: dosis infecciosa cultivo tejido

DO: densidad 6ptica

DTT: ditiotreitol

DVB: Diarrea Viral Bovina

ELISA: enzimo-inmunoensayo

FTA Cards: Flinders Technology Associates, Tarjetas FTA
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa bovina
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RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con retrotranscipcion

RT-gPCR: reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa con retrotranscipcion
RVA: Rotavirus Bovino A

SN: seroneutralizacién

SNE: suero normal equino

TA: temperatura ambiente

TM: temperatura de melting, temperatura a la cual el ADN doble cadena se disocia en
simple cadena

VDVB: virus de la Diarrea Viral Bovina
VRSB: Virus Respiratorio Sincicial Bovino

VLA: Virus de la Lengua Azul
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1.INTRODUCCION



1. Introduccién

1.1 Descripcién de la enfermedad

La Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad infecciosa que afecta a bovinos
mundialmente, caracterizada principalmente por trastornos reproductivos y respiratorios, que
conllevan importantes pérdidas econdmicas, debidas a disminucidn en la produccién de leche,
disminucién de la fertilidad en hembras (abortos, malformaciones y mortalidad embrionaria) y
machos, menor ganancia de peso, inmunosupresion e incremento en las infecciones
secundarias, diarreas, sindromes respiratorios, entre otros (Yarnall y Thrusfield, 2017). La
extensidn de la enfermedad depende del nivel de inmunidad del animal y la patogenicidad de la
cepa del virus. El principal inconveniente que genera la DVB, desde el punto de vista
epidemioldgico, es la produccién de animales con infeccidén persistente o persistentemente
infectados (Pl), quienes representan la principal fuente de infeccién para sus convivientes

(Moennig y Yarnall, 2021).

1.2 Descripcion del virus

1.2.1 Taxonomia

La DVB es producida por virus pertenecientes a la familia Flaviviridae y clasificados dentro
del género Pestivirus, junto con los virus de la Peste porcina clasica (o Pestivirus C) y de la
Enfermedad de la frontera (o Pestivirus D). Histdricamente, se conocian dos variantes del virus
de la diarrea viral bovina, el VDVB-1 (actualmente denominado Pestivirus A) y el VDVB-2
(denominado Pestivirus B) (Smith et al., 2017). A partir del afio 2004, se comenzd a reportar la
circulacion de otros virus del género Pestivirus, que recibieron en conjunto el nombre de virus
HoBi-like o VDVB-3 (actualmente llamados Pestivirus H) (Caro et al., 2020; Ridpath y Neill, 2015;
Schirrmeier et al., 2004). Dentro del genotipo VDVB-1 se clasificaron 21 sub-genotipos,
(denominados de la “a@” a la “u”). Dentro del VDVB-2 y VDVB-3, existen 4 sub-genotipos

(denominados de la “a” a la “d”).

1.2.2 Propiedades del virus

Los virus de la familia Flaviviridae son esféricos, con un tamafio aproximado de 40-60 nm
y poseen una envoltura desde la cual se extienden glicoproteinas que rodean una capside
icosaédrica. El genoma consiste en una molécula simple de ARN monocatenario de sentido
positivo con un tamafio de 12,3 kb. El genoma codifica la sintesis de una poliproteina flanqueada

por los sectores 5y 3"UTR (unstranslated region) y que es clivada en 4 proteinas estructurales



(C, Erns, E1y E2) y 7-8 no estructurales (Npro, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Deregt
et al., 2005) (Figura 1).

Los Pestivirus bovinos se clasifican en biotipos de acuerdo a su capacidad de producir
efectos citopaticos en cultivos celulares. De esta manera, se conoce el biotipo citopatico (CP)
que produce lisis celular y el biotipo no citopatico (NCP), que no produce efectos observables en

cultivos celulares (Brodersen, 2014).
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Figura 1. Estructura y organizacion gendmica de los Pestivirus. lzquierda: Representacion esquematica del
virion del VDVB. EI VDVB esta constituido por 3 proteinas de envoltura (Erns, E1y E2) y la proteina de la
capside viral la cual empaqueta el ARN gendmico. Modificado de: Vargas, D., Jaime, J. y Vera, V. (2009).
Derecha: Organizacién gendmica de los Pestivirus. En la parte superior se encuentra el genoma viral con
las regiones que codifican proteinas estructurales y no estructurales y las regiones no codificantes 5’ y 3’.
Las cajas debajo del genoma indican las proteinas virales generadas por la cascada de procesamiento
proteolitico. Las flechas y puntas de flechas entre las cajas de proteinas virales representan los sitios de
clivaje de proteasas. Las Proteinas no estructurales estan indicadas como NS. P/, P”’, P, H y R indican la
localizacién de la proteasa de Npro, la proteasa de NS2, la proteasa de NS3, la helicasa de NS3 y la ARN
polimerasa- ARN dependiente de NS5B, respectivamente. En VDVB NCP, el clivaje de NS23 es detectable
solo por un corto periodo de tiempo luego de la infeccién. En VDVB CP, la NS2 y NS3 son producidos
continuamente. Modificado de: Fenner’s Veterinary Virology. Quinta edicién. MacLachlan y Dubovi (2017).

1.2.3 Replicacién

La adhesién del virus a la célula estd mediada por la glicoproteina E de la envoltura que
interactla con receptores de la membrana celular. La entrada a las células diana se produce a
través de la endocitosis mediada por receptores y la replicacion ocurre en el citoplasma. La
replicacion implica la sintesis de ARN complementario de sentido negativo que luego sirve de
molde para la sintesis de ARN de sentido positivo (gendmico). La traduccidn del ARN mensajero
resulta en la produccién de una poliproteina que luego es clivada y procesada para formar las
proteinas estructurales y no estructurales del virus. El ensamble ocurre en las membranas del
reticulo endopldsmico, luego el virion formado es transportado en vesiculas por la via secretoria

hacia la membrana y liberado por exocitosis o lisis celular (MacLachlan y Dubovi, 2017).



1.3 Transmision, patogenia y cuadros clinicos

1.3.1 Transmisidn

El VDVB puede ser transmitido de forma vertical u horizontal. La transmision
transplacentaria puede ocurrir en cualquier momento de la gestacion y las consecuencias de la
infeccidn viral en el feto dependen principalmente del momento en que ocurre la infeccion y de
la cepa que lo infecta. La forma horizontal de transmision puede ser directa a través de aerosoles
y contacto nariz con nariz o indirecta por contacto de animales susceptibles con secreciones
(semen, secrecién nasal, ocular, orina, leche, saliva o liquidos fetales) de animales infectados o
con objetos, materiales y alimentos contaminados. Los animales Pl representan la principal
fuente de infeccidn a través de sus secreciones, ya que contienen una carga viral mucho mayor
que los animales transitoriamente infectados, y pasan toda su vida dispersando virus a través
de ellas. Por otro lado, los animales con la infeccién aguda, pueden ser fuente de infeccidn, pero
por un corto periodo de tiempo (una semana o menos) y con una menor carga viral (Goyal y
Ridpath, 2005). Por ejemplo, la carga viral en leche de una vaca con infeccién transitoria es
aproximadamente de 10>° DICTso/mL, mientras que en vacas Pl la carga viral en leche es de 10°*
— 105° DICTso/mL (Radwan et al., 1995). La carga viral en suero de un animal Pl es de 10* — 10°
DICTso/mL (Bolin et al., 1985) y en semen llega hasta 10° DICTso/mL (Revell et al., 1988). El semen
proveniente tanto de animales con la infeccién transitoria como de animales Pl es una
importante fuente de infeccion. Ademas, en forma atipica, algunos toros que sufren la infeccion
transitoria y se recuperan, pueden presentar una infecciéon persistente en los testiculos,
liberando virus en semen (Givens et al., 2009; Nugroho et al., 2022; Voges et al., 1998).

Hay dos formas por las cuales un feto puede adquirir la infeccién persistente. Por un lado,
un feto proveniente de una madre Pl siempre nacera persistentemente infectado. Por otro lado,
la infeccidn de la madre (no Pl) hasta los 125 — 150 dias de prefiez con un virus NCP, resultard
en la infeccion del feto y el nacimiento de un ternero Pl (Brodersen, 2014), siendo esta Ultima la
forma mas frecuente.

Otras formas de transmisidn son la trasferencia embrionaria, iatrogénica (reutilizacion de
agujas y guantes de palpacidn rectal), insectos que trasladen mecanicamente el virus y el uso de
vacunas vivas modificadas. Ademas de los bovinos, otras especies del orden Artyodactila pueden
ser reservorios de Pestivirus bovinos, como porcinos, ovinos, caprinos, llamas, alpacas y especies
salvajes (Decaro et al., 2012; Goyal et al., 2002). La introduccién al rodeo también puede darse
a partir de productos bioldgicos que contengan suero fetal bovino contaminado con Pestivirus

bovinos (Pecora et al., 2016; Pinheiro de Oliveira et al., 2013).



1.3.2 Patogenia y cuadros clinicos

Infeccion posnatal en animales no prefiados sin inmunidad:

El virus ingresa al animal susceptible a través de las mucosas de la boca o nariz y realiza
una replicacién primaria en las células epiteliales y las tonsilas. Luego, se disemina libre en suero
o a través de leucocitos infectados, principalmente linfocitos, monocitos, linfoblastos y
precursores de macréfagos (Ronddn, 2006) hacia el resto del organismo. El periodo de
incubacién dura de 5 a 7 dias (MacLachlan y Dubovi, 2017) y la enfermedad se mantiene hasta
que se desarrolla la inmunidad, dos semanas después de la entrada del virus al organismo
(Lanyon et al., 2014). Durante este periodo se observa viremia que se relaciona con leucopenia,
linfopenia y/o trombocitopenia, apoptosis en el timo, inmunosupresion, pirexia y diarrea. La
infeccion aguda de los animales resulta en destruccién de tejido linfoide y la consecuente
inmunosupresion (Chase et al., 2004). Los linfocitos y macréfagos son células diana para el VDVB,
por tanto, durante la infeccién aguda, existe una deplecién de linfocitos B, T (CD4 y CD8) y
neutrofilos (Ellis et al., 1988), debida principalmente a una menor estimulacién de la mitosis de
los leucocitos infectados y a una menor produccién de interferdn, interleucinas y citotoxicidad
(Peterhans et al., 2003). Como consecuencia de la inmunosupresion, pueden establecerse otros
microorganismos como Mannheimia haemolytica, herpesvirus bovino tipo 1, virus respiratorio
sincicial, rotavirus, coronavirus, Salmonella y E.coli (Potgieter, 1997; Ridpath, 2010).

Los cuadros clinicos que pueden producirse como consecuencia de la infeccidn por VDVB
son muy variados y dependen principalmente de la edad y el estado fisiolégico del animal
infectado, de la cepa del virus actuante, del estado inmunitario, entre otros factores. La
infeccidn luego del nacimiento resulta en la infeccidon transitoria o aguda y los cuadros pueden
ser inaparentes, moderados o graves. El 60 a 70% de los casos de infeccidn transitoria cursan de
forma asintomatica (Goyal y Ridpath, 2005). Los anticuerpos calostrales protegen contra la
infeccidon por VDVB hasta los 6 meses de edad (Baker, 1995), por ello, los cuadros de DVB se
empiezan a observar a partir de esta edad. Las infecciones agudas asintomaticas se caracterizan
por producir un leve aumento de temperatura, leucopenia, viremia de corta duracion,
eliminacion de virus por pocos dias y seroconversion a VDVB. Las infecciones asintomaticas se
asocian con disminuciones en la produccién de leche en animales de tambo (Moerman et al.,
1994). Las formas agudas sintomadticas cursan con fiebre, depresién, anorexia, leucopenia,
descarga nasal y ocular, lesiones en la boca (erosiones y Ulceras), diarrea, disminucién en la
produccién de leche, viremia corta (15 dias) y diseminacion viral por corto tiempo (Goyal and
Ridpath, 2005). Los cuadros mas severos generalmente se asocian con el VDVB-2 e incluyen

fiebre, trombocitopenia, diarrea sanguinolenta, petequias y equimosis en las superficies



mucosas, epistaxis, hemorragias en multiples sitios, leucopenia y muerte (Corapi et al., 1990).
Los cuadros son acompafados por inmunosupresién que los complica con agentes secundarios
(Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis, virus Respiratorio Sincicial
Bovino) generando distrés respiratorio con neumonias.

La recuperacion completa en animales transitoriamente infectados suele ocurrir a las 3
semanas si otras infecciones no empeoran el cuadro (Lanyon et al., 2014).

Infeccion en hembras prefiadas:

La infeccion de hembras prefiadas tiene diversas consecuencias que dependen
principalmente del momento de la gestacidn en que se infectan y la cepa del virus actuante. Los
efectos incluyen disfuncidn ovdrica, dificultades en la concepcidn, muerte embrionaria, abortos,
malformaciones y alteracién del ambiente uterino. El embrién comienza a ser susceptible a la
infeccidn del virus a partir de los 20 dias de la concepcidn, ya que previo a esto, no puede
atravesar la zona peltcida (Singh et al., 1982). Durante los dias 21 a 41 después de la concepcion,
los efectos del virus en el feto conducen a muerte embrionaria y disminucién en las tasas de
prenez. El aborto puede ocurrir cuando el feto se infecta a partir de los 40 dias de gestacién y
en cualguier momento de ésta. La expulsion del feto puede darse inmediatamente después del
aborto, o tiempo después, siendo comun encontrar momificaciones (Grooms, 2004).

La infeccion persistente ocurre cuando el feto se infecta con una cepa NCP del virus entre
los 45 a 125 dias de prefiez (Caro et al., 2020). El virus tiene la capacidad de inhibir la secrecion
de Interferdn tipo | en el feto, lo que permite su supervivencia y el establecimiento de la
infeccidon persistente (Charleston et al., 2001; Decaro et al., 2013). La consecuencia de la
infeccidn del feto en esta etapa determina la produccién de un ternero inmunotolerante al VDVB
y seronegativo. Esto se produce dado que el sistema inmune del feto, en este periodo de
gestacion, es incapaz de reconocer al VDVB como extrafio y de reaccionar contra él. Como
consecuencia, al nacer, el ternero Pl elimina grandes cantidades de virus en todas sus
secreciones y representa una fuente de infeccidén para sus convivientes. Los animales Pl pueden
parecer clinicamente sanos o estar madas predispuestos a infecciones secundarias, con
crecimiento retardado y bajas ganancias de peso diarias (Lanyon et al., 2014). El 50% de los
animales Pl muere antes de cumplir un afio de vida (Duffell y Harkness, 1985; MacLachlan and
Dubovi, 2017). Cabe resaltar que el animal Pl es inmunotolerante a la cepa de VDVB que origind
la infeccidn intrauterina, pero las infecciones con otras cepas de VDVB pueden a generar una
cierta respuesta inmune (Fulton et al., 2003). La tolerancia es mantenida por linfocitos T CD4 y
B no reactivos, pero las células presentadoras de antigenos reaccionan normalmente, por lo
tanto, el sistema inmune puede montar una respuesta ante otros patégenos (Glew y Howard,

2001).



Luego de los 125 dias de prefez, el VDVB puede atravesar la placenta y la barrera
hematoencefalica cerebral produciendo lesiones en el sistema nervioso central,
incrementandose los efectos a medida que se incrementa la edad fetal. Estas malformaciones
incluyen atrofia o hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, degeneracion ocular, cataratas, atrofia
retinal, lesiones esqueléticas en miembros, artrogrifosis, braquignatismo mandibular, alopecias
e hipotricosis, debidas a una disfuncién tiroidea fetal que resulta en niveles bajos de hormonas
T3 y T4 (Ronddn, 2006). La infeccidon en esta etapa de la gestaciéon también puede derivar en
muerte fetal y aborto. Las lesiones encontradas en el feto incluyen: vasculitis en cerebelo,
edema de la sustancia blanca y necrosis, hidrocefalia e hipomielinizacién que llevan a hipoplasia
cerebelar y ataxia al nacimiento (Lanyon et al., 2014). Los mecanismos por los cuales el virus
produce dafo en el feto incluyen inhibicién del crecimiento y diferenciacion celular vy lisis
(Castrucci et al., 1991).

Las infecciones en el ultimo periodo de la prefiez pueden resultar en el nacimiento de
terneros normales o débiles y seropositivos.

Infeccion persistente y enfermedad de las mucosas:

La enfermedad de las mucosas ocurre cuando un animal persistentemente infectado se
sobreinfecta con una cepa CP de origen exdgeno o enddgeno (por mutacidén de la cepa NCP
residente) (Weber et al., 2016) y es siempre fatal. Para que esto ocurra, la cepa CP que
superinfecta al animal Pl debe ser antigénicamente homdloga a la cepa NCP residente. Los
efectos del virus en las placas de Peyer llevan a deplecion linfoide y atrofia. Desaparecen las
microvellosidades de la [dmina propia y la necrosis de los queratinocitos del estrato espinoso
produce la disrupcidn de las uniones intercelulares del epitelio queratinizado de la cavidad oral,
esofago, rumen y omaso, lo que desencadena las erosiones y Ulceras que producen diarrea y
deshidratacién y facilita el accionar de bacterias oportunistas pudiendo terminar en septicemia.
La muerte ocurre a los pocos dias o semanas (Odedn et al., 2003).

La enfermedad de las mucosas aguda se presenta a los 7-14 dias luego de la
superinfeccién con una cepa CP homéloga a la NCP residente (Radostits y Littlejohns, 1988). Se
caracteriza por fiebre, deshidratacion, anorexia, taquicardia, polipnea, diarrea acuosa, descarga
nasal y ocular y salivacion excesiva. La diarrea se caracteriza por presentar restos de mucosa
intestinal, membranas fibrinosas y sangre. Se encuentran erosiones y Ulceras en la cavidad oral
y a lo largo de todo el aparato digestivo, asi como en el espacio interdigital, vulva, prepucio y
pezones. La muerte generalmente se da entre los 3 a 10 dias en el 100% de los afectados (Goyal
and Ridpath, 2005). También existe una presentacidn de tipo crdnica que se presenta cuando la

cepa que superinfecta es heterdloga a la residente, con bajas ganancias de peso, diarreas



intermitentes, anorexia y pérdida de peso. Normalmente mueren antes de los 18 meses por
debilidad generalizada.

Infeccion en toros:

La infecciéon en toros reproductivamente activos puede resultar en disminucién de la
densidad espermatica y motilidad y anormalidades espermaticas. Se ha demostrado que el
VDVB puede permanecer en las vesiculas seminales y prostata por mas de dos afios luego de la
infeccidn aguda, siendo eliminado en semen con el eyaculado (Givens et al., 2003; Kirkland et

al., 1991).

1.4 Diagndstico
1.4.1 Diagnostico de la DVB

Existen diversas técnicas complementarias de laboratorio para el diagndstico de la DVB:
algunas se utilizan para el diagndstico directo del agente: aislamiento viral, detecciéon de
antigeno (Ag) y deteccién de acidos nucleicos (ARN) y otras para el diagndstico indirecto, o sea,
la deteccidn de anticuerpos (Ac): serologia.

El aislamiento viral se ha considerado la metodologia “gold standard” para el diagnéstico
de las enfermedades virales, incluida la DVB (Saliki and Dubovi, 2004). Sin embargo, en los
ultimos afios ha entrado en desuso debido a los costos en su realizacion y al tiempo que lleva
obtener resultados. A pesar de ello, se sigue utilizando en casos donde se pretende obtenery
estudiar las cepas circulantes en el medio. El uso del aislamiento viral para diagnéstico ha sido
reemplazado por otras técnicas rdpidas de deteccidon de Ag o acidos nucleicos (Spetter et al.,
2020). En animales menores de 6 meses, la utilizacion de la técnica de aislamiento viral no es
adecuada debido a la posible interferencia con los Ac maternos (Goyal and Ridpath, 2005).

Las técnicas de deteccién de Ag incluyen principalmente la inmunofluorescencia (IF),
inmunohistoquimica (IHQ) y el enzimo-inmunoensayo (ELISA). La IHQ se utiliza en tejidos fijados
con formalina, permite detectar casos de animales con infeccién transitoria o PI, pero suele ser
laboriosa y costosa. La inmunofluorescencia se realiza a partir de tejido fresco o congelado,
dando resultados rdpidos, sin embargo, requiere la intervencién de técnicos altamente
calificados para la observacion de resultados (Dubovi, 2013). Los ELISA permiten detectar Ag en
suero, biopsia de piel o leche de animales individuales, pero debe usarse con precaucion ya que
existe interferencia con los Ac calostrales en animales menores de 6 meses (Spetter et al.,
2021a). La mayoria de estos test ELISA se basan en la deteccidn de la proteina NS3, mediante el
uso de un anticuerpo de captura unido a la fase sdlida y un anticuerpo detector conjugado a un

sistema de sefial como la peroxidasa (Kirkland, 2018). En los ultimos afios, se han desarrollado



kits comerciales de inmunocromatografia que permiten detectar antigeno viral (NS3) del VDVB
con resultados rapidos y que pueden realizarse al pie del animal, aunque con una sensibilidad
menor que los métodos moleculares (Kameyama et al., 2006).

El gold standard para la deteccion de Ac contra el VDVB es la seroneutralizacion (SN).
Permite detectar y cuantificar Ac especificos contra el VDVB y puede usarse para realizar
seroconversién en muestras pareadas para identificar infecciones recientes. También debe
realizarse en animales mayores a 6 meses, pues existe la interferencia con anticuerpos
maternos. La SN es genotipo-especifica, puesto que los anticuerpos generados contra un
genotipo del VDVB, no siempre presentan reaccidn cruzada con los demas genotipos, por tanto,
para realizar la prueba deberian utilizarse virus de los genotipos circulantes en la regiéon
geografica (Sandvik, 1999; Weber et al.,, 2014). Como ventaja, la SN es muy especifica, sin
embargo, resulta lenta, costosa y requiere del trabajo con cultivos celulares. En contraposicion,
los ELISA de competicion o bloqueo, arrojan resultados rdpidos sin el uso de cultivos celulares
(Bhatia et al., 2008). En el mercado hay disponibles kits de ELISA que permiten diferenciar
anticuerpos vacunales de los producidos por infecciéon. La mayoria de estos kits estan
desarrollados a base de la proteina NS3 del virus, una proteina no estructural que se forma
durante la replicacién del virus, por tanto, los anticuerpos contra esta proteina no se formarian
como respuesta a la inmunizacion con vacunas inactivadas o a subunidades (Eiras et al., 2012;
Mahmoodi et al.,, 2015; Makoschey et al.,, 2007; Raue et al., 2011). En regiones con alta
prevalencia de infecciones por VDVB, las pruebas serolégicas no tienen mucho valor diagndstico,
a menos que pueda establecerse seroconversion, y no permiten detectar animales Pl (Kirkland,
2018).

En los ultimos afios, la RT-PCR y RT-PCR en tiempo real o RT-gPCR han ganado gran
protagonismo en el laboratorio como técnicas de rutina en el diagnéstico de enfermedades
infecciosas (Moorthy et al., 2019; Saliki y Dubovi, 2004). Son técnicas rdpidas y de alta
sensibilidad que permiten la deteccién del ARN del VDVB. Una gran ventaja de la RT-qPCR es
que puede utilizarse en pooles de muestras (Akagami et al., 2020; Renshaw et al., 2000). Por
ejemplo, en rodeos lecheros, puede identificarse la presencia de animales Pl entre los animales
en lactacién en una muestra de leche de tanque, lo mismo ocurre con muestras de suero
individuales que pueden poolearse para la deteccion de animales Pl con el fin de realizar
saneamientos en el rodeo (Kennedy, 2006). Con el objetivo de disminuir los costos de los analisis
de laboratorio a la hora de realizar un programa de saneamiento en rodeos, se han descripto
varias estrategias de armado de pooles de acuerdo a la prevalencia estimada de animales Pl
(Mufioz-Zanzi et al., 2000). Una desventaja de estas técnicas moleculares, es que permiten

detectar o cuantificar acidos nucleicos, pero no virus infeccioso, como si lo hace el aislamiento



viral (Dubovi, 2013). Sin embargo, como ventaja, los resultados no son influidos por la presencia
de anticuerpos calostrales, por tanto, puede utilizarse para determinar el estado de Pl en
animales de cualquier edad.

La confirmacién del status de Pl de un animal debe hacerse con dos muestreos
consecutivos tomados con una diferencia de 3 — 4 semanas con resultados positivos a una
prueba de diagndstico directo (aislamiento viral, deteccién de Ag o de acidos nucleicos) (Goyal
and Ridpath, 2005).

En la Figura 2 puede observarse un resumen de las posibilidades diagndsticas para la DVB.

1.4.2 Utilizacidn de papeles de filtro: Metodologia dried blood test (DBT)

Los papeles de filtro se utilizan en diversas dreas como la medicina forense y estudios
genéticos para conservar acidos nucleicos a temperatura ambiente por largos periodos de
tiempo. Los mas utilizados son las Tarjetas FTA (o FTA Cards, por sus siglas en inglés: Flinders
Technology Associates), que consisten en un papel de filtro impregnado con una mezcla de
desnaturalizantes quimicos y sustancias que atrapan los radicales libres. Sus componentes
quimicos lisan las células, previenen el crecimiento bacteriano y desnaturalizan proteinas, sin
embargo, los acidos nucleicos son capturados en la matriz (Cardona-Ospina et al., 2019). De esta
manera, su uso presenta dos ventajas: la conservacion de ARN o ADN sin la necesidad de
mantener cadena de frio y la seguridad durante la manipulacidn y traslado, por lo que pueden
ser enviados por correo postal.

Las tarjetas FTA también han sido utilizadas para almacenar muestras con la posterior
detecciéon molecular de material genético de virus ADN y ARN, como el virus de la Fiebre Aftosa,
Rabia, virus de la Enfermedad de Newcastle, Herpesvirus Bovino, entre muchos otros
(Muthukrishnan et al., 2008; Perozo et al., 2006; Picard-Meyer et al., 2007; Sarangi et al., 2018).
Esta metodologia es sumamente beneficiosa para almacenar material genético de virus ARN,
debido a su baja estabilidad y la degradacion por ARNasas (Skonieczna et al., 2016). El uso de
tarjetas FTA como matriz para la toma de muestras veterinarias fundamenta su aplicacidon en
areas alejadas de los laboratorios de diagndstico y con insuficiente infraestructura donde se
dificulta la logistica para el traslado y conservacidn de muestras a temperaturas adecuadas.
Ademas, la metodologia es poco invasiva y facil de utilizar, puesto que se necesita sélo una gota
de sangre que facilmente puede ser tomada a campo (lvanovaa et al., 2017).

En cuanto a la utilizacién de papeles de filtro para conservar ARN de VDVB, existe escasa
bibliografia. El primero de los trabajos publicados describe el almacenamiento de ARN viral
proveniente de muestras de sangre y suero sembradas en cuatro tipos de papeles diferentes por

un tiempo maximo de 6 meses, usando una PCR de punto final para la deteccidon (Vilcek et al.,



2001). Mas recientemente, se describié la deteccion de agentes patdgenos del Complejo
Respiratorio Bovino, incluido el VDVB, mediante RT-qPCR en muestras de hisopados nasales
impregnados en tarjetas FTA y almacenados en temperaturas de -27°C a 46°C por hasta 14 dias,
observando total concordancia en la deteccién de ARN en papeles en comparacion con muestras
frescas (Liang et al., 2014). Por ultimo, un estudio comparé los resultados en CT (cycle threshold)
de una PCR en tiempo real realizada a partir de muestras frescas (sangre) y en tarjetas FTA
(sangre e hisopado nasal) provenientes de animales PI. Si bien se observé un aumento de 1 0 2
logaritmos en el valor de CT - lo que indicaria una pérdida de sensibilidad con respecto a la
muestra fresca-, la deteccién del virus en las dos matrices evaluadas (papel vs sangre fresca)

tuvo total concordancia (Foster et al., 2014).
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Proposito
[;?JZ::;EI Demostrar ausencia Determinar la | Determinar el estado
Método de de infeccion en Contribuir a las | Confirmar prevalencia inmunitario en
infeccion animales politicas de casos de la animales o
enla individuales antes de erradicacion clinicos infeccion — poblaciones tras la
poblacién los desplazamientos vigilancia vacunacion
Identificacién del agente’
Alslam_lenio + +H+ ++ +++ - -
del virus
Deteccion de
antlgenn ++ ++ +++ +++ +4++ -
mediante
ELISA
Deteccion de
antigeno - - - ++ - -
mediante IHC
Propésito
i D;i?:r?érigr Demostrar ausencia Determinar la | Determinar el estado
Método e de infeccion en Contribuir a las | Confirmar prevalencia inmunitario en
: » animales politicas de casos de la animales o
infeccion - e e : e :
oy individuales antes de erradicacion clinicos infeccion — pablaciones tras la
bl los desplazamientos vigilancia vacunacion
Deteccion de
acido nucleico
mediante RT- +++ 44 e+ 44+ +44 -
PCR en tiempo
real
Deteccion de respuesta inmunitaria
ELISA +44 +4 +44 - 4+ ++4+
VN + +4+4 +4+ — * 4+

Clave: +++ = método recomendado; ++ = método idéneo; + = puede utilizarse en algunas situaciones, pero el coste, la
fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacion; — = ne adecuado para este proposito; n/a = no aplicable.
Aungue no tedas las pruebas clasificadas como +++ o ++ han sido validadas formalmente, su uso sistematico y el hecho de
que se hayan utilizado ampliamente sin resultados dudosos las hace aceplables.

ELISA = enzimoinmunoanalisis; IHC = inmunohistoguimica; RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa; VN = neutralizacion del virus.

Figura 2. Resumen de técnicas diagnosticas para el VDVB. Extraido de: Manual Terrestre de la OIE, Capitulo
3.4.7 — Diarrea viral bovina (Kirkland, 2018).

1.5 Planes de control y vacunas

Los programas de control de la DVB deberian ejecutarse siempre que la inversién para
llevar a cabo el programa dentro de un tiempo determinado minimice efectivamente las
pérdidas debidas a la enfermedad: y que su costo sea menor que las pérdidas asociadas a la DVB
(Givens y Newcomer, 2015).

En la literatura, existen dos enfoques para el control de la DVB, llamados “control no

sistematico” y “control sistemdtico”. El primero incluye medidas implementadas sin ningun

11



esfuerzo coordinado ni beneficios de acciones simultdneas en numerosos rodeos vy
generalmente incluyen sélo la vacunacién. El control sistematico, en cambio, incluye una serie
de medidas que se toman guiadas por un objetivo comun, implementadas a nivel regional o
nacional, con constante monitoreo y evaluacién de los resultados (Lindberg y Houe, 2005).

Las estrategias de control planificadas a nivel regional o nacional son mas efectivas que
cuando se realizan a nivel de rodeo individual. Los esfuerzos para controlar la DVB en un
establecimiento aislado pueden no servir de nada si en los establecimientos vecinos no se
eliminan los animales infectados puesto que el riesgo de reinfeccion del establecimiento es alto
(Houe, 2003). En este sentido, es deseable la intervencion de las autoridades sanitarias estatales
para promover planes de control, e incluso, para la toma las decisiones que determinen que el
control de la enfermedad sea obligatorio y que realicen la inversién necesaria para llevarlo a
cabo.

Durante afios, el control de la DVB se ha realizado exclusivamente a través de la
vacunacion, sin embargo, los resultados de la utilizaciéon de vacunas sin la aplicacidn de otras
medidas de bioseguridad no han sido satisfactorios (Antos et al., 2021; Nugroho et al., 2022).
Actualmente, estd comprobado que los programas de control mas efectivos se basan en un
modelo sistemdtico que incluye la determinacién del status del rodeo, seguida de la
implementacion de medidas que impidan el ingreso del virus en rodeos libres, o eliminen su
circulacion en rodeos infectados. Los paises escandinavos han llevado a cabo estos modelos de
saneamiento desde principios de los 90" y la mayoria de ellos son libres de VDVB o estdn cerca
de serlo (Moennig y Yarnall, 2021). Los planes de control de VDVB han comenzado a ser
obligatorios en algunos paises como Austria, Suiza y también en paises con un stock ganadero
muy grande como Alemania; o voluntarios como en Escocia, Irlanda e Inglaterra (Reichel et al.,
2008; Wernike et al., 2017). Estos programas de control se basan en el conocimiento de la
epidemiologia de la enfermedad e incluyen de manera voluntaria la vacunacién, aunque en
algunos de ellos, como los paises escandinavos, la vacunacion estd prohibida (Moennigy Yarnall,
2021). Analizando los programas de saneamiento realizados por distintos paises, los que han
llevado a cabo programas de adhesion obligatoria (Suiza, Alemania), han tenido mejores y mas
rapidos resultados que los que fueron de adhesidn voluntaria (Inglaterra, Espafia) (Azbel-Jackson
et al., 2018; Villaamil et al., 2020).

La clave de todos los programas de control sistematicos radica en la deteccion de los
animales PI. Para eliminar el virus de un rodeo infectado, es indispensable detectar y eliminar
estos animales, que son indefectiblemente la fuente de infeccién. En las poblaciones bovinas, la
prevalencia de animales con infeccion persistente es alrededor del 1%. Algunos autores indican

que cuando todos los animales Pl son eliminados de un rodeo, se detiene la circulacién viral
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(Lindberg y Houe, 2005). Cuando los animales Pl son detectados y eliminados del rodeo, se da
un fenémeno de “self-clearance” porque al eliminar estos individuos PI, falla la propagacién de
las infecciones persistentes y el virus desaparece del rodeo (Stahl y Alenius, 2012).

Los modelos actuales de saneamiento del VDVB se basan en tres premisas: 1. Medidas de
bioseguridad para impedir el ingreso del virus en rodeos libres. 2. Deteccién y eliminacién de
animales PI para eliminar la circulacién viral. 3. Monitoreo constante de los rodeos libres para
detectar la introduccidn del virus tempranamente (Newcomer, 2021). Como complemento a
estas premisas fundamentales, puede adicionarse opcionalmente la vacunacién.

Cuando no se conoce la situacidn epidemioldgica del establecimiento lechero en
particular, resulta conveniente realizar un método de screening, como la serologia de leche de
tanque, para conocer si existe circulacién viral en el establecimiento (Wernike et al., 2017).

La estrategia de eliminacion de animales Pl se basa en el testeo de todos los animales del
rodeo para identificar a los que resulten Pl y eliminarlos, seguido por el testeo de todos los
terneros nacidos al afio siguiente (Van Duijn et al., 2019). Esta clasificacion se realiza una sola
vez en la vida del animal, en chequeos siguientes, solo se controlan los animales que ingresan al
rodeo y, en caso de que sea adquirido externamente, el semen.

Como se menciond anteriormente, los animales Pl suelen ser seronegativos, por lo tanto,
la deteccién debe realizarse a partir de pruebas de diagndstico directo, dado que las serologias
positivas no tienen valor diagndstico para la identificacidon de PIl. En algunos establecimientos,
se realiza un testeo seroldgico con posterior testeo de los animales seronegativos para confirmar
si son Pl (Houe et al., 2006). Sin embargo, esta puede ser una decision riesgosa, puesto que un
bajo porcentaje de animales Pl pueden ser seropositivos, por lo que se podrian dar falsos
negativos que continuarian con la transmisidn viral dentro del rodeo (Goyal y Ridpath, 2005).

La serologia tiene valor en regiones libres donde la vacunacién estd prohibida o en desuso,
ya que permite detectar tempranamente circulacién viral. En paises con alta prevalencia y con
vacunacidon ampliamente utilizada, tiene escasa utilidad, a menos que se utilicen técnicas
diagnosticas que diferencien anticuerpos vacunales de anticuerpos infecciosos (Van Campen,
2010).

Las medidas de bioseguridad a implementar en los programas de control incluyen: el
control en el desplazamiento de animales, control del contacto del rodeo con establecimientos
vecinos, la realizacién de cuarentenas y testeo de animales que ingresen al rodeo, utilizacién de
semen certificado libre de VDVB, control en el ingreso del personal, entre otras (Vargas et al.,
2009).

El monitoreo constante se realiza para detectar introducciones del virus en etapas

tempranas que permitan tomar medidas para asegurar el mantenimiento de condicién "libre de
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DVB” del rodeo. Esto puede hacerse a partir de pruebas serolégicas a nivel de rodeo, como el
testeo de leche de tanque en rodeos lecheros, que permite conocer el estado inmunoldgico de
un gran porcentaje de los animales que componen el rodeo con una sola muestra (Larghi, 2018).
Estas pruebas seroldgicas nos permiten monitorear y confirmar el status libre de un
establecimiento e identificar si el VDVB es introducido al rodeo (Wernike y Beer, 2022).

Los programas de erradicacién de paises como Suecia, Suiza y Alemania incluyeron, en
etapas finales y de forma complementaria la secuenciacién de las cepas aisladas en casos de
reintroduccién del virus a rodeos. De esta manera, mediante andlisis filogenéticos, se permite
establecer una relacidn entre los casos y rastrear desde donde procede la infeccién y realizar un
seguimiento de los eslabones en la cadena de infeccidn (Stahl y Alenius, 2012).

En algunos paises, como Alemania y Estados Unidos, los planes de control incluyeron
también la vacunacién, principalmente, para evitar grandes pérdidas econémicas ante posibles
reinfecciones de los rodeos (Larghi, 2018).

Resulta importante destacar que algunos animales salvajes u otras especies domésticas
como ovinos y caprinos pueden comportarse como reservorios y transmitir el virus, por tanto,
los esfuerzos para controlar la enfermedad deben también abocarse a estos animales (Evans y
Reichel, 2021).

Inicialmente, las vacunas contra la DVB fueron orientadas a disminuir las presentaciones
clinicas y la inmunosupresidn producida por el virus, sin evaluar su eficacia en la prevencién de
la infeccion fetal (Moennig y Becher, 2018). Con el conocimiento del rol de los animales Pl en la
transmisién de la enfermedad, los esfuerzos se abocaron a evitar la infeccion fetal y con ello, la
generacion de nuevos animales Pl. Sin embargo, se han reportado varios casos de transmision
transplacentaria del virus en hembras vacunadas y nacimiento de terneros Pl (Van Campen et
al., 2000; Zimmer et al., 2002). En el mercado internacional existe un amplio abanico de vacunas
disponibles. Las vacunas vivas modificadas son eficaces en la produccion de respuesta inmune
celular y humoral, pero se han descripto efectos adversos por su uso, como la infeccién fetal por
la cepa vacunal o cepas contaminantes del suero fetal bovino usado en su produccién, sobre
todo, las producidas a base de una cepa NCP (Newcomer et al., 2017). Por otro lado, han sido
descriptos casos de enfermedad de las mucosas en animales Pl que han sido vacunados con
vacunas vivas modificadas (Ridpath y Bolin, 1995; Zimmer et al., 2002). A diferencia de las
anteriores, las vacunas a virus inactivado, son mads seguras, pero deben aplicarse revacunaciones
para producir buena inmunidad. Como beneficio, pueden utilizarse en cualquier etapa de la vida
del animal, sin efectos adversos, aunque no esta comprobado que confieran proteccion fetal.
Algunos paises, como Alemania, aplican un protocolo de vacunaciéon combinado de dos pasos,

donde se aplica primero una dosis de una vacuna inactivada y luego un “booster” con una vacuna
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viva modificada y revacunaciones anuales con vacunas inactivadas (Wernike et al., 2017). El uso
de vacunas vivas no esta permitido en Argentina, por lo que el mercado local estd compuesto
principalmente por vacunas de los complejos Reproductivo y Respiratorio que contienen en su
formulacion VDVB inactivado, junto a otros microorganismos. Como alternativa a esto,
recientemente, se ha lanzado al mercado una vacuna monovalente contra VDVB recombinante
a subunidad que contiene la proteina E2 del virus unida a un anticuerpo de simple cadena
dirigido a las células presentadoras de antigeno (APCH I-tE2) (Pecora et al., 2015).

A pesar del progreso en el desarrollo de vacunas y su uso masivo a nivel mundial, los
esfuerzos por disminuir la prevalencia de la DVB utilizando el control no sistemdtico no han
cumplido el objetivo. Esto puede deberse a la variabilidad del virus, ya que la inmunidad en los
animales vacunados es importante contra las cepas homologas a la utilizada en la vacunacion,
pero menor frente a cepas antigénicamente distintas (Lindberg et al., 2006). Como
consecuencia, nunca se ha reportado una estrategia de control satisfactoria utilizando como

Unica medida la vacunacién (Moennig y Becher, 2018).

1.6 Situacién en el pais y en el mundo

Muchos paises como Noruega, Finlandia, Dinamarca y Suecia han erradicado la DVB o
estdn cerca de hacerlo. Otros, como Suiza, Austria, Escocia y Alemania, estdn en fases avanzadas
de los planes de erradicaciéon, mientras que los Paises Bajos, Irlanda, y varios estados de los
Estados Unidos (Alabama, Oregon, Montana, entre otros) ya han comenzado sus programas de
control (Van Campen, 2010; Wernike et al., 2017).

En paises vecinos al nuestro, como Brasil, se ha detectado un 43% de rodeos positivos en
un muestreo al azar de 300 establecimientos lecheros en el Estado de Rio Grande del Sur,
aunque en rodeos mds pequeiios que los que encontramos en nuestra region (Almeida et al.,
2013). En el sur de Chile, en las regiones de Los Rios y de Los Lagos, la prevalencia a nivel de
rodeo y a nivel individual en un estudio aleatorio de 5000 sueros individuales fue estimada del
76% y 3,5%, respectivamente, (Alocilla y Monti, 2022). Similar situacion se reporté en los
departamentos de Tacuarembd, Rivera y Florida, en Uruguay, en un estudio de conveniencia
realizado sobre 390 animales de 14 rodeos, donde la totalidad de los rodeos fue seropositivo,
pero con prevalencias individuales del 76% (Maya et al., 2016).

Estudios previos realizados sobre terneros lactantes en las provincias de Santa Fe y
Cérdoba han detectado un porcentaje de seroprevalencia individual del 59,9% para VDVB y una
dispersion en las explotaciones muestreadas del 97,2% (Carbonero et al., 2011). Por otro lado,
un relevamiento realizado en 1998 a partir de muestras de suero de animales con problemas

reproductivos en la provincia de Santa Fe indicé que en el 52,2% de los establecimientos
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muestreados (n=184) hay reactores positivos (Castelli, 1998). Sin embargo, no se han realizado
nuevos estudios que reflejen la realidad actual de la DVB en nuestra provincia.

En Argentina, en la mayoria de los casos, los métodos de control para VDVB se basan sélo
en el empleo de vacunas desconociendo el estatus del rodeo frente a la infeccién viral, de igual
manera casi no se realiza la deteccion de animales Pl y ni se implementan medidas de
bioseguridad, salvo algunas excepciones en establecimientos mds ordenados. No existe ningun
plan vigente a nivel nacional ni regional para la erradicacion de la DVB, los pocos
establecimientos que han saneado su rodeo, lo han hecho de forma voluntaria.

En nuestro pais, donde los esfuerzos todavia estdn centrados en la erradicacidon de
enfermedades zoonéticas como la brucelosis y tuberculosis, la implementacién de programas

obligatorios para sanear la DVB aun no son prioridad.

1.7 Pérdidas econémicas asociadas a la DVB

La DVB produce importantes pérdidas productivas que son dificiles de cuantificar debido
a la amplia variedad de manifestaciones que se pueden encontrar: muerte de animales,
disminucidn en la ganancia de peso y en la produccién de leche, muerte embrionaria, abortos,
reposicion de vientres, tratamientos veterinarios, aparicién de enfermedades secundarias a la
inmunosupresion producida por el virus (enfermedad respiratoria), entre otras (Laureyns, 2017).
Las pérdidas varian de acuerdo al tipo de explotacion, la situacidn epidemiolédgica del
establecimiento, el manejo, el tamano del rodeo, los cuadros que se presentan, el estado
inmunitario del rodeo y la cepa viral involucrada (Richter et al., 2017).

En un estudio realizado en Nueva Zelanda, en rodeos lecheros, se estimo que las pérdidas
debidas a la DVB, sin ningln tipo de estrategia de control, varian de 35,2 a 255 ddlares
neozelandeses anuales por animal (SUSD 21,7 a SUSD 157) de acuerdo al porcentaje de
animales afectados en el rodeo, lo que lleva a un aproximado de 23,1 millones al afio (14,2
millones de SUSD) de pérdidas en la produccidon lechera del pais, sélo considerando la
mortalidad en animales PI, disminucién en la produccion de leche, aumento en la presentacion
de mastitis clinicas, y disminucion en la ganancia de peso. En este estudio no se tomaron en
cuenta otros factores que incrementan las pérdidas asociadas al VDVB como las pérdidas
reproductivas (mortalidad embrionaria, abortos, malformaciones), gastos veterinarios,
tratamientos, enfermedad respiratoria e inmunosupresion. Por su parte, los costos de las
estrategias de control, varian de acuerdo a la estrategia elegida, o a la combinacidn de ellas. La
vacunacion de un rodeo promedio de 322 animales, tiene un costo de 5.313 ddlares
neozelandeses (SUSD 3.273) el primer afio y un total de 21.827 (SUSD 13.446) por 10 afios. La

estrategia de testeo y sacrificio de PI tiene un costo de 5.149 ddlares neozelandeses anuales
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(SUSD 3.172) y 6.215 por 10 afios (SUSD 3.828). Finalmente, el incremento de las medidas de
bioseguridad, tienen un costo anual de 8.720 délares neozelandeses (SUSD 5.372) y 19.218 por
10 afios (SUSD 11.839), incluyendo el testeo de animales y el aseguramiento del perimetro
(Reichel et al., 2008).

En Argentina se realizd un estudio similar de un brote de DVB en un rodeo de cria de la
Provincia de Buenos Aires en 2015, con 528 vientres, donde se estimaron pérdidas totales por
infeccidn con el virus de SUSD 24.631, incluidos los costos de vacunacién (SUSD 687), pérdidas
reproductivas (SUSD 9.697), mortalidad de animales de recria (SUSD 10.147) y el costo de la
implementacion del plan de saneamiento (SUSD 3.434) (Odedn et al., 2015). En este estudio, se
calculé que las pérdidas por abortos y muerte perinatal de 22 hembras fueron de SUSD 3.150
por reposicion de vientres abortados y los ingresos no percibidos por terneros al destete fueron
de SUSD 6.547 Cabe destacar que este estudio sélo incluyd las pérdidas reproductivas vy la
mortalidad de animales de recria, sin tener en cuenta otros factores que pueden aumentar las
pérdidas econdmicas. Por otro lado, las pérdidas econdmicas en rodeos de carne, suelen ser
aproximadamente 20% menores que en rodeos de leche, con un promedio de SUSD 199,5/vaca
para rodeos lecheros y de SUSD 174,6/vaca para rodeos de carne, de acuerdo a una revisién
realizada a partir de 44 publicaciones cientificas (Richter et al., 2017).

Otra revisidn realizada a partir de 31 publicaciones cientificas concluyé que el impacto
econdmico de la DVB varia desde SUSD 0 a SUSD 695 por vaca por afio, con un promedio de
SUSD 58,5. En rodeos con infeccidon endémica, el impacto seria de SUSD 8,13 a SUSD 109,5 por
vaca por afio y en rodeos susceptibles, los brotes tendrian pérdidas de SUSD 36 a SUSD 2.983
(Yarnall y Thrusfield, 2017).

Si bien es dificil realizar una estimacién de pérdidas econdmicas debido a los multiples
factores que intervienen en la enfermedad, la bibliografia existente demuestra, en todos los
casos, que el costo de realizar el control y saneamiento de la DVB en los rodeos y a nivel nacional
es superado ampliamente por las pérdidas econdmicas que se producen si éste no se realiza.
Por ejemplo, el costo del programa de erradicacion de DVB de Dinamarca fue estimado en SUSD
9 millones anuales los primeros tres afios, que posteriormente se redujeron a SUSD 3,5 millones
anuales. Al finalizar el programa, los beneficios anuales de la erradicacion de la DVB fueron casi
de SUSD 20 millones, por lo cual, el programa resulté econdmicamente conveniente (Houe,
2003).

Lamentablemente, no se cuenta con estudios actualizados sobre las pérdidas econdmicas
en Argentina, pero serian de gran relevancia a la hora de tomar decisiones para el control de la

enfermedad.

17



2.0BJETIVOS



2. Objetivos

Objetivo General

Disefiar y ejecutar estrategias sustentables y econédmicamente viables que permitan
conocer la situacion del VDVB en tambos de la provincia de Santa Fe y faciliten su diagndstico y

control.

Objetivos Especificos

1. Estimar la proporcion de rodeos infectados con el VDVB en establecimientos
productores de leche de la provincia de Santa Fe.

1.1 Desarrollar un ELISA para deteccion de anticuerpos anti VDVB en muestras de
suero y leche.

1.2 Realizar muestreos de BTM (bulk tank milk) en establecimientos seleccionados
dentro de la provincia de Santa Fe y determinar la presencia de anticuerpos anti VDVB mediante
un test de ELISA.

2. Desarrollar una gPCR y muestreo con DBT (dried blood test) para la deteccién del ARN
del VDVB para monitorear establecimientos de la region.

2.1 Adaptar una técnica de qPCR para la deteccidon de VDVB en muestras de suero y
semen.

2.2 Desarrollar un método de muestreo y procesamiento DBT.

2.3 Monitorear la DVB en establecimientos de produccion de leche de la regién en el
lapso de 3 afios.

2.4 Caracterizar filogenéticamente las cepas de VDVB obtenidas en la provincia de

Santa Fe.
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3. Hipétesis

Las técnicas complementarias de laboratorio (ELISA, qPCR y DBT) desarrolladas seran
herramientas Utiles y econdmicamente viables para aplicar en planes de saneamiento y control
de la DVB en establecimientos lecheros y contribuiran también a obtener informacion sobre la

presentacién de la DVB en la provincia de Santa Fe.
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4. MATERIALES Y METODOS



4. Materiales y métodos

4.1.1 Desarrollar un ELISA para deteccién de anticuerpos anti VDVB en muestras de suero

y leche.

4.1.1.1 Obtencidn de la proteina recombinante

La proteina no estructural NS3 del VDVB posee un peso de 80 kDa y es conservada en

los distintos genotipos del VDVB. Esta conformada por dos dominios: uno serin-proteasa

(tercio N-terminal) y otro helicasa (en los dos tercios C-terminal). El extremo N-terminal es

hidrofdbico, lo que provoca que la proteina quede retenida en cuerpos de inclusiéon cuando

se expresa en bacterias, por lo que se clond la proteina NS3 con su extremo N-terminal

truncado, generando una proteina de 45kDa. El gen correspondiente a la proteina fue

clonado en el vector pET-28-a(+) con un tag de histidinas para su posterior purificacion

(Figura 3) utilizando como sistema de expresidn bacterias de E.coli.
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4.1.1.2 Generacién de paneles de sueros y leches de tanque

Se recolectaron en total 665 sueros individuales cedidos por un laboratorio de
diagnédstico, provenientes de animales de un establecimiento de la region, que fueron
procesados por un kit de ELISA comercial (IDEXX, Cat. PO0645-5) para su clasificacién en positivos
(altos y bajos) y negativos. De la misma manera, se recolectaron 282 muestras de leche de
tanque (positivas y negativas) de establecimientos de la provincia de Santa Fe, que remiten su
produccién a una industria lactea de la region, que fueron procesadas con el kit de ELISA
comercial. Los sueros y las leches de tanque positivos y negativos permitiran estandarizar el
ELISA y su comparacién con otras técnicas de deteccién de anticuerpos anti NS3 del VDVB

(sensibilidad y especificidad).

4.1.1.3 Desarrollo del ELISA

Si bien el desarrollo del ELISA se encuentra auin en proceso, se han realizado los siguientes

avances:

Seleccién del formato del ELISA

El ELISA desarrollado es de tipo indirecto, es decir, la placa se recubre con el antigeno de
captura especifico (proteina NS3) que se une e inmoviliza al anticuerpo especifico anti-NS3
potencialmente contenido en la muestra problema. En caso de formarse un complejo antigeno-
anticuerpo, se detectara utilizando un segundo anticuerpo IgG anti-bovino conjugado con

peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, cat. 101-035-003).

Seleccion del tipo de placa

A fin de verificar |la potencial existencia de diferencias entre los distintos tipos de placa en
el desarrollo del ELISA, se testearon placas con high y medium binding de fondo plano y placas

con fondo en “U”.

Concentraciones de proteina

Se testearon diversas concentraciones de la proteina NS3 diluida en buffer de unién de

carbonato-bicarbonato: 1000 ng/well, 500 ng/well, 250 ng/well, 125 ng/well, 62,5 ng/well.

Diluciones de los sueros positivos y negativos

Para la puesta a punto de la técnica se utilizaron sueros conocidos positivos y negativos
frente a anticuerpos anti NS3 (testeados previamente con un ELISA comercial). Estos fueron

diluidos en concentraciones de: 1/10; 1/20; 1/40; 1/50; 1/60; 1/80; 1/90; 1/120; 1/160; 1/250.
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Soluciones para dilucién de sueros y conjugado

Se evaluaron distintas soluciones para la dilucion de los sueros y el conjugado: PBS Tween
20 (0,05%); PBS Tween 20 (0,05%) + 2% leche en polvo descremada; PBS Tween 20 (0,05%) + 5%
suero normal equino (SNE); PBS Tween 20 (0,05%) + 1% SNE.

Evaluacién de distintos tipos de bloqueo:

Las soluciones de bloqueo ensayadas fueron: PBS Tween 20 + 2% leche descremada en
polvo; PBS Tween 20 + 2% leche descremada en polvo + 5% SNE; PBS Tween 20 + 5% SNE; PBS
Tween 20 + 10% SNE.

Por otra parte, se evaluaron distintos tiempos y temperaturas de bloqueo: 1 hora, 2 horas

y toda la noche a37°Cy a TA.
Ademas, se utilizaron dos voliumenes de bloqueo: 50 pL y 300 pL.

Diluciones del conjugado

El conjugado anti-bovino peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, Cat. 101-035-008) fue

diluido en 3 concentraciones: 1/2500, 1/5000, 1/20000.

Condiciones de los lavados

Entre cada paso de la técnica se realizaron lavados, evaluando la diferencia entre 3y 4
lavados con 300 plL de PBS y PBS + Tween 20 (0,05%), que fueron realizados de forma manual

con micropipetas multicanal.

Controles

Controles (blanco) sin suero: se tomd como rango aceptable una densidad éptica (DO)

entre 0,05 a 0,2, que indica el background.

Sustrato de la enzima, solucidn de frenado y lectura

Como sustrato de la enzima se utilizaron 100 uL de TMB (Thermo Scientific Cat. 34021),
como solucién de frenado se utilizé acido sulfdrico 2 M (100 plL) y la lectura se realizd en equipo

BioTeK EIx808 plate reader a 450 nm.
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4.1.2 Realizar muestreos de BTM (bulk tank milk) en establecimientos lecheros de la
provincia de Santa Fe y determinar la presencia de anticuerpos anti VDVB mediante un

test de ELISA

La principal cuenca lechera de la provincia de Santa Fe se encuentra en el territorio centro-
oeste de la provincia. Esta forma parte, junto con el este de la provincia de Cérdoba, de la mayor
cuenca lechera de Argentina. Segun datos de la Bolsa de Comercio de Rosario, en 2018, el 81%
de las vacas lecheras de la provincia de Santa Fe se encontraba en 4 departamentos: Castellanos,
Las Colonias, San Cristébal y San Martin, que, sumando sus existencias, representaban el 33,4%
del ganado bovino de leche del pais (Fuente: Bolsa de Comercio de Rosario. 2018. Descargado
de:https://www.bcr.com.ar/es/mercados/investigacion-y-desarrollo/informativo-
semanal/noticias-informativo-semanal/sector-lacteo). Datos mas actuales, indican que Santa Fe
es la provincia con mayor nimero de establecimientos lecheros (33,4) y posee el mayor
porcentaje de vacas de tambo del pais (31,9 %), con una distribucidon a nivel nacional del 9,40%
para el departamento Castellanos, 7,25% para Las Colonias, 6,79% en San Cristébal y 2,57% en

San Martin (Figura 4) (Fuente: SENASA, 2021. Caracterizacidon de tambos bovinos).

TOTAL VACAS TAMBO
Sin vacas
Hasta 5.000 vacas
Entre 5,001 v 10,000 vacas %
Bl Entre 10.001 y 25.000 vaczs §8
Bl Entre 25.001 y 50.000 vacas 8
Bl Mas de 50,000 vacas

Figura 4. Existencias de ganado lechero en la Provincia de Santa Fe. Distribucién de establecimientos
lecheros en la provincia de Santa Fe. La intensidad del color refleja el nimero de animales por tambo.
Fuente: SENASA, 2021. Caracterizacion de tambos bovinos. Diciembre 2021. Descargado de:
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/87-

caracterizacion _tambos bovinos diciembre 2021.pdf
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En un muestreo de conveniencia, se obtuvieron muestras de leche de tanque (BTM
o bulk tank milk) de 262 establecimientos ubicados en la cuenca lechera de la provincia de Santa
Fe remitentes a una industria lactea. Los establecimientos incluidos en el muestreo estaban
situados en los departamentos Belgrano (n=4), Castellanos (n=83), La Capital (n=7), Las Colonias
(n=61), San Cristobal (n=74), San Jerénimo (n=3) y San Martin (n=30).

Para ello, se recolectaron muestras BTM en frascos de 50 mL que se mantuvieron
refrigeradas entre 4 y 7°C hasta su procesamiento. Las muestras fueron centrifugadas por 15
minutos a 2.000 rpm, para la separacion de las fases. Se tomé una alicuota de la fase de suero
de leche (central) que fue testeada con un kit comercial de ELISA de competicién (INgezim
PESTIVIRUS Compac, cat. 12.BVD.K3), segln el protocolo del fabricante, para la deteccién de
anticuerpos anti-NS3 del VDVB. Brevemente, se colocaron alicuotas de 100 uL de suero de leche,
controles positivos y negativos (provistos por el kit) en la placa, que se incubd 45 minutos a 37°C,
seguido de 3 lavados con la solucién de lavado provista en el kit. Posteriormente, se colocaron
100 pL del conjugado, con una incubacion de 30 minutos a 37°C, seguida de 5 lavados. Luego se
colocaron 100 pL de sustrato y se dejé la placa 10 minutos a temperatura ambiente (TA) en
oscuridad, para finalmente agregar 100 uL de solucién de frenado con el objetivo de frenar la
reaccion.

La absorbancia fue medida mediante un espectrofotémetro con una longitud de
onda de 450 nm (Biotek). El test se considerd valido cuando la absorbancia del control positivo
fue mayor a 0,8 y la del control negativo fue menor a 0,24. Para la interpretacidon de los
resultados, se calculd la relacion DO muestra/DO control positivo; si esa relacién era mayor a
0,3, lamuestra se considero positiva; si era menor o igual a 0,3, la muestra se consideré negativa.
Si bien se desconoce el historial de vacunacion de los rodeos, el kit de ELISA utilizado detecta
anticuerpos anti-NS3 (proteina no estructural del VDVB) producidos por infeccién natural.

Segun los fabricantes del kit de ELISA, la sensibilidad y especificidad de la técnica son
de 96,9% y 97,4%, respectivamente, en comparacion con la seroneutralizacién. Estudios de
correlacién entre las prevalencias individuales y en muestras BTM de rodeos lecheros, indican
que los rodeos con prevalencias 210% dan positivo a estos tests de ELISA en muestras BTM, lo
que resulta muy util a la hora de monitorear el status infeccioso del rodeo(Beaudeau et al.,

2001).
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4.2.1 RT-qPCR para la deteccion de VDVB en muestras de suero y semen

4.2.1.1 Especimenes
Cepas virales:

El stock viral utilizado para las distintas determinaciones consistié en la cepa vs253 del
VDVB-2 (Pestivirus B) cedida por el Dr. Flores (Universidad Federal de Santa Maria, Brasil)
(Pecora et al., 2015), cultivado y titulado en células MDBK con un titulo de 5,62x10° TCID50/mL.

Ademas, se utilizaron distintas cepas del VDVB cultivados en células MDBK disponibles en
el Cepario del Instituto de Virologia e Innovaciones Tecnoldgicas (IVIT, CICVyA) para verificar la
deteccién de todas las variedades de Pestivirus bovinos que se encuentran en nuestro pais. Estas
incluyeron 13 cepas de VDVB-1 (Pestivirus A): 4 del sub-genotipo a (Singer; MF120553; 88625;
71267) y 9 del sub-genotipo b (63588; 90611; MF120552; 59473; 83532; 73611; MF120594;
78256; 25366), 4 cepas de VDVB-2 (Pestivirus B): 76/08; vs253; MF120585; MF120586 y 5 cepas
de VDVB-3 (Pestivirus H o HoBi-like): LV210185K/13; MK017821; MH992643; MZ189735;
MZ189734.

Por otro lado, se utilizaron cepas de agentes microbianos no relacionados al VDVB de
importancia en la salud bovina para comprobar la especificidad de la RT-qPCR, que incluyeron:
Virus Respiratorio Sincicial Bovino (VRSB), Parainfluenza-3 (P1-3), Herpesvirus Bovino-5 (HVB-

5), Herpesvirus Bovino-1 (HVB-1), Virus de la Lengua Azul (VLA), Mycoplasma bovis'y Rotavirus
Bovino A (RVA), cepas de referencia obtenidas del cepario del IVIT, CICVyA.

Plasmido:

A fin de realizar la cuantificacidn absoluta del nimero de copias presentes en cada
muestra se insertd en un plasmido el producto de 200 pares de bases (pb) que contiene el 5’UTR
del genotipo 1b (cepa 1b 25366) del VDVB (amplificado mediante RT-PCR). Los productos se
corrieron por electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% en presencia de un marcador de masa
molecular (Biodynamics, cat. BO40-50) y se cortaron las bandas con un bisturi. Se purificé el ADN
utilizando el kit comercial Wizard DNA clean up system (Promega, cat. A7280).

Para realizar el clonado se utilizé el vector pGem-T Easy (Promega, cat. A1360) siguiendo
las indicaciones del fabricante. Para la transformacidn se utilizaron bacterias cepa DH5-a de E.
coli, sensibilizadas (células competentes), las cuales fueron transformadas con el producto de
ligacion. Para la ligacion, se utilizaron 5 puL de agua, 1 pL de ligasa, 1uL del pGem, 2 pL del inserto
deinterésy 1 uL de buffer, con un volumen final de 10 pL. La transformacidn se realizé mediante
el método de shock térmico, siguiendo metodologia estandar de biologia molecular (Pope y

Kent, 1996): se colocaron 100 pL de bacterias y 2 puL del producto de ligacidn en un tubo de 15
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mL, se incubaron en hielo por 30 minutos. Posteriormente, se colocaron en bafio termostatico
a 42°C por 2 minutos y nuevamente en hielo por otros 2 minutos. Se agregaron 900 L de medio
LB 1X, mezclando suavemente y se incubaron en agitacion a 37°C por una hora. Luego se
centrifugaron y se descartaron 800 uL de sobrenadante, resuspendiendo el pellet en el mismo
medio. Finalmente, se plaquearon 20 pL y 180 plL en dos placas con medio LB y se incubaron
toda la noche (ON) a 37°C. Luego de seleccionar las colonias positivas (color blanco), éstas se
multiplicaron ON en 3 mL de medio LB con ampicilina a 37°C en agitacién en shaker a 200 rpm.
El plasmido se purific6 mediante un kit comercial Wizard Plus SV Minipreps (Promega, cat.
A1330), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para corroborar que el pldsmido posea el
inserto se realizé una digestidon con enzimas de restriccion EcoR1 (que cortan en los sitios de la
siguiente secuencia: 5°"GAATTC y 3’CTTAAG). El resultado de la digestidn se visualizé en un gel
de agarosa al 2% en presencia de un marcador de masa molecular (PBL, cat. MA1201).

Luego de confirmar la presencia del inserto en el plasmido, se realizé una amplificacion
en 100 ml de LB con el antibidtico correspondiente a 372C en agitacién ON; posteriormente,
estos cultivos se utilizaron para realizar midipreparaciones de ADN plasmidico empleando el kit
comercial TIANpure Midi Plasmid Kit (TIANGEN, cat. DP107) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El producto de purificacion se cuantific6 mediante espectrofotometria (Nanodrop
2000, Thermo Scientific) y con el valor de la masa de ADN se calculé la cantidad de copias
presentes en el templado utilizando la siguiente férmula:

Nudmero de copias = (Masa * 6.022 x 10%3) / (N2 pb * 1x10°).

La cantidad de ADN cuantificado por espectrofotometria fue 8,7 ng/uL y el tamafio del

fragmento fue 3.215 bp, dando un nimero de copias del pldsmido de 2,5x10°.

Muestras de suero y semen

Se trabajo con muestras de suero y semen confirmadas negativas a VDVB mediante una
RT-PCR de punto final, que luego fueron contaminadas con una concentracidon conocida de virus
stock para el desarrollo de la RT-qPCR.

Para las determinaciones en las que se utilizé suero, se tomaron muestras de sangre sin
anticoagulante y se enviaron al laboratorio a 4°C. El suero fue separado inmediatamente
mediante centrifugacion a 2.000 rpm por 5 minutos y dispuesto en tubos tipo eppendorf de 1,5
mL estériles. Se almacenaron refrigerados a 4°C hasta su procesamiento. Cuando el
procesamiento no fue inmediato, se almacenaron a -80°C y se descongelaron a TA previo a su
utilizacion.

En los casos en los que se procesaron los sueros en pooles, se tomaron alicuotas de cada

muestra (el volumen de cada suero a utilizar se calculé segun la cantidad de sueros por pool, con
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un volumen final por pool de 200 pL) y se mezclaron en un tubo tipo eppendorf de 1,5 mL. Los
pooles fueron conformados por sueros de 10, 20, 30, 40 y 50 animales.

Para las determinaciones realizadas a partir de semen, se utilizaron pajuelas de 250 uL de
semen diluido que fueron remitidas al laboratorio en termos de nitrégeno liquido y
posteriormente almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. El descongelamiento se produjo
a temperatura ambiente.

Para contaminar las muestras de suero y semen, se calculd la cantidad necesaria de virus
a adicionar para que su concentracion fuera similar a la de un animal PI. Segun diversos autores,
el titulo viral en muestras de suero y semen en animales Pl es > 1x10* DICTso/m. (Brock et al.,
1998; Meyling y Mikél Jensen, 1988). Para proceder a la contaminacién con virus stock, se agregd
10 pL del cultivo de virus a 190 plL de suero o semen para que el volumen de extraccién fuera

200 pL.

Muestras clinicas

Veintiocho muestras clinicas recolectadas de animales infectados naturalmente que
fueron confirmadas positivas mediante aislamiento viral en cultivos celulares y posteriormente
por inmunofluorescencia directa, fueron testeadas para asegurar la deteccién del ARN viral
mediante el ensayo. Las muestras analizadas fueron: 4 de intestino, 7 de fetos, 3 hisopados
nasales, un hisopado ocular, 2 de eséfago, una de pulmén, dos de bazo, y 8 de sangre (provistas
por el Laboratorio Azul y el Servicio Especializado de Diagndstico Veterinario de INTA Balcarce,

aisladas de la provincia de Buenos Aires).

4.2.1.2 Estandarizacion de la RT-gPCR
Extraccién de ARN

La extraccion de ARN se realizé con kit comercial High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche, cat. 11796828001) segun protocolo del fabricante, para lo cual se utilizaron 200 pL de
suero, semen o stock viral.

Se utilizaron como control positivo 200 pL de VDVB-2 cepa vs253 y un control negativo
(NEC “negative extraction control”) consistente en el buffer de elucion incluido en el kit. EIl ARN
obtenido fue inmediatamente trasladado a ultrafreezer o mantenido en hielo si su utilizacidn
fue inmediata. Todo el procedimiento fue realizado con material plastico estéril y puntas de

micropipetas con filtro.

Reaccidn de retro-transcripciéon y gPCR

Las reacciones de retro-transcripcién y gqPCR fueron llevadas a cabo simultadneamente

usando el kit iTag Universal SYBR Green One-Step Kit (Bio-Rad, cat. 172-5150). Para ello, se
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prepard una mezcla de un volumen final de 10 pL con 5 uL de iTaq Universal SYBR Green reaction
mix, 0,125 uL de iScript transcriptasa reversa, 0,25 uL de cada primer (Genbiotech), 2,625 uL de
agua libre de nucleasas (Byodinamics) y 2 uL del ARN extraido.

El programa de ciclado consistid en: 10 minutos a 50°C para la reaccién de retro-
transcripcién; 1 minuto a 95°C para la activacion de la polimerasa y la desnaturalizacion del ADN,
seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C, concluyendo con un incremento

de 0,5°C desde 65 a 95°C cada 2 segundos, usando el equipo StepOne (Applied Biosystems).

Controles

En cada reaccion se incluyeron controles positivos (plasmido, virus stock), controles
negativos (NEC) y controles internos de genes constitutivos bovinos para monitorear la
extraccién de acidos nucleicos y la presencia de inhibidores de PCR. Esto ultimo fue realizado
utilizando primers especificos que amplifican un fragmento del gen de la gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa bovina (GAPDH) (Robinson et al., 2007).

Seleccion de primers

Los primers seleccionados para el desarrollo de la técnica fueron descriptos por Monteiro
(Monteiro et al., 2019) (Tabla 1) y amplifican una secuencia de 201 pb del sector 5°-UTR del
genoma del VDVB.

Tabla 1. Primers utilizados en la RT-qPCR

Primer Secuencia
189 (Forward) 5" AGTCGTCARACTGGTTCGAC 3°
389 (Reverse) 5'TCCATGTGCCATGTACA 3°

Referencias. En la columna de la derecha se indica el nombre de cada primer. A |a izquierda figura
la secuencia de nucledtidos correspondiente.

Los primers utilizados alinean con la cepa de referencia 1-NADL (nimero de acceso a
GenBank M31182) entre las posiciones 189 y 389 de la secuencia completa y se verifico
mediante BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) que alinearan con las secuencias disponibles en

GenBank de los genotipos del VDVB presentes en Argentina.

Ajuste de la concentracién de primers y rango lineal de deteccién del plasmido
Para establecer la concentracién de primers mas eficiente, se testearon diluciones en base
10 del plasmido en diversas concentraciones de primers: 390 nM, 420 nM, 450 nM, 470 nM, 525
nM, 535 nM y 540 nM. La eficiencia de los primers fue confirmada mediante la férmula:

Eficiencia (%) = -1 + 10"(-1/pendiente)
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Donde un valor cercano a -3,32 indica 100% de eficiencia. Esto aseguré que los productos
de PCR fueron amplificados a una velocidad eficiente y los experimentos fueron comparables
entre ellos.

Tres réplicas de las diluciones en base 10 del pldsmido, desde 10° a 10° copias, también
fueron utilizadas para realizar la curva estandar, dando el rango lineal de deteccién del plasmido
y su limite de deteccidn. El rango linear de la gPCR fue establecido mediante una curva estandar

con diluciones en base 10 del plasmido (desde 2,5 a 2.500.000.000 copias).

Sensibilidad analitica

El limite de deteccion (LOD, por sus siglas en inglés “limit of detection”) se calculé para el
plasmido, stock viral, suero y semen contaminado. Para esto, se testearon diluciones en base
10, de 10° a 10° copias del pldsmido (3 réplicas) y desde 10° a 10° particulas virales para el virus
stock, semen y suero contaminado (12 réplicas). Por otro lado, con el objetivo de determinar la
eficiencia de la RT-gPCR en la deteccidn de positivos en pooles de muestras, se conformaron
mezclas de suero con 10, 20, 30, 40 y 50 muestras individuales, incluyendo solo un suero positivo

en cada pool.

Ensayos de precisidn

Se realizaron estudios de repetitividad sobre el plasmido y el stock viral y se compararon
los valores de los CT (cycle threshold) en los distintos ensayos con el objetivo de asegurar la
precision en la deteccidn del segmento 5°UTR. Los valores de CT de 25 repeticiones del virus
stock y 10 repeticiones del plasmido (procesadas por triplicado) fueron registrados y se calculé
el promedio, desvio estdndar, coeficiente de variacion ponderado (CVpp) y error aleatorio

maximo permitido (CVa%).

Especificidad analitica
Se utilizaron cepas del VRSB, PI-3, HVB-5, HVB-1, VLA, Mycoplasma bovis y RVA para
evaluar la especificidad de la técnica. Ademas, se incluyeron cepas de Pestivirus A, By H (VDVB
1, 2 y 3) presentes en Argentina para asegurar la deteccion y amplificacion del fragmento de

interés en todas ellas.

Ensayos inter-laboratorio

Se enviaron alicuotas del pldasmido y los reactivos e instructivos necesarios para la
realizacion de la prueba a tres técnicos entrenados de diferentes laboratorios para la realizacion
de la gPCR. Dos de ellos ubicados en el Instituto IVIT-CICVyA y otro en un laboratorio de

diagndstico veterinario privado. Los mencionados laboratorios cuentan con dareas separadas
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para la preparacion de mezclas de PCR y siembra de muestras, ademas de equipamiento
disponible: termocicladores iQ5 (Bio-Rad), ABI7500 (Applied Biosystems) y MyGo (IT-IS Life

Science).

Analisis de los resultados

Los resultados fueron registrados y analizados con el software StepOne version 2.3. De
cada corrida de gPCR se analizaron las curvas de amplificacion, para conocer el ciclo que supera

el umbral y las curvas de melting, para verificar la especificidad de la amplificacion.

4.2.2 Muestreo y procesamiento DBT (dried blood test)

4.2.2.1 Seleccién de papeles, eluyentes y matrices

Con el fin de determinar las mejores opciones de papeles y eluyentes en las distintas
matrices, se contaminaron muestras de sangre, semen y suero libres de Pestivirus con la cepa
de virus stock, de manera que cada muestra a evaluar tuviera un titulo de 1x10* DICT/so. Se
sembraron gotas de 50 pL de cada matriz en distintos papeles y se dejaron secar por 4 horas a
TA en un lugar fresco y seco. Para esta prueba preliminar, se compararon cuatro papeles
distintos: S&S 903 collection card (Whatman, Cat. A01776), papel cromatografico (Whatman, GE
Healthcare, Cat. 3030-335), Tarjetas FTA Whatman (GE Healthcare, Cat. WHAWB120305) y Gen
saver (Ahlstrom Munksjo, Cat. 7300692). Concurrido el tiempo de secado, se cortaron 4 discos
con sacabocado de 5 mm de didmetro de cada gota sembrada en los distintos papeles, los cuales
fueron dispuestos en tubos eppendorf de 1,5 mL con 220 uL de eluyente. Los eluyentes
evaluados fueron: FTA-Purification Reagent (Whatman, Cat. WB120204), Buffer TE (Invitrogen,
Cat. 12090015), Minimal Essencial Medium (MEM) (Gibco, Cat. 12492013), H,O libre de
nucleasas (Biodynamis, Cat. BO10-50) y TRIlzol (Invitrogen, Cat. 15596026) para cada tipo de
papel y de muestra. La eluciéon se realiz6 ON a temperatura ambiente en agitacion.
Posteriormente, se procedié con la extraccién de ARN y RT-qPCR descripta anteriormente.

En base a los resultados obtenidos en la prueba preliminar (Anexo |), se seleccionaron dos
tipos de papeles de filtro para realizar los experimentos subsecuentes: tarjetas FTA (Whatman,
Cat. WHAWB120305) y papel cromatogréfico de celulosa de 3mm de espesor (GE Healthcare
Whatman, Cat. 3030-335). Ya que las tarjetas FTA estan especialmente disefiadas para la
conservacién de acidos nucleicos por largos periodos de tiempo, se utilizaron con fines de
conservaciéon de ARN; en cambio, el papel cromatografico, por su bajo costo, se utilizé con el
objetivo de diagndstico rapido de DVB en casos de sospecha de enfermedad. Esto ultimo,

teniendo en cuenta que en ocasiones resulta dificil remitir una muestra fresca (sangre o suero)
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tomada a campo en establecimientos lejanos a los laboratorios de diagndstico y que esa muestra
llegue a destino dentro de las 24 hs.

Dada la conveniencia de muestreo a campo, se decidid utilizar sangre -en vez de suero-
como matriz para los experimentos, ya que sélo se necesita una pequefia cantidad que puede
ser sembrada directamente a campo y no es necesario centrifugarla para obtener suero, lo que
representaria un inconveniente para el veterinario que remite la muestra. De la misma forma,
también se selecciond como matriz las pajuelas de semen, ya que el uso de esta metodologia
representaria un gran avance en la logistica de envio de muestras. Esto Ultimo hace referencia
a la necesidad de enviar muestras de semen en pajuelas en termos de nitrégeno liquido, lo que
implica mayores gastos e inconvenientes de logistica para el envio.

Asi mismo, se decidié utilizar como eluyente al MEM en ambos tipos de matrices (sangre
y semen) dado su bajo costo en relacién al resto de los eluyentes y buenos porcentajes de

recuperacion en general.

Control de papeles utilizados

Con la finalidad de comprobar que los papeles no contuvieran material genético que
pudiera interferir con los resultados de la prueba, se evaluaron ambos tipos de papeles a utilizar

(papel cromatografico y tarjetas FTA), sin sembrar ningln tipo de muestra, mediante RT-qPCR.

Evaluacion del método de elucion

Se colocaron 4 discos de cada gota de sangre y semen sembrados en papel cromatografico
en 220 puL de MEM y se llevaron a agitacién en shaker durante 30 minutos y ON con el objetivo

de evaluar las mejores condiciones de elucion por triplicado.

4.2.2.2 Sangre sembrada en papeles
Porcentaje de recuperacion de ARN respecto a la muestra fresca

Se compard la recuperacion de ARN de la muestra de sangre contaminada sembrada en
papel cromatografico y la misma muestra de forma fresca (sin sembrar) mediante la RT-qPCR

descripta anteriormente por triplicado.

Limite de deteccion

A continuacién, se procedié a contaminar la muestra de sangre con distintas
concentraciones de virus, por lo cual, se sembraron gotas contaminadas en papel
cromatografico con 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 40.000 y 80.000 copias virales (12 réplicas) con

el objetivo de determinar el LOD en papeles.
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Almacenamiento y recuperacién de ARN viral en distintas condiciones

Con el fin de verificar si el papel cromatografico permite la conservacién del ARN viral por
largos periodos de tiempo, se disefid un experimento en el cual se sembraron gotas de sangre
contaminada con 50.000 copias de virus (para asemejar la carga viral de un animal Pl), que
fueron almacenadas a distintas temperaturas (TA, 4°C, -20°Cy -70°C) por 1y 7 dias, y 6, 12y 18
meses.

Al cumplirse cada periodo de tiempo, se cortaron 4 discos de cada gota con sacabocados,
que fueron eluidos en 220 pL de MEM por 30 minutos en agitacién. Posteriormente se realizé la
RT-gPCR descripta anteriormente para deteccion de ARN de VDVB. Por cada condicién, se
realizaron 5 repeticiones.

Al mismo tiempo, se realizd el experimento en tarjetas FTA, especialmente formulado
para conservar ARN por las sustancias quimicas que incluye. De la misma forma, se sembraron
5 gotas de sangre contaminada por cada condicién (TA, 4°C, -20°C, -70°C) por 12 y 18 meses, con
el objetivo de verificar si el ARN del VDVB puede conservarse por largos periodos de tiempo y
definir cual es la mejor temperatura de almacenamiento.

Las gotas sembradas en papeles y almacenadas a distintas temperaturas, se mantuvieron

dentro de bolsas zipper, conteniendo desecantes para evitar el dafio por humedad.

Almacenamiento y recuperacion de ARN viral en muestras clinicas

Se tomaron muestras de sangre de dos animales infectados naturalmente, positivos a
VDVB por RT-PCR y se sembraron gotas de 50 plL en papel cromatografico. Se dejaron secar a
temperatura ambiente durante cuatro horas y posteriormente, se mantuvieron refrigeradas a
4°C durante seis y doce y dieciocho meses. Cumplido ese periodo de tiempo, se intenté

recuperar el ARN de las gotas sembradas en las tarjetas, mediante la elucién con 220 uL de MEM.

Prevencion de la contaminacién cruzada

Para evitar contaminacidn cruzada entre muestras sembradas en papeles, se siguid la
metodologia descripta por Sarangi et al. (2018). Brevemente, el sacabocados fue
descontaminado entre muestras mediante la inmersién en alcohol isopropilico por un minuto.
Luego, fue secado con papel absorbente y se realizaron 5 cortes en un papel cromatografico

nuevo y limpio (Sarangi et al., 2018).
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4.2.2.3 Semen sembrado en papeles
Porcentaje de recuperacién de ARN respecto a la muestra fresca

Con el fin de comparar la recuperacién de ARN de la muestra contaminada sembrada en
papel y la misma muestra de forma fresca (sin sembrar en papel), se contaminaron pajuelas de
semen con virus stock, de manera que en una gota de 50 uL de semen hubiera 50.000 copias de
ARN.

Se sembraron gotas de 50 uL de semen contaminado en papel cromatografico, se dejaron
secar a temperatura ambiente por 4 hs y luego se cortaron 4 discos de 5 mm de didmetro con
sacabocados de cada gota para proceder a la elucidon con 220 uL de MEM vy al procesamiento

mediante la RT-qPCR descripta.

Sensibilidad en papeles de filtro

A continuacidn, se procedid a contaminar la muestra de semen con distintas
concentraciones de virus (12 réplicas), por lo cual, se sembraron gotas contaminadas con 1.000,
5.000, 10.000, 20.000, 40.000 y 80.000 particulas virales que fueron posteriormente procesadas

como se explicé anteriormente.

Determinacion de los tiempos y temperaturas de conservacion del ARN viral

Con el fin de verificar si el papel cromatografico permite la conservacién del ARN viral por
largos periodos de tiempo, se disefid un experimento en el cual se sembraron gotas de semen
contaminado con 50.000 copias de virus, que fueron almacenadas a distintas temperaturas (TA,
4°C, -20°Cvy -70°C) por 1 dia, 7 dias, 6, 12 y 18 meses.

Al cumplirse cada periodo de tiempo, se cortaron 4 discos de cada gota con sacabocados,
que fueron eluidos en 220 pL de MEM por 30 minutos en agitacidn. Posteriormente se realizé la
extraccion de ARN, seguida de RT -qPCR descripta anteriormente. Por cada condicién, se
realizaron 5 repeticiones.

De la misma manera, se realizé el experimento en tarjetas FTA, para lo cual se sembraron
5 gotas de semen contaminado por cada condicidon (TA, 4°C, -20°C, -70°C) por 12 y 18 meses,
con el objetivo de verificar si el ARN del VDVB puede conservarse por largos periodos de tiempo
y definir cudl es la mejor temperatura de almacenamiento.

Condiciones de elucion en semen dadas las dificultades para recuperacion de ARN:
Debido a las dificultades a la hora de recuperar ARN en muestras de semen sembradas en

papeles, se evaluaron varias condiciones sugeridas en la bibliografia:
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1) Un paso previo al proceso de elucidon que consistié en agregar 20 uL de DTT
(ditiotreitol) 0,1 M a la gota de semen seco sembrado en papel, manteniéndolo
a TA hasta secar. Luego de esto, se continud el proceso de elucién detallado
anteriormente (Sarangi et al., 2018).

2) Tres lavados con reactivo FTA sobre los discos contaminados previo a la
extraccién de ARN (Cardona-Ospina et al., 2019; Liang et al., 2014).

3) Comparacidn de la recuperacién de ARN a partir de semen puro vs. en pajuelas
(con diluyente para congelado).

4) Protocolo de elucién y posterior reaccion de retrotranscripcidn, sin extracciéon
de ARN (Cardona-Ospina et al., 2019).

5) Protocolo de retrotranscripcion con paso previo de desnaturalizacién (95°C por

5 minutos y luego hielo por 5 minutos)

4.2.3 Monitoreo de DVB en un establecimiento de produccion de leche

Criterios de seleccidn y caracteristicas del establecimiento

Se trabajé con un establecimiento de produccién lechera de la provincia de Santa Fe para
aplicar un plan de monitoreo durante el plazo de 3 afios.

El establecimiento seleccionado para el monitoreo pertenece a la zona de influencia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de Esperanza. Se encuentra ubicado dentro de la Escuela de
Agricultura, Ganaderia y Granja, dependiente de la Universidad Nacional del Litoral, con
aproximadamente 160 vacas en ordefie y reposicidn propia.

El criterio de selecciéon se basd en la factibilidad de que los responsables de los
establecimientos realicen los cambios necesarios en la metodologia de trabajo para evitar la
introduccion del virus y estén dispuestos a llevar a cabo un plan de saneamiento en caso de

detectar animales PI.

Cuestionario a los encargados

Se analizé el tipo de manejo, uso de vacunas, antecedentes de cuadros respiratorios,
abortos, ingreso de hacienda o semen y toda informacién que se considere relevante respecto
de la presuncién de la enfermedad por VDVB. Para esto, se realizé un cuestionario al encargado
del establecimiento previo al inicio del monitoreo, en la cual se recolectaron datos de:
composicion del rodeo (cantidad de animales por categoria), reposicion (propia/externa),
servicio (inseminacidn artificial/servicio natural), testeo de semen/toros contra VDVB, presencia

de otras especies animales (bubalinos, ovinos, caprinos, porcinos, etc.), casuistica de abortos y
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enfermedad respiratoria, vacunacién contra DVB (tipo de vacuna, esquema de vacunacién) y

otros, como el uso de agujas individuales por cada animal.

Medidas adoptadas durante plan de saneamiento/monitoreo

Para el desarrollo de este objetivo, surgieron en principio dos posibilidades:

1. Encaso de que se detectaran animales positivos a VDVB, se realizaria el saneamiento
del establecimiento. Este incluiria las siguientes medidas:

a. Muestreo de todos los bovinos presentes en el establecimiento para proceder a la
deteccién de animales Pl mediante la RT-qPCR desarrollada. Estos se testean en
pooles conformados por 10 sueros individuales. En el caso de que se encontraran
pooles positivos, estos se abririan para analizar individualmente a todos los sueros
que lo componen. El resultado positivo de estas determinaciones puede deberse
tanto a animales virémicos que cursan infecciones agudas como a animales PI. Por
ello, 3 0 4 semanas después de la primera toma de muestra, se vuelven a testear esos
animales. Los bovinos que en esta instancia sean nuevamente positivos, serdn
considerados Pl y apartados del establecimiento.

b. Cuarentena y testeo de todos los animales ingresados al establecimiento, para
demostrar que estan libres de VDVB.

c. Testeo de terneros nacidos de hembras que ingresan prefiadas al establecimiento.

d. Uso de semen certificado libre de VDVB o testeo del adquirido para inseminacién.

e. Control del contacto entre los bovinos y otras especies (ovinos, caprinos, porcinos)
que pueden ser reservorios de Pestivirus. Si en el establecimiento, los bovinos
convivieran con otros animales, éstos deberian ser testeados.

f. En casos de abortos, malformaciones, enfermedad respiratoria o cualquier otro
cuadro en el que se sospeche del VDVB como agente causal, se deberian remitir
muestras al laboratorio para su procesamiento.

g. Bioseguridad estricta para evitar la reintroduccion del VDVB: eliminacidn del contacto
con establecimientos vecinos mejorando las delimitaciones y la desinfeccion del
equipamiento y materiales utilizados por los veterinarios que trabajan en el

establecimiento.

2. En el caso de que no se detectaran animales positivos y no hubiera circulacién viral,
se realizaria un monitoreo y las acciones a llevarse a cabo estarian destinadas a evitar

la introduccién del virus al rodeo. Por lo tanto, luego del testeo de todos los animales
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presentes en el establecimiento y la constatacion de que todos fueran negativos, se
aplicarian las siguientes medidas: cuarentenay testeo de todos los bovinos ingresados
al establecimiento, uso de semen libre, testeo de terneros nacidos de hembras
compradas, control del contacto de los bovinos con especies que puedan ser
reservorios del virus, diagndstico en caso de cuadros clinicos sospechosos de VDVB,

asi como las medidas de bioseguridad previamente mencionadas.

Toma y procesamiento de muestras

Al inicio del monitoreo y periddicamente durante la duraciéon del mismo, se tomaron
muestras de leche de tanque. Las muestras BTM fueron procesadas mediante un kit comercial
de ELISA de deteccidn de anticuerpos anti-NS3 (mencionado anteriormente en seccién 1.2) para
conocer anticipadamente si en el establecimiento existia circulacién viral. Esta muestra resulta
representativa de un gran nimero de animales que componen el rodeo, que son las vacas en
ordefie.

Se tomaron muestras de sangre sin anticoagulante de 200 bovinos de leche, que
incluyeron: 159 vacas en ordefie, 30 animales de recria y 11 de crianza. Al momento del
muestreo no habia en el establecimiento ningln animal de categoria vaca seca.

El establecimiento cuenta ademds con 61 animales de cria, que se encuentran en potreros
aledaiios al tambo y en ocasiones comparten bebederos con los bovinos de leche, por lo cual
también fueron muestreados. Este grupo estaba conformado por 45 madres y 16 terneros al
pie.

Luego del muestreo de todos los bovinos presentes en el establecimiento, no se
detectaron individuos PI, por lo tanto, se procedié a realizar un plan de monitoreo (detallado en
el punto 2), en vez del saneamiento anteriormente previsto.

Nueve meses después del primer muestreo, se realizd un segundo muestreo para testear
a 33 terneros nacidos de hembras prefiadas al momento del primer muestreo.

Por otra parte, en quince oportunidades entre 2019 y 2021, se tomaron muestras de
hembras abortadas, fetos y terneros con malformaciones que fueron testeadas mediante RT-
gPCR con el fin de detectar el virus en caso de que estuviera presente. Los casos se muestran en

la Tabla 2.
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Tabla 2. Casos clinicos sospechosos de Diarrea Viral Bovina presentados en el

periodo 2019-2021 en el establecimiento estudiado

Fecha Identificacién Cuadro

09/19 Sin Nro. Ternero con malformacién

11/19 1039 Muerte embrionaria

12/19 994 Aborto de 4,5-6 meses de gestacion
6/20 1016 Aborto de 3 meses de gestacion
7/20 911 Aborto de mellizos, 8 meses de gestacion
9/20 B465 Ternero con incoordinacidn

12/20 1110 Aborto de 2,5-4 meses de gestacion
12/20 1122 Aborto de 2,5-4 meses de gestacion
12/20 1130 Aborto de 2,5-4 meses de gestacion
10/21 1159 Muerte embrionaria

10/21 1152 Muerte embrionaria

10/21 1054 Aborto de 3-4 meses de gestacion
10/21 1091 Aborto de 3-4 meses de gestacion
10/21 1073 Aborto de 3-4 meses de gestacion
10/21 1229 Ternero con malformacion

Referencias. Fecha de toma de muestra, identificacion de los animales y cuadros clinicos
observados.

4.2 .4 Caracterizacion filogenética de cepas de VDVB de la provincia de Santa Fe

Se solicitaron muestras de casos clinicos ingresados al Hospital de Salud Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral y de veterinarios
privados para realizar la genotipificacién y analisis filogenético de las cepas locales de VDVB.

Para este estudio se evaluaron las secuencias obtenidas de 11 cepas del VDVB, cuyo lugar
de procedencia y cuadro clinico se muestra en la Tabla 3. Para la caracterizacién filogenética, las
muestras obtenidas se sometieron a una RT-PCR de punto final, estandarizada previamente por
el laboratorio de biologia molecular del IVIT del CICVyA INTA Castelar. Se cortaron y purificaron
las bandas de agarosa con un kit comercial (GE, cat. 28903470) y luego se secuencié el fragmento
5°UTR de los VDVB encontrados (Unidad de Gendmica del CICVyA). Para el andlisis filogenético,
en un primer paso se alinearon y analizaron las secuencias con el programa Bioedit (version 7.2)
donde se construyd una matriz que integrd secuencias de cepas de referencia, de aislamientos
locales y de otras regiones obtenidas de bancos de genes (Genbank). Ademas, se incluyé como
cepa outgroup la secuencia de un aislamiento de virus de la Peste Porcina Clasica (GQ898885
CSFV Nchills). Una vez obtenida la matriz se realizaron alineamientos multiples utilizando el

programa Clustal X Versién 1.8.3 y consecuentemente se realizd la matriz de distancia bajo el
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método Kimura 2 pardmetros. Los dendrogramas se realizaron utilizando el programa Mega,
version X, utilizando dos métodos: uno con el modelo de Neighbor Joining y bootstraps con 1000
repeticiones y otro con Neighbor Joining, usando el método de Maximum composite likelihood.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas en esta tesis se cargaron a la base de datos de GenBank.

Tabla 3. Cepas secuenciadas durante el periodo 2019-2022 provenientes de casos

clinicos de la provincia de Santa Fe

Nombre Aiio Procedencia Cuadro

18/2019 2019 Dpto. Caseros Neumonia

84/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonia

85/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonia

89/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonia

IC 2020 Dpto. Las Colonias Muerte perinatal

N.T-2020 2020 Dpto. Las Colonias Natimorto

S.2-2020 2020 Dpto. San Cristobal Enfermedad de las mucosas
CD22 2022 Dpto. San Cristébal Malformacion

L3 2022 Dpto. San Cristobal Infeccidn inaparente

PA1 2022 Dpto. Las Colonias Enfermedad de las mucosas
SA1 2022 Dpto. Las Colonias Enfermedad de las mucosas

Referencias. Nombre designado, afio de recoleccion, localidad de procedencia y cuadro clinico
vinculado a las 11 cepas analizadas.
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5. RESULTADOS



5. Resultados

5.1.1 Desarrollo de un ELISA para deteccién de anticuerpos anti VDVB en muestras de

sueroy leche.

Como se mencion6 anteriormente, el ELISA para la deteccidén de anticuerpos anti-NS3 adn
se encuentra en desarrollo. A continuacidon, se mencionan los resultados hallados hasta el

momento.

Respecto al tipo de placa utilizada, no se observaron diferencias importantes en cuanto a
la DO (densidad éptica) en los distintos tipos de placas evaluados. Sobre las concentraciones de
la proteina testeadas (1000 ng/well, 500 ng/well, 250 ng/well, 125 ng/well, 62,5 ng/well), las
mayores diferencias entre la DO del suero positivo y negativo se observaron en la concentracion
de 125 ng/well. De la misma manera, entre las diluciones de suero analizadas (1/10; 1/20; 1/40;
1/50; 1/60; 1/80; 1/90; 1/120; 1/160; 1/250), con una concentracion de 125 ng/well de proteina,
las mayores diferencias entre la DO del suero positivo y suero negativo se observaron en la

dilucion de 1/60.

En relacién con las soluciones utilizadas para la dilucién de los sueros y el conjugado, los
mejores resultados de DO se observaron utilizando PBS Tween 20 (0,05%) + 5% SNE para los
sueros evaluados. Para el bloqueo, los mejores valores de DO se obtuvieron al combinar PBS
Tween 20 + 5% SNE, durante una hora a 37°C. El volumen utilizado (50 pL y 300 pL) no produjo
cambios en la lectura de la DO. Con respecto a las diluciones del conjugado analizadas, las
mejores DO se observaron con la dilucion de 1/20000. Asi mismo, para los lavados, no se

observaron diferencias entre la cantidad de lavados ni la solucidn utilizada para el lavado.
En base a esto, las condiciones y tiempos de incubacidon de las diferentes fases fueron:
- Tiempo de pegado de la proteina: ON a 4°C.
- Bloqueo: una hora a 37°C con PBS Tween 20 (0,05%) + 5% SNE.
- Incubacidn con el suero problema: 1 hora a 37°C.
- Incubacidn con el conjugado: 1 hora a 37°C.
- Revelado: 10 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz.
- Como solucién de stop se utilizo acido sulfurico 2 M.

- Lectura a 450 nm.
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Pese a las pruebas realizadas, y tomando las mejores condiciones, la diferencia en la
densidad dptica entre los sueros controles positivos y negativos testeados fue muy baja (0,2), lo

que dificulta la diferenciacién entre positivos y negativos a la hora de testear muestras clinicas.

5.1.2 Realizacién de muestreos de BTM en establecimientos lecheros de la provincia de
Santa Fe y determinacién de la presencia de anticuerpos anti-VDVB mediante un test de

ELISA

Sobre el total de muestras BTM analizadas, solo dos tambos resultaron negativos (0,76%):
uno de la localidad de Las Rosas (departamento Belgrano) y otro de San Jorge (departamento
San Martin). Los departamentos de donde provienen las muestras y la cantidad de muestras

positivas respecto al total de muestras se observan en la Figura 5.

San Cristébal (74/74)

Las Colonias (61/61)

Castellanos (83/83)

La Capital (7/7)

San Martin (29/30)

San Jerénimo (3/3)

Belgrano (3/4)
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Figura 5. Muestras BTM positivas al ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-NS3 respecto al total de
muestras estudiadas por departamento de la provincia de Santa Fe. Los departamentos incluidos en el
muestreo se observan de color amarillo. La cantidad de positivos sobre el total de muestras BTM estudiadas
en cada departamento estd indicada entre paréntesis.

5.2.1 RT-gPCR para la deteccién de VDVB en muestras de suero y semen

Respecto al ajuste de concentracidn de los primers, la mejor eficiencia se observé en 470
nM (0,47 uM). El rango linear de deteccién de la qPCR fue desde 2,5.10° a 2,5.10 copias de
ADN/mL, con una eficiencia de 97,3%, una pendiente de -3,389 y un coeficiente de regresién de

0,994. En base a los calculos realizados con el plasmido, la gPCR detecté hasta 2,5 copias (LOD)

(Figura 6).
Standard Curve FUTR Bl 5
375 i plasmi
350 Target
a5 concentration CT ™
30.0 (copies/mL)
275 2,500,000,000 694 85.16
250 250,000,000 852 8488
225 25,000,000 11.75 84.93
O 200 @] 2,500,000 14.98 84.81
8 250,000 2059 84.86
B0 25,000 23.16 84.95
538 2,500 26.56 85.06
s 250 2958 85.03
—n 25 32.81 84.95
5(’) 2.5 36.13 84.88
: 0.25 'ND ND

10 20 100 200 1000 10000 0000 H000000 0000000 100000000 H000000000  H000000

Quantity (copies/mL)

Figura 6.Rango lineal de deteccién y limite de deteccién (LOD) del plasmido 5’UTR del VDVB en la gPCR
desarrollada. lzquierda: rango lineal de deteccién del plasmido mediante la gqPCR desarrollada por
triplicado. Derecha: valores de CT (cycle threshold) y TM (temperatura de melting en °C) para las diluciones
del pldsmido 5’UTR en base 10. ND: no detectado.

Respecto a la sensibilidad de la qPCR en la deteccién del stock viral, la prueba amplificé
hasta 5 copias de ARN viral. En las matrices de suero y semen, la gPCR fue capaz de detectar
hasta 50 copias de ARN (Tabla 4). Respecto de la capacidad de la RT-qPCR para detectar animales

positivos en muestras en pool, la prueba permitié detectar un suero positivo en un pool

conformado por 30 sueros bovinos (Tabla 5).

Tabla 4. Limite de deteccion del fragmento de interés para diferentes matrices

Concentracion del target (copias/mL) Stock viral Suero Semen
500.000 + + +
50.000 + + +
5.000 + + +

500 + + +

50 + + +

5 + ND ND
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Referencias. Numero de copias detectadas por la qPCR en diferentes matrices: stock viral
(Pestivirus B vs253), suero y pajuelas de semen. Los resultados se expresan como el 95% de concordancia
entre 12 réplicas. ND: no detectado.

Tabla 5.Deteccidn del fragmento de interés en pooles de suero

Tamaiio del pool (niimero de muestras individuales dentro del pool) CcT
10 30,3
20 30,7
30 32,2
40 ND*
50 ND

Referencias. Media de CT (Cycle Threshold) de tres réplicas de los diferentes tamafios de pool

evaluados. ND: no detectado. *Se detectd en 1 de las 3 réplicas

Respecto a la especificidad, la gPCR no amplificé los microorganismos no relacionados al

VDVB (VRSB, PI-3, HVB-1, HVB-5, VLA, RVA y Mycoplasma bovis.). Adicionalmente, el test

permitié detectar todas las cepas de Pestivirus bovinos evaluadas, con un rango especifico de

TM (melting temperature o temperatura de melting) entre 84,69 a 85,78°C. Los valores de TM

para cada cepa evaluada se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Valores de TM (temperatura de melting) para las cepas de Pestivirus bovinos

detectadas por la RT-qPCR

Cepa

™ (°C)

VDVB-1a Singer
VDVB-1a MF120553
VDVB-1a 88625
VDVB-1a 71267
VDVB-1b 63588
VDVB-1b 90611
VDVB-1b MF120552
VDVB-1b 59473
VDVB-1b 83532
VDVB-1b 73611
VDVB-1b MF120594
VDVB-1b 78256

85,41
85,50
85,78
85,2

85,08
85,59
85,10
85,32
85,62
84,81
85,22
85,42
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VDVB-1b 25366 85,32

VDVB-2 76/08 85,36
VDVB-2 vs253 85,59
VDVB-2 MF120585 85,44
VDVB-2 MF120586 85,61
VDVB-3 LV210185K/13 84,69
VDVB-3 MK017821 84,80
VDVB-3 MH992643 85,58
VDVB-3 MZ189735 85,1

VDVB-3 MZ189734 84,92

Referencias. En la primera columna figura el genotipo y nombre o nimero de acceso al GenBank
de cada cepa. TM: temperatura de melting.

Los resultados de precision de las pruebas sobre el pldsmido 5’UTR y el stock viral
mostraron un desvio estandar relativamente bajo y poca dispersion de los valores de CT
respecto del promedio (Tabla 7). Por otro lado, respecto a los andlisis inter-laboratorio, fue
posible detectar el plasmido en los tres laboratorios usando distintos cicladores con valores de

CT entre 16,92 y 21,54.

Tabla 7. Repeticiones de controles positivos

n Promedio Desvio estandar CVpp CVa%
Plasmido 5’UTR (2,5.10° copias) 10 21,36 1,49 14,94 8,96
Pestivirus B vs253 (5,62.10° copias) 25 13,78 1,94 10,63 6,38

Referencias. NUmero de repeticiones (n), promedio de CT (cycle threshold), desvio estandar,
coeficiente de variacién ponderado (CVpp) y error aleatorio maximo permitido (CVa%) de las repeticiones
de los controles positivos.

Las muestras clinicas recolectadas de animales infectados naturalmente (previamente
clasificadas como positivas a VDVB mediante métodos “gold standard”) resultaron positivas al

analizarse mediante la RT-qPCR desarrollada, con valores de CT entre 15,54 y 34,83 (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacion de técnicas diagndsticas (aislamiento viral y RT-qPCR) en

muestras clinicas

Numero
Tipo de Aislamiento  RT-
Cepa Genotipo de acceso Cuadros Clinicos
muestra Viral qPCR
GenBank
73611 VDVB 1b JX848352 Intestino Entéricos + +
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88625
71267
83532
59473
63588
78256
25366

98/204
86261

95/008
90611
82018
86275

95409

14109

8/146

8/105

8/724

9/134

9/366

9/295

9/55

9/792

9/464

8/707

9/165

13223

VDVB 1la
VDVB 1la
VDVB 1b
VDVB 1b
VDVB 1b
VDVB 1b
VDVB 1b

VDVB 1b
VDVB 1b

VDVB 2a
VDVB 1b
VDVB 1b
VDVB 2b

VDVB 1b

VDVB 1a

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

VDVB 1b

JX679695
JX848354
JX848353
JX848355
JX848356
1X848357
JX848358

JX848359
1X848360

AY273777
JX679694
1X848361
JX679696

1X848362

JX848363

JX679698

JX679697

JX679693

JX679690

1Q646074

JX679692

JX679689

JX679688

1Q646073

I1X679687

JX679691

1X848365

Feto
Feto
Feto
Intestino
Intestino
Feto
Hisopado
Nasal
Feto
Hisopado
Ocular
Esdfago
Feto
Pulmén
Hisopado
Nasal

Esofago

Sangre

Sangre
Sangre
Feto
Bazo
Sangre
Sangre
Intestino

Sangre

Sangre

Hisopado

Nasal

Bazo

Sangre

Reproductivos
Reproductivos
Reproductivos
Entéricos
Entéricos
Reproductivos

Respiratorios

Reproductivos

ND

Entéricos
Reproductivos
Respiratorios

Respiratorios

Enfermedad de
las Mucosas
Infeccion
Persistente
Respiratorios
Entéricos
Reproductivos
Respiratorios
Reproductivos
Entéricos
Entéricos
Enfermedad de
las Mucosas
Infeccion
Persistente

Respiratorios

Enfermedad de
las Mucosas
Infeccidn

Persistente
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Referencias. Nombre de la cepa, Genotipo, NUmero de acceso al GenBank, tipo de muestra, cuadro
clinico presentado y resultados del aislamiento viral y RT-gPCR de 28 muestras clinicas analizadas. ND: no
determinado

Finalmente, el gen GAPDH, utilizado para monitorear la extracciéon de acidos nucleicos y
la posible presencia de inhibidores de PCR, resultd positivo en todos los ensayos, con valores de
TM entre 80 y 81°C y valores de CT homogéneos (20 * 3) para todas las muestras bovinas

evaluadas.

5.2.2 Muestreo y procesamiento DBT

Evaluaciéon de método de elusién, control de papeles sin sembrar y porcentaje de
recuperacion respecto a la muestra fresca

Respecto al control de los papeles utilizados sin sembrar muestras, como era de
esperarse, ambos (papel cromatografico y tarjetas FTA) resultaron negativos a la RT-gPCR. Por
otro lado, cuando se evaluaron los tiempos de elusidn, se observaron pequefias diferencias en
los valores de CT entre las dos metodologias evaluadas (30 minutos y ON en agitacion): CT
promedio para elusién de 30 minutos de 23,9 y para elusién ON de 26,2 para sangre y CT
promedio de 33,8 (30 minutos) y 35,8 (ON) para semen.

El porcentaje de recuperacion de la muestra de sangre sembrada en papel cromatografico
respecto a la muestra fresca (sangre contaminada) resulté del 90,7% (CT promedio de sangre
sembrada en papel: 27 y CT promedio de sangre fresca: 24,5). Para semen, los resultados fueron
similares, con un 97,2% de recuperacion respecto de la muestra fresca (CT promedio de semen

fresco: 35,3 y CT promedio de semen sembrado en papel: 36,3).

Sangre sembrada en papeles

El limite de deteccidn para sangre contaminada con distintas concentraciones del target
se observa en la Tabla 9. La RT-qPCR permitié detectar 1.000 copias de acido nucleico viral en

las gotas de sangre contaminada para tal fin y sembradas en papel cromatografico.

Tabla 9. Limite de deteccion del target en distintas concentraciones para sangre

contaminada en papeles

Concentracion del target (copias/mL) Sangre
80.000 +
40.000 +
20.000 +
10.000 +
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5.000 +
1.000 +
100 ND

Referencias. Los resultados se expresan como el 95% de concordancia entre 12 réplicas. ND: no
detectado

Respecto al almacenamiento de gotas de sangre contaminada en papeles en distintas
temperaturas y tiempos, a medida que se prolongé el almacenamiento, el porcentaje de
recuperacion de ARN disminuyd. Las gotas sembradas en papel cromatografico y almacenadas
por 1y 7 dias mostraron un porcentaje de recuperacién mayor respecto al control positivo al
compararlas con las almacenadas por 6 y 12 meses. Respecto a las temperaturas, en general,
4°C, -20°Cy -70°C fueron mas efectivas preservando el ARN viral que la temperatura ambiente,
con una tendencia mas marcada a medida que aumento el tiempo de almacenamiento (Tabla
10a).

Al analizar los resultados de las gotas almacenadas por 12 meses, los resultados fueron
similares en ambos tipos de papeles (cromatografico y tarjetas FTA) (Tabla 10b), sin diferencias
significativas entre ambos tipos de papeles a 4°C (p=0,865) y a -20°C (p=0,776) usando el test T
de Student, nia 4°C (p=0,500) y a -20°C (p=0,500) usando el test de Fisher.

Desafortunadamente y por motivos ajenos, no fue posible procesar las gotas de sangre
almacenadas a -70°C por 12 meses en ambos tipos de papeles.

A los 18 meses de almacenamiento, los resultados fueron negativos para ambos tipos de
papeles, tanto para temperatura ambiente como para 4°Cy -20°C.

La recuperacién de ARN proveniente de muestras clinicas (sangre de dos animales PI)
sembradas en papel cromatografico fue satisfactoria. Para un dia de almacenamiento los CT
fueron 28,39y 32,9, para 6 meses fueron 23,93 y 33,75 y para 12 meses fueron 29,93 y 27,56,
respectivamente. Esto sugiere que aun al afio de almacenamiento a 4°C, no hay una significante
pérdida o degradacion de ARN en el papel cromatogréfico utilizando sangre de animales PI (1
dia vs. 6 meses, p: 0,620; un dia vs. 12 meses, p: 0,679; 6 meses vs. 12 meses, p: 0,990). Por el

contrario, a los 18 meses de almacenamiento a 4°C, ambas muestras fueron negativas.
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Tabla 10.

Media de CT, nimero de determinaciones positivas entre las réplicas, desvio

estandar y porcentaje de recuperacion respecto al control positivo (fresco) de 1 dia, 7

dias, 6 meses y 12 meses de almacenamiento a temperatura ambiente, 4°C, -20°Cy -70°C

para sangre contaminada sembrada en papeles de filtro

a TA 4°C -20°C -70°C
MediaCT DP DS MediaCT DP DS MediaCT DP DS MediaCT DP DS
1 dia 27,14 5 2,09 25,58 4 0,57 25,64 5 1,98 27,23 4 1,78
% recuperacion 84,16 89,29 89,08 83,88
7 dias 28,77 5 4,67 28,67 5 0,99 2847 5 1,12 26,26 5 2,12
% recuperacion 79,39 79,67 80,22 86,98
6 meses 32,1 3 1,18 25,12 3 1,73 24,83 5 0,84 22,02 5 0,99
% recuperacion 48,35 61,78 62,51 57,67
12 meses ND o - 27 4 0,6 26,87 4 0,96 NP
% recuperacion 0 67,81 68,14
b TA 4°C -20°C -70°C
MediaCT DP DS MediaCT DP DS MediaCT DP DS MediaCT DP DS
12 meses ND 0 - 27,11 3 055 28,552 3 8,78
% recuperacion 0 67,81 64,20

Referencias. a. resultados en papel cromatografico. b. resultados de tarjetas FTA. TA: temperatura

ambiente. CT: cycle threshold. DP: nimero de determinaciones positivas entre las 5 réplicas. DS: desvio
estandar. %recuperacion: porcentaje de recuperacién. ND: no detectado. NP: no procesado.

Semen sembrado en papeles

El limite de deteccién evaluado para semen se muestra en la Tabla 11, donde puede
observarse que pudo detectarse ARN viral en las gotas contaminadas con mas de 40.000 copias

virales.

Tabla 11. Limite de deteccidn del target en distintas concentraciones para

semen contaminado sembrado en papeles

Concentracion del target (copias/mL) Semen

80.000 +

51



40.000 +

20.000 ND
10.000 ND
5.000 ND
1.000 ND
100 ND

Referencias. Los resultados se expresan como el 95% de concordancia entre 12 réplicas. ND: no
detectado.

El semen contaminado sembrado en papel cromatografico y almacenado en distintas
temperaturas y tiempos arrojo resultados inconsistentes. Para un dia de almacenamiento, solo
dos repeticiones fueron positivas para temperatura ambiente y 4°C. Para -20°Cy -70°C solo una
de las repeticiones resultd positiva. De la misma manera, para 4 dias de almacenamiento, solo
una repeticién resulté positiva para TA y 4°C, siendo negativas las 5 réplicas de -20°C y -70°C.
Mas aln, para 7 dias de almacenamiento, todas las gotas de semen evaluadas resultaron
negativas, excepto una de las almacenadas a -70°C. Estos resultados pueden observarse en la

Tabla 12.
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Tabla 12. CT (cycle threshold) de las 5 repeticiones de cada condicion (tiempos

y temperaturas) de almacenamiento de semen en papeles sin tratamiento con

DTT

TA 4°C -20°C -70°C

1 Dia ND 32,28 ND ND
ND ND 42,09 ND
28,39 31,63 ND ND
30,5 ND ND 28,67
ND ND ND ND

4 Dias ND 30,17 ND ND
30,74 ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND

7 Dias ND ND ND ND
ND ND ND 28,91
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND

Referencias. TA: Temperatura ambiente. ND: no detectado.

Dados los inconvenientes en la recuperacion del ARN a partir de gotas de semen
contaminado sembrado en papeles y a partir de una busqueda bibliografica, se evaluaron 3
protocolos distintos con la intencién de mejorar las probabilidades de recuperar material
genético a partir de semen sembrado en papel. Los resultados de las metodologias llevadas a

cabo fueron:

1) Pre-tratamiento con DTT (por duplicado): CT de 36 en ambas réplicas.

2) Lavado previo con reactivo FTA (por duplicado): ambas réplicas fueron negativas.

3) Comparacion de la recuperacién de ARN a partir de muestras de semen puro y
pajuelas contaminados sembrados en papel cromatografico (por duplicado):
e Pajuela sin DTT: ambos negativos
e Pajuela con DTT: una negativa y otra positiva (CT: 36,02)

e Semen puro sin DTT: ambos negativos.
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e Semen puro con DTT: una negativa y otra positiva (CT: 37,19)
Puede observarse que los resultados para ambas matrices fueron similares.
4) Protocolo de elucién y posterior reaccidon de retrotranscripcion, sin extraccidon de
ARN: ambas réplicas fueron negativas.
5) Protocolo de retrotranscripcion con paso previo de desnaturalizacidn (95°C por 5

minutos y luego hielo por 5 minutos): una réplica positiva (CT de 36) y otra negativa.

A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta que la utilizacidn del pre-tratamiento
con DTT mejord levemente las posibilidades de recuperacién de ARN, se procesaron las
muestras almacenadas por 6 meses siguiendo esta metodologia.

Para el protocolo con pre-incubacion con DTT, los resultados tampoco fueron
satisfactorios (Tabla 13). Puede observarse que pocas repeticiones resultaron positivas, con
valores de CT elevados. De las temperaturas evaluadas, la mas prometedora fue la de -20°C, con
4 de 5 repeticiones positivas, sin embargo, el porcentaje de recuperacidon de ARN respecto al
control positivo fue bajo. Dada la inconsistencia en los resultados, las muestras no fueron

analizadas en los tiempos de almacenamiento subsiguientes.

Tabla 13. CT (cycle threshold) de las 5 repeticiones de semen sembrado en
papel cromatografico con tratamiento previo con DTT y porcentaje de

recuperacion de la media de las repeticiones positivas

Temperatura Repeticiones % recuperacion
TA ND ND ND ND 37,29 54,28

4°Cc ND ND ND ND ND -

-20°C ND 36,7 36,51 36,7 37,13 55,06

-70°C ND ND 36,7 37 ND 54,93

Referencias. TA: temperatura ambiente. ND: no detectado

5.2.3 Monitoreo de la DVB en establecimientos de produccion de leche

Al momento de la encuesta al encargado del establecimiento, el rodeo estaba compuesto
por 93 vacas en ordefie, 20 vacas secas, 16 terneros en crianza artificial (10 hembras y 6 machos),
25 animales en recria 1 (18 hembras y 7 machos), 19 hembras en recria 2 y 26 hembras en recria
3. El rodeo no contaba con ninglin animal en categoria toro. Ademas, el establecimiento utilizaba
reposicion propia, realizaba servicio por inseminacién artificial, y estaba integrado por otras
especies animales como ovinos, caprinos, bubalinos y cerdos, aunque sdélo los bubalinos

compartian espacios ocasionalmente con los bovinos. Por su parte, el encargado manifestd que,
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en el rodeo, no se presentaban habitualmente casos de enfermedad respiratoria durante la
crianza o recria ni en hembras adultas, sin embargo, si se han presentado casos de aborto con
causa infecciosa como presuntivo. Ademads, en los animales se aplicaba trimestralmente una
vacuna reproductiva polivalente (virus de Rinotraqueitis infecciosa bovina inactivado, virus de
la Diarrea viral bovina inactivado, bacterinas de Campylobacter fetus fetus, Campylobacter fetus
venerealis, Histophilus somni, Leptospira interrogans serovares Pomona y Canicola) a hembras
mayores a 6 meses y se usaban agujas nuevas por cada animal cuando se realizan maniobras
sobre éstos (aplicacion de vacunas, inyectables, sangrado, etc.). La encuesta completa se
encuentra en el Anexo Il

Las muestras BTM tomadas al inicio del monitoreo y durante la duracién del mismo para
la deteccion de anticuerpos anti-NS3 del VDVB resultaron negativas, indicando la ausencia de
circulacién viral.

Respecto a las muestras individuales, se conformaron 21 pooles de sueros de bovinos de
leche y 7 de bovinos de carne, conteniendo entre 8 y 10 muestras cada pool. El genoma viral del
VDVB no fue detectado por RT-gPCR en ninguno de los pooles analizados.

Como se menciond anteriormente, debido a estos resultados, las medidas a tomar no
incluyeron un saneamiento del virus, sino un monitoreo con el fin de evitar la introduccidén del
virus al rodeo. Para ello, se llevaron a cabo las siguientes actividades: mejora de las
delimitaciones del establecimiento, desinfeccidon del equipamiento y materiales utilizados por
los trabajadores del establecimiento, cuarentena y testeo de los bovinos ingresados al
establecimiento, uso de semen libre de VDVB, testeo de terneros nacidos de hembras prefiadas
al momento del primer muestreo, control del contacto de los bovinos con especies que puedan
ser reservorios del virus y diagndstico en caso de cuadros clinicos sospechosos de VDVB.

En los 15 casos de aborto, muerte embrionaria y nacimiento de terneros con
malformaciones tampoco se detecté VDVB mediante RT-qPCR. En el segundo muestreo,
realizado meses después a 33 terneros nacidos de vacas que se encontraban gestando durante

el primer muestreo, tampoco se detecté acido nucleico viral.

5.2.4 Caracterizacion filogenética.

Los analisis filogenéticos realizados sobre las 11 cepas secuenciadas permitieron la
obtencidn de arboles filogenéticos que se muestran en la Figura 7. Los dendrogramas muestran
tres grandes clusters. El primero conformado por los sub-genotipos a, b y c del genotipo 1 del
VDVB. El segundo incluye los sub-genotipos a y b del genotipo 2 y el dltimo incluye a los virus
HoBi-Like. En ambos casos, puede observarse la ubicacién de 9 de las cepas secuenciadas de la

provincia de Santa Fe dentro del genotipo 1b y las dos restantes en los cluster del genotipo lay
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2b, respectivamente. En la Tabla 14 se resumen los datos de las 11 cepas y se incluyen los
genotipos y sub-genotipos a los cuales pertenece cada cepa y el porcentaje de homologia
respecto a cepas de referencia de cada genotipo obtenidas en la base de datos de GenBank

(obtenido a través de blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Tabla 14. Identificacidn, afo de recoleccion, localidad de procedencia, cuadro
clinico, genotipo, nimero de acceso al GenBank y porcentaje de homologia de

las 11 muestras secuenciadas provenientes de la provincia de Santa Fe

Identificacion Afio Procedencia Cuadro Genotipo Nro. GenBank % Homologia
18/2019 2019 Dpto. Caseros Neumonia 1b MW316591 98,50%
84/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonia 1b MW316592 96,94%
85/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonia 1a MW316593 95,92%
89/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonia 1b MW316594 98,98%
IC 2020 Dpto. Las Colonias Muerte perinatal 1b MW290532 96,79%
N.T-2020 2020 Dpto. Las Colonias Natimorto 1b MW290533 96,88%
5.2-2020 2020 Dpto. San Cristobal  jermedaddelas MW290534  99,36%
mucosas
CD22 2022 Dpto. San Cristobal  Malformacion 1b 0Q281451 98,37%
L3 2022 Dpto. San Cristobal  Infeccion inaparente  1b 0Q281452 96,57%
PA1 2022 Dpto. Las Colonias ~ _Mfermedaddelas 00281453  92,38%
mucosas
SA1 2022 Dpto. Las Colonias ~ Ctermedaddelas 0Q281454  97,95%
mucosas

Referencias. % Homologia: porcentaje de homologia respecto a la secuencia de las cepas de
referencia del GenBank para cada genotipo
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Figura 7. Arboles filogenéticos que incluyen las cepas de los genotipos 1a, 1b, 1c, 2a, 2b y Virus HoBi-Like,
identificadas por su nro. de acceso a GenBank y las cepas secuenciadas en el presente trabajo. Los puntos
negros indican las cepas que fueron secuenciadas en el presente trabajo. lzquierda: Método Neighbor
Joining con 1000 bootstraps (los porcentajes de bootstraps menores a 50 fueron omitidos). Derecha:
Método Neighbor Joining utilizando Maximum composite likelihood.
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6. DISCUSION



6. Discusion

La RT-gPCR desarrollada permitié detectar ARN viral de todos los genotipos de VDVB
evaluados y mostré gran especificidad, ya que no se amplificé acido nucleico de ninguno de los
agentes patdgenos bovinos evaluados de los complejos respiratorio y reproductivo bovino. Una
gran ventaja de la técnica es la posibilidad de detectar ARN de virus HoBi-like, lo que puede ser
atil en areas donde éstos circulan junto a VDVB-1 y 2. En Argentina, se ha detectado la
circulacion de virus HoBi-like en casos de enfermedad respiratoria en bovinos de la provincia de
Cdordoba (Margineda et al., 2022), en bufalos del Noreste (Chaco, Formosa y Corrientes) (Pecora
et al., 2017) y en suero fetal bovino proveniente de la provincia de Buenos Aires (Pecora et al.,
2019). Por otro lado, se observé 100% de concordancia entre los resultados de la RT-gPCR y el
aislamiento viral en las muestras clinicas testeadas. En sueros pooleados, la técnica permitid
detectar un positivo entre 30 muestras individuales, lo cual es una ventaja importante cuando
se planea llevar a cabo un programa de saneamiento en rodeos con baja prevalencia de DVB, ya
que permite reducir el nimero de ensayos a realizar. Sin embargo, en rodeos con alta
prevalencia y si el tamano del pool es grande, existe mayor posibilidad de obtener mayor
cantidad de pooles positivos, requiriendo un testeo adicional para identificar los individuos
virémicos (Mufioz-Zanzi et al., 2000). Por tal motivo, se debe considerar una estimacién de la
prevalencia cuando se utiliza la estrategia de pooleo de muestras, especialmente en regiones
con alta prevalencia de DVB (Smith et al., 2008). Sumado a esto, la dilucion de una muestra
positiva que ocurre cuando el pool contiene un gran nimero de muestras individuales, podria
generar resultados falsos negativos.

Debido al sistema de deteccién SYBR Green, la RT-gPCR desarrollada presenta algunas
ventajas: es sensible, facil de realizar y econdmica. Sin embargo, es importante reconocer la
posible presencia de ADN doble cadena generados por dimeros de primers. El andlisis de rutina
posterior a la amplificaciéon implica la evaluaciéon de las curvas de temperaturas de melting, lo
que permite discriminar el amplicén esperado de los productos de dimeros de primers (Ririe et
al., 1997). Ademas, el uso de mastermixes “One-step” para las reacciones de un solo paso de
retrotranscripcidon y PCR, reduce los costos, el tiempo de realizacion y las posibilidades de
contaminacion del ensayo.

Para la deteccion del VDVB, los laboratorios de diagndstico utilizan frecuentemente como
muestra sangre o suero bovino. Teniendo en cuenta la practicidad del uso de papeles de filtro
durante la toma de muestra a campo, la sangre entera resulta mas conveniente que el suero,
debido a que se evita el paso de centrifugacién para obtenerlo. Por tal motivo, en la presente

tesis se evalud la recuperacion de ARN viral de muestras de sangre entera. A pesar de que el
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semen no se utiliza como muestra de eleccion para el diagndstico de rutina, es una muestra util
para el control de machos en cabafas que comercializan semen (Givens et al., 2003). En el
presente plan de tesis, se evalud la metodologia de deteccion de ARN viral de VDVB en pajuelas
de semen obteniendo resultados poco satisfactorios, ya que se evaluaron distintas condiciones
de elucidn sin obtener repetitividad en los ensayos ni lograr almacenar ARN viral en muestras
sembradas en dos tipos de papales por largos o cortos periodos de tiempo. Un estudio previo
sobre HVB, reportd problemas similares en la recuperacion de ADN del virus a partir semen
sembrado en tarjetas FTA, por lo que los autores propusieron un nuevo protocolo, utilizando
DTT (Sarangi et al., 2018). Aun asi, el proceso de purificacion de ARN suele ser mas complejo que
el de ADN (Skonieczna et al., 2016) y debido a la dificultad inherente de su preservacion, este
protocolo tampoco otorgd resultados satisfactorios en nuestros experimentos. La dilucion del
semen cuando se preparan pajuelas también puede ser un factor determinante. Puede disminuir
la concentracion viral de la muestra pura y, por tanto, dificultar la deteccién y amplificacion del
fragmento target. Ademas, las sustancias utilizadas para diluir semen al preparar las pajuelas
que varian de acuerdo al protocolo utilizado en cada cabana (Ugur et al., 2019), sumado a la
variacion individual de la composicidn del semen de cada toro (concentracion de iones Na, K, Cl,
fructosa, glicerofosforilcolina), podrian dificultar la estandarizacién de esta metodologia para
este tipo de matriz. Asimismo, se ha descripto que algunos componentes utilizados para la
dilucion de semen (tris, yema de huevo, glicerol, lecitina de soja, leche desnatada, antioxidantes)
podrian inhibir la actividad de la polimerasa cuando se lleva a cabo la PCR (Hedman y Radstrom,
2013; Rodas et al., 1996).

En cuanto a la literatura citada sobre la conservacién de ARN de pestivirus bovinos en
papeles de filtro, se describe el uso de varios tipos de papeles para preservar ARN por hasta 6
meses en sangre y suero de animales Pl a temperatura ambiente, 4°Cy -18°C (Vilcek et al., 2001).
En ese estudio, los autores evaluaron cuatro tipos de papeles: papeles de filtro clasicos, papel
Whatman No. 1, membranas de nitrocelulosa y membranas de nylon HYBONDTM-M. Los
resultados fueron similares para todos los papeles analizados, excepto por el papel de filtro
clasico, que arrojé menor cantidad de productos de PCR. Los autores utilizaron un ensayo de
PCR de punto final y la extraccidon de ARN fue realizada directamente a partir del papel, evitando
el paso de elucién. En los experimentos realizados en esta tesis, este protocolo no arrojé
resultados satisfactorios. Otro de los estudios que reportaron la utilizacién de tarjetas FTA para
la deteccidn de varios agentes involucrados en el complejo respiratorio bovino, incluido el VDVB,
comparé la recuperacién de ARN viral a partir de hisopados del tracto respiratorio fijados en
tarjetas FTA y almacenados por 14 dias a temperaturas de -27°C a 46°C, con muestras frescas

enviadas en medio de transporte, observando una total concordancia en la deteccién de ARN

59



(Liang et al., 2014). A diferencia del estudio anterior, los investigadores utilizaron un ensayo de
gPCR y un protocolo de elucidn previo a la extraccién de ARN. Finalmente, se describe el uso de
tarjetas FTA para muestras de hisopados nasales y sangre de animales Pl con procesamiento
inmediato (sin considerar distintos tiempos de almacenamiento). En este articulo, los autores
compararon la deteccion de ARN en muestras de tarjetas FTA y muestras frescas y observaron
total concordancia entre ambas, aunque con un aumento de un logaritmo en los valores de CT
de las muestras sembradas en tarjetas FTA respecto de las muestras frescas (Foster et al., 2014).

De acuerdo a los resultados obtenidos de la recuperacion de ARN viral de muestras de
sangre sembradas en papeles, el papel cromatografico representa una alternativa util y
econdmica para la toma y remisién de muestras de sangre para el diagndstico de DVB. Sin
embargo, para mayores periodos de almacenamiento (6 y 12 meses), los porcentajes de
recuperacion disminuyen, aunque el ARN aun pudo ser detectado, lo que significa que no seria
aconsejable almacenar ARN por mas de 12 meses mediante los protocolos y a las temperaturas
evaluadas. Sumado a esto, el ARN viral recuperado de sangre de animales Pl almacenada en
papel cromatografico sugiere que, aunque el porcentaje de recuperacién disminuye a medida
que el tiempo de almacenamiento aumenta, aln es posible detectar acido nucleico viral en
sangre sembrada en papeles y almacenada por 12 meses a temperatura de refrigeracion.

Resulta importante tener en cuenta que se trabajé con titulos virales correspondientes a
los informadas en animales Pl en la bibliografia y que las concentraciones virales encontradas
en distintos animales en la naturaleza son variantes, por ejemplo, los que presentan infeccién
transitoria suelen tener titulos virales mas bajos que los animales PI, con lo cual, el poder de
detecciéon de la metodologia estudiada variara de acuerdo a la carga viral del individuo analizado
y al tiempo y temperatura de almacenamiento de la muestra en papeles.

Las tarjetas FTA contienen agentes quelantes y radicales libres y estan disefiadas para
evitar contaminantes ambientales y proteger los acidos nucleicos de la muestra sembrada por
al menos 6 afios a temperatura ambiente (Ahmed et al., 2011). Pese a ello, en este trabajo, el
papel cromatografico — que carece de estos componentes- arrojé resultados similares a los de
las tarjetas FTA. Aun mas, para 12 meses de almacenamiento, si se consideran el nimero de
repeticiones positivas, las gotas sembradas en papel cromatografico mostraron una tendencia a
una mayor recuperacion en comparacién con las tarjetas FTA, aunque las diferencias no fueron
significativas.

Si bien la realizacidon de un estudio econdmico comparativo no fue un objetivo de este
trabajo de tesis, resulta importante mencionar su costo entre las ventajas del uso de papel
cromatografico para la toma y remision de muestras al laboratorio. Cada hoja de papel

cromatografico permite sembrar aproximadamente 25 gotas de distintas muestras, con un valor
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aproximado de SUSD 66,55 por cada 100 hojas (dependiendo del proveedor). En contraposicion,
en cada tarjeta FTA solo pueden sembrarse 4 gotas de muestra, con un costo aproximado de
SUSD 308 por 25 tarjetas (dependiendo del proveedor).

Si bien aun resta avanzar con el desarrollo y validacion del ELISA anti NS3, para obtener
DO que permitan diferenciar sensiblemente los sueros positivos y negativos, en el presente
trabajo se realizé un importante progreso en el desarrollo del mismo. Sin embargo, de las
técnicas desarrolladas en esta tesis, el valor diagndstico de la técnica de ELISA para deteccién
de anticuerpos en una region en la que la DVB es endémica, es el mds cuestionable, puesto que
un gran porcentaje de animales son seropositivos; y el hecho de hallar anticuerpos en suero, no
necesariamente indica enfermedad. A pesar de que este objetivo no fue concluido, se pudo
obtener informacién sobre la prevalencia de la Diarrea Viral Bovina en establecimientos lecheros
de la provincia de Santa Fe (objetivo 1.2) a través de un muestreo de leche de tanque de
establecimientos que remiten su produccidon a una industria lactea regional, generando
informacidn valiosa y actualizada para la toma de decisiones para el monitoreo de la
enfermedad en la provincia de Santa Fe. Como se menciond anteriormente, hasta el momento
de la realizacién de este punto, no se contaba con datos sobre la prevalencia de la Diarrea Viral

Bovina en rodeos lecheros y de carne de nuestra provincia.

Con respecto a lo anterior, si bien se realizé un muestreo BTM por conveniencia, el
muestreo realizado se asemeja a la frecuencia de distribucién de rodeos lecheros en nuestra
provincia, donde el 80% de los bovinos de leche se encuentran sobre todo en los departamentos
de San Cristobal, Castellanos, Las Colonias y San Martin (Fuente: Bolsa de Comercio de Rosario,
2018). Los resultados obtenidos a partir del ELISA anti-NS3 reflejan la importante circulacién del
VDVB en rodeos de la cuenca lechera de nuestra provincia, donde sélo dos establecimientos de
los 262 analizados resultaron libres de circulacién viral, ubicados en departamentos del centro-

sur de Santa Fe.

Respecto al objetivo de saneamiento, a la hora de realizarlo, encontramos algunos
inconvenientes. Primero, resulta dificil contar con establecimientos dispuestos a eliminar los
animales PI, ya que muchos de ellos se encuentran enmarcados en planes de control obligatorios
de otras enfermedades que requieren de la segregacion de animales y la DVB no representa una
prioridad de momento. Por lo tanto, uno de los aspectos principales que se tuvo en cuenta para
la seleccion del establecimiento fue la predisposicién de los encargados y personal del mismo
para colaborar en este estudio.

En el establecimiento donde se realizé el monitoreo, los bovinos de leche conviven y

comparten instalaciones con bovinos de carne y bubalinos. Si bien se obtuvo suero de todos los
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bovinos (tanto de leche como de carne), el establecimiento no cuenta con instalaciones
apropiadas para el muestreo de bubalinos, por tanto, éstos no pudieron ser testeados. A pesar
de ello, ninguno de los animales muestreados resulto ser virémico, lo que indicaria que entre la
poblacién de bubalinos, tampoco circularia el virus al momento del muestreo, sin embargo,
resulta necesario el testeo de estos animales para confirmar esta aseveracion.

A pesar de que no pudo encontrarse circulacion viral en los bovinos del establecimiento
muestreado- y por tanto se realizd un monitoreo en vez del saneamiento-, el trabajo realizado
resultd util para conocer el status sanitario frente a la DVB en ese rodeo y para implementar las
medidas de bioseguridad para evitar la introducciéon del virus.

En este objetivo, la estrategia de testeo en pooles resulté muy conveniente, puesto que
se testearon un total de 261 animales sélo con 28 reacciones de RT-qPCR, lo cual permite una
importante reduccién en los costos de los andlisis, si se compara con el costo del testeo de
muestras individuales. Sin embargo, en caso de detectar pooles positivos, éstos deben abrirse
para testear cada suero individualmente, lo que no ocurrié en el establecimiento estudiado.
Teniendo en cuenta esto, resulta util testear a los animales para confirmar/descartar el status
de PI, ya que este tipo de andlisis se hace una sola vez en la vida del animal para eliminar los
bovinos que representan una fuente de infeccion para el rodeo, a diferencia de otras
enfermedades de control obligatorio que requieren testeos periddicos, como la brucelosis y
tuberculosis.

Por ultimo, los resultados obtenidos a partir del estudio filogenético realizado sobre las
11 muestras positivas de la provincia, revelan datos similares a lo observado a nivel pais, donde
se encuentran con mas frecuencia cepas de genotipo 1b, seguido por 1ay en menor proporcién
el genotipo 2 (Spetter et al., 2020). En un estudio realizado en 2014 se observd que, en la
provincia de Buenos Aires, la mayoria de las cepas secuenciadas pertenecen al genotipo 1b
(Pecora et al., 2014). Mas recientemente, se han secuenciado cepas de 1e, 1i y 1j (Spetter et al.,
2021b) y virus HoBi-like en la provincia de Cérdoba (Margineda et al., 2022; Pecora et al., 2019).
El conocimiento de la variabilidad del VDVB resulta util para el desarrollo de técnicas
diagnésticas, la evaluacién de la eficacia de los programas de control y, sobre todo, a la hora de
desarrollar vacunas que incluyan las cepas circulantes de cada region. En este sentido, se ha
reportado que los anticuerpos producidos como respuesta a las cepas vacunales podrian tener
bajo nivel de proteccidn frente a cepas aisladas a campo debido a diferencias en su antigenicidad
y por la variabilidad genética de las distintas cepas (Mosena et al., 2023). Se conoce que la
mayoria de las vacunas inactivadas estan desarrolladas a partir del genotipo 1a (Newcomer et
al., 2017), sin embargo, en el relevamiento de la provincia de Santa Fe realizado en esta tesis,

como en trabajos anteriores realizados a nivel pais, las cepas que circulan con mayor frecuencia
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pertenecen al genotipo 1b. Por tal motivo, resulta imprescindible incluirlas en las formulaciones
de las vacunas inactivadas, para el desarrollo de inmundgenos que sean eficaces en la

prevencion de la enfermedad.
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7. Conclusiones

Este trabajo incluyé la validacion de una RT-qPCR in-house que puede remplazar los kits
comerciales disponibles, que representan un gran costo de importacién en nuestro pais y puede
ser Util para laboratorios de diagndstico veterinario equipados con la infraestructura para
realizar ensayos de gPCR. La RT-qPCR desarrollada se encuentra actualmente en uso en el
laboratorio del IVIT-CICVyA, INTA Castelar y se utiliza para el control obligatorio de semen de
exportacion.

La posibilidad de almacenar acido nucleico viral en papeles de filtro constituye un
progreso en la practica veterinaria. La oportunidad de tomar muestras directamente en los
papeles de filtro en rodeos donde se sospecha de la enfermedad puede ser muy provechosa, ya
que, en este tipo de matriz, las muestras no requieren envio refrigerado, ni procesamiento
inmediato. Sumado a esto, las muestras son seguras para ser enviadas por correo postal debido
a las sustancias quimicas que contienen que son capaces de inactivar agentes microbianos.
Adicionalmente, es ideal para realizar estudios moleculares, ya que la metodologia garantiza la
estabilidad de los acidos nucleicos en un amplio rango de temperaturas y permite su uso con
una amplia variedad de muestras distintas. Si comparamos con los métodos tradicionales de
toma, remision y almacenamiento de muestras, la tecnologia de los papeles de filtro representa
una importante mejora especialmente en paises extensos con pobre infraestructura para el
envio de muestras y, sobre todo, en paises que carecen de laboratorios con capacidad para
realizar ensayos moleculares en cada provincia o estado. Por otra parte, el procesamiento de las
muestras sembradas en papeles de filtro en el laboratorio, requiere un procesamiento adicional
muy sencillo de media hora que no representa inconvenientes ni retrasa el trabajo en
comparacién con el procesamiento de muestras frescas, ya que una vez eluida la muestra, el
procesamiento es el mismo. Una recomendacion importante a la hora de recolectar las
muestras, es permitirles secar a temperatura ambiente por al menos 4 horas, dependiendo de
la humedad ambiente, y enviarlas al laboratorio en bolsas individuales que incluyan un disecante
como el silica gel. Es necesario continuar con el estudio de esta metodologia aplicada a otros
agentes infecciosos, especialmente aquellos vinculados con la salud bovina, sobre todo aquellos
que requieren de control obligatorio o son econdmicamente relevantes para la produccién local.

En esta tesis se demuestra que un papel de filtro econdmico, como el papel
cromatografico, es una alternativa apropiada para la recoleccién, envio y almacenamiento de
muestras de sangre para el diagndstico de la DVB, otorgando resultados tan buenos como los
dados por tarjetas especializadas como las FTA. Lo anterior es valido siempre y cuando se

acompafie con un método de deteccion altamente sensible como la RT-qPCR desarrollada.
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Las metodologias puestas a punto en este trabajo mejoran y facilitan las opciones
diagndsticas de la DVB en nuestra regién y demuestran que es econdmicamente factible realizar
el saneamiento de los establecimientos, siempre y cuando los esfuerzos sean en conjunto
(regionales o nacionales), para de esta manera, evitar las reintroducciones del VDVB que puedan
darse debido a descuidos o falta de aplicacion de medidas de bioseguridad, sobre todo en rodeos
abiertos.

Mediante el trabajo realizado, se logré obtener datos actualizados de la DVB en la
provincia de Santa Fe, que a la fecha son escasos pero muy necesarios. Se pudo realizar una
estimacion, a través de un muestreo de conveniencia, de la prevalencia de la enfermedad en
rodeos de la cuenca lechera de la provincia, indicando una alta circulacion del virus en la region
y la necesidad de implementar planes de control. Sumado a esto, mediante un estudio
filogenético, fue posible conocer qué genotipos circulan en nuestra zona con mas frecuencia y

compararlos con genotipos hallados en otras regiones y en las vacunas comerciales.
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Anexo |

Tabla 1. Resultados de ensayo preliminar para seleccion de papeles, matrices y

eluyentes.
SEMEN SUERO SANGRE
Papel Eluyente CT % EFICIENCIA | CT % EFICIENCIA | CT % EFICIENCIA
H20 38,18 81,64 33,20 93,89 ND -
Buffer TE ND - 36,80 84,70 * -
Cromatografico | FTA Reagent | 35,50 87,80 ND - 38,16 80,53
TRIZOL 35,10 88,80 34,00 91,68 33,30 92,28
MEM 35,90 86,82 36,08 86,39 34,48 89,12
H20 ND - 29,84 70,38 32,44 64,73
Buffer TE ND - ND - 28,00 75,00
ALHSTROM FTA Reagent |29,00 72,41 24,40 86,07 27,75 75,68
TRIZOL 31,48 66,71 25,30 83,00 24,10 87,14
MEM 28,37 74,02 ND - 30,60 68,63
H20 ND - 29,83 70,40 * -
Buffer TE 31,23 67,24 29,94 70,14 ND -
FTA
WHATMAN FTA Reagent |ND - 30,86 68,05 37,28 56,33
TRIZOL 31,04 67,65 29,90 70,23 35,78 58,69
MEM 31,22 67,26 28,46 73,79 34,48 89,12
H20 37,00 84,24 35,40 88,05 34,25 89,72
Buffer TE 37,40 83,34 37,00 84,24 36,72 83,69
SYS FTA Reagent |38,14 81,73 ND - 38,51 79,80
TRIZOL ND - 36,00 86,58 34,60 88,82
MEM 35,10 88,80 ND - 35,80 85,84

ND: no detectado
*: la muestra no atravesé la columna durante la extraccién

Tabla 1. Resultados de ensayo preliminar para seleccion de papeles, matrices y eluyentes. Los
resultados del porcentaje de eficiencia fueron calculados en base al CT (cycle threshold) del control
positivo (muestra fresca contaminada con la misma cantidad de virus).
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Anexo Il

Informacién de establecimientos para saneamiento/monitoreo de

Diarrea Viral Bovina (DVB):

Nombre del establecimiento: Escuela Granja

Responsable: Gaston

Tipo de produccién: tambo

Composicidn del rodeo:
Categoria Nro. de animales
Crianza artificial 10 hembras, 6 machos
Recria R1: 18 hembrasy 7

machos

R2: 19 hembras
R3: 26 hembras

Vaquillonas

Vacas en ordefie 93
Vacas secas 20
Machos 0

Raza: Holando

Reposicién: ¢ propia o externa? Reposicidn propia

Si la reposicion es externa, éitestean a los animales que ingresan frente a Diarrea Viral
Bovina?

Servicio: ¢Servicio natural o inseminacion artificial? Se realiza L A.

Si realizan servicio natural, {testean a los toros frente a DVB?

Si realizan IA, itestean el semen frente a DVB? No se testea.

Presencia de otras especies de animales domésticos (ovinos, caprinos, bufalos, cerdos, etc):

SI— NO écuadles? Todas especies antes nombradas.

¢Pastorean juntos o comparten agua de bebida? SI— NO: Sélo los bubalinos pastoreany
consumen agua de los mismos bebederos en ocasiones.

Presencia de animales silvestres: SI —NO ¢écudles? Aves silvestres, liebres y zorros.

Testeo para DVB: S| — NO: Si realizamos analisis.
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Si lo hacen, écual es el test? ¢ Cuando se realiza? Lo realizan en los laboratorios de la

facultad

9) Aparicion de casos de enfermedad respiratoria, diarreas, abortos:

Aparicion de casos de ... Si No Observaciones

.... enfermedad respiratoria durante la crianza o No

recria?

.... enfermedad respiratoria en vacas? No

En Caso afirmativo, ése comenzé a aplicar alguna Antes se vacunaba a los

medida preventiva? ¢ Cudl? (Especifique en animales de la R1, pero

observaciones) hace 8 afios que no se
vacuna mas.

.... abortos con presunto diagnéstico infeccioso? Si

En ese caso, ése remitieron muestras al Si IBR test de ELISA

laboratorio? ¢ Cual fue el test utilizado y el indirecto

resultado? BVD test de ELISA por
bloqueo
NEOSPORA test de
ELISA indirecto

10) Vacunacién contra DVB (vacuna respiratoria, reproductiva, etc): SI—NO

Vacuna usada: VIRAL REPRODUCTIVA, Laboratorio CDV

Categoria en que se aplica: todos los animales hembras mayores a 6 meses

Esquema de vacunacién: cada 3 meses

Uso de agujas individuales: si

11) Manejo de terneros machos: ¢ hasta cuando los mantienen en el establecimiento? ¢Estan

apartados del resto? Los terneros machos se quedan hasta los 100 kilos promedio. En

guachera y R1 estan junto a las hembras

12) ¢Durante las maniobras que se realizan (vacunaciones, aplicacién de inyectables, sangrado),

reutilizan las agujas o usan una aguja nueva por cada animal? Se utiliza 1 aguja por animal,

esta practica se realiza hace 4 afios.
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be maintaimed at 4 T wivke semen should be st in nousd
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& wmedul piberratve to sam-
ﬁthmmm“mhm:
fifer Flinders Technology Associabes cands (FTAT cards), espe-
mw-m“nﬂum
tefrperatures afd to protact them from IW S Since
EACTOOIRANISMS preseny in camipies spotied ontofiler papers
are wmrecabely nactates, the FTA sebem in complebety
safe ang the cands couid be shipped by poska) mall, at rooe
mm.m—‘!'ﬂ-l-m
areas, gich 22 biohanking, forensic geretics and moleciiar
EERSETACLORY MESEEFCN, SN0 Lhey pressres rucieiC i for
org Time pericds. They have been effeckive for the geter-
Fior of EWh winses Fool-opd-moeht dispose ores, awian
WEUETER virEs, Porcing reprodecthes oo respirotony B
arioem wirds, Robgwiris and some arbocirusesy Y The
techinciogy is easy Do use amd non-wwamve' Bs 3 smail vol-
e of sample = spotbed on 2 Riter paper and wervipenchune:
s neom. pamde,

The aims of this stedy wens o develop and walidete
a Syir Gresn-haeet BT-OFCR oSt o assesn defection ard
et ifcation of o bovine pestiviruses in seram and semen
samples and to 5ot up @ SErategy FoT ooiiscting, Shippirg ard
presereing viral B on fiiter papers for BYD dagnosis and
piobanking 25 2 cost-eftective method.

Materials and methods

Wirus, pissmid and clmical ampbes

Wirnl strains

& CF Pestivifus B flsoisie w351 sinin cultveled in Madie
_“_mmblﬂhﬁ“-
oy Instfiute and inhorative Techaologies (IVIT) From the
Fesearck Cenger of Sriences [CIDWA), IWTR

Casteiar, was imed a5 wiral shock Lo stamcardize the AT-gPCR
and 10 sphes sesimens T order b mimic Crcal samipes.

Saepn B Lorlin waesles
WHMM.MWMM
coagant from heaithy animeis |pesthins-nemthe by an
n-house vailidaied RT-POE | were colieched and sent fo the
“rii‘[.h-lulﬂ.ﬂ'lh“
centrifugation at 500 - g sed then dispensed in sterie
A 5mitubes The sy tubessnere shored at 4°Corat -T0"C
i cnse bhe sxmpbe was nol immesdized’ procesed

o aserible Bools, siquots oF BRe saee wolume of Each
Bovine sErum were med in 2 1.9 ml tube, The volme ol
ERCT SETUM b0 be wsed MR poad was cabkulabed MooraeR Lo
the e of the pool, Wk 2 fralvolume of ML

Ta deteci wiral Ml from semen, 250 i srmes of
by ar In-house valiSated RT-PCR) were shipped In Bowid
rifroger and stored 8t - TO-C ALl sampies were thasned i
BT before processing.

S DT eDEranen
The amount of ving wed to sple sere and sEmen straws
Wk CEOsated bhesed on expeched T animal viral bibers

(0" TOIDS0 milj a5 determined by serersl sulhors” ™. &
titrated Festharue B shock was wsed Lo spike the semples

Plasmbd construction
For the gPCR standerdmeton. & plasmic comaining the pes-
therat ¥ [5°LTRY of the ¥ral gErome was

untreaiated region
corstructed. Fartial SUTE of 2 local Festhvirus A4 aolabs
[2536&1 jobtained by AT-FCR) was imseried wAD @ poEMT-
sasy waCiohr fPromega, USA) folbosring the memefactarer's
recommendatvrs, Competent Esoharichie ool OHY-a strains
were s for frxcformation with e
mwuunu-wmm
mascalar binogy siandard methoos . Plasmid was purthed
using the Wizard Plus 57 Miniprens kit fPromegs, USA) fol-
owing the-rmanuEactuner 's insinections. Massad ety was
copfrmed using restrctior sedoruciease digestion. Firally,
[TreEree Soentife, LSk and the ramber of copees wes oal-
Culabted

Clwnicer seimlas

Termnby-sighl (28] Clinical ssmpies collectsd from manu-
cally rected animals that wers onfreed postthve Ty vinet
Boanor T ol oolbure and subsscweraty dinsct mmmunofiu-
DRESOEnCE, wEE umed Lo ermure viral BA detection by the
ymay. The specimens consisked of 4 intestines, T fetuses,
3 rasal swabs, one oodar yeab, 1 esophagus, ons (ung, I
spmenys and B Bliood Semphes [Drovides and diagrosed by Lab-
aratorio dzul and Specalesd Veberrary iagnostic Servios
&t TR Balceroe, Amenking ).

2PCR standar deation

mum Infarmation for Pubiicakion of Juarsiive Real-Time
PCR Experiments JHIGE ) guideiines .

RMA extracrion

Bh4 ewtraction wms perormed sy e High Pure POR
Template Freparation «® (Roche, Sefseriand) follosring the
marertactarer's imstructions. Postve and negakive conbrods
were inchsged, copsishing of 300 pl of Festhdrus B (ec-
iobe w5I33) gnd D00l of elition buffer. respecthely. The
oitared AW was Tmegakety tored ab 70 °C uniti pre-
ceming.

Ratro-transorioton and gPCR resction

RT-gPCR resckions were camied cul simuitsseomsly esing
the TTag Unweersal IYER Greer One-Step NIt fBic-Raao, USA |
& 10gl final volume mi was prepaned with Spd of TTag
Urarersal 5YER Green l'-'-l'-:.-ﬂ-.ﬂ.l,pli IScriot
recprse transcriptase, 0.25 pl of forsard and newsmse primer
[Genbiobeck, Argentinz). 2625l of nuci=ase free waber
[Bssey namice, AFgeriia)) are 7 gl o R pbbyines i 2 pre-
wices shep. The oecing program comsisked of 10 min at 50T
Tor reverse transoripton reaction, *mie ot ¥5-C for poy-
merase acthation and D44 denabsration, follosed by 40
q-iﬂlltﬁ C and 1min ak 86T, '_I"-'ﬂ:h.l
na" Emﬂﬁﬂnﬂmﬁ‘tmll uring StepOne
equipmen, |4 oniied Bwosysterma, UEA | 7 BACH 55TV, CoaTive
‘=N regubive coninois weene inclooed.
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Frimssd fele CT 0N AN D0 DENINSE 07, B0 STt
Frimer pais 189-38% wene @ed to deweinp the gPIR™.
Frimer sequences were 5 -&GTCGTCARA G T EETTORAL-3
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m.mwmnmﬂqm
{ivktps: / /olast. nehl. pim. nih, gov FELast. cxl) ane
mm“wmmﬂ““ﬁ
befeeen posfions 190 and 390 of the complete ssquence.

To establig the moet efhoient dilubion of primers
ho 528 up the best, 10 folded Glubiors of Bhe plaseid
WETE PREDAED &R SEVETA! COMCENLNMONS of primeT weTe
amessed (FMInM, 430, £30nM, JTORM, 325 nM, T3
and 40 ni). Primer efficiency was confirmed for eachexper-
Tent wng tre formala: E- 1+ 007 1/ sope|d | weersy
a siope close o 137 Weicat= POOR m iz
ermred thal PLR products wese ampbmss & an ethoiem
rate and experiments seere comparabie among them.

Analyricel senuiDvity end Hoesr dynamic range of
Sutection

Limit of detsction m}““-lu‘him
matrioes” plasmid, v irsl sock i spiked senas and sEmen.
Fior that purpose . 10-hode it ks weere perforrres, from 10"
o 104 copies o the pusmg I'J-rmb-*—1,tl
07 chpies of theviral shook, Sera ard semen (12 replicates).
i addition, 3 replicates of pocis of bovime 3= contmining
A0, 30, 30, 40 ared 30 indivical samgies jore serum of sack
Poe0d wias SpEd Lo MM 3 FR Samipie | were asaessed W DrgeT
io gEbenTime Lhe effcienty in pooling sere. The Lnear FangE
Humqu.:n-im-ﬂn 1e-foks
autiors of the plasmid froen 2.5 4o 1 S00-DO000O0 cookes.

A SEEY preCiEon

Repiication experments were carmied oul to test posibve
comtroiz {plasmid and wiral stack) and o compare cycle
trreshoid (7] nemuize in OFoer 0 seEure OfeCise oeteCivon
of the target seguerce. TT vaiues of T3 frepet®ions of vial
sock and 10 repetfions of 5'UTR plasmid jprocesses ' Erip-
meerage varation cosfficient (O¥pE| and maKimum ransom
error aliowed (DVeE wers calculaies.

A nahyrice ] spo-cifiony

Boving respiratory Swoptol  Vinis  (BRSY),  Boving
porairflueree-2  [Fr-3), Bovine herpesirus-  [BEN-D),
Bovine herpescirus-1 [BHV-Y | B Conmer e FETV,
Bowing Aotowirus Gipe A (R | and Sy copiasmg 5Dp. wene
wew b0 evaluate whe specicity of the test. in aggition,
sawveral bowine pesticral stfains avallable 2t the BT, INTR
Castelar, were ussd to cheds i ability of the gPOR 1o
gertty @l pomviple virl wariants that were detected
wrgenting: ¥iral Solates and reference strains ciuded: 13
wrains of Pestivireses A (4 from sub-genotyps a and 9 from
miE-perotyne B, & strains of Festhines B and 5 sirains of
Peivirus H.

Wter-iah OTELlOTY ESEE
B stiquots of plasmid are FEREDWE DOPCINS, 85 wedl
reagenis and INSLrUckions to nun the beslwers sent o three

'e L

diferent iaporatories to perform the gPCE. Teo of them
were Incated T othe WIT Instibote and the obher one was
trom = private weterinany disgnostic laboratory irvoboed
laboratories hawe tradmed techndCians and separabe sreas bo
prepare POR mios and soe samples. The ymsy wias sl oar-
sz ot I equipmenl seakaple T thess eborabories: 105
fEeic-Rad, LISA | AEET 300 (Applied Blosyshems, USA) and by Go
[FT5 Lite Science. insiane | thermsl ayciers.

Diasta mnabysis
Darte anstysizeras Qrmied out wsng StepOre Software version
3

Fileer paper sample processing

Storage of M papers potted with spied bl
Tarc types of filler papen were med L mEpar-
imeniz: FTA cards (Whatman, UK amd osilulose 3mm
chromalograpty paper (GE Healthcare, USA|. Since FIA
cards are designed for nucie ackd conservation over long
time periods, they were used ior comervation purposes.
Comersety, chromalbagraphy FapeT. Cammonty ed for okher
PINpOSES SFel ETT expersie than the former, was =iy
mhes for rapad zboratony tefis In cases of suspecied BYD
in the field. This means, preserving RMA for shorer
e labarabony at oo terperature

Wnole-blood  samples were Cobiecied from nemithy
hovimes, and then spileed with o treted Pesthvirus B vl
steck 35 prewioushy oescrined 5o thal there wers 30000

l:q:ﬁlﬂ’ﬂin & 30l drog, according o P animad wiced
titers.

Fwe repetitions of 30yl of spieed biDDd Orops wens
spolted on chromakography paper Lsng FEcOpipettes and
sterie fips. Then, the droos wens are ab AT for b and
Mmﬂ:ﬂ.‘l’ [13=E57C), @7C, —T0"C and —T0C for
-E_T*Iﬁl.l'!-in-_.'hn'—!-
olofy a5 periormisd on FTA cards: 5 droos of soiked blood
mvere potted for eack temperature aed stored for 12 and
18 months. The spived Rlter papert wens mored o difter-
mmnm*ﬂmbm
wwqhw,ﬂnmm.h
punches T sach Diocd drop were cut with 3 & mm puescher
&0 piaced w 1.5ml e contareg 230w of mintmum
Esgental mediuem (MEM! The tubes were TRen &Epl T 2
I'-f-fﬂ'm:ltn'-i_ﬂlfwmt-n‘-
proceed with AkA straction and RT-gPCF oescriced abooes
inchuding viral Soce (e a2 3 posithes contral.
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O Wl T 10 Fodded diTions of Ch FUTR slssmid. HD: ol deftoctid

meplic ates of 30 b dnops of Hlood comtaining #00, 1000, 3000,

000, 30 000, 40000 ard B0 00D vital partclereens spoltes
or Crmormak ngra phy Caper and laker processss 35 mentiores
aowE.

A Prom clinecal samipdes
[Evipon droms of T F| anima:s wene spotbed on

phw papes, dried op at AT for 4% and then Sored ot &+C for
i oy and &, 12 and 1B martie. Onoe storage e expined,
TAMples WEe prooemed 3s previowmly mentionsd.

Statisticel Bnatysis
i TN, ko Compare thee effioency inrecorering Ride betenesr
Dotk pes of papers at 52-morah slorage, @ statmhic anai-
Wit was conducted wsing the T-Rudeni ard Fishers tests,
CT values and positive negaties resuits for sach resetition
storsd 8 4T and 20T were et for the T-SloSent srd

FrReEr's Esis, respectiveTy.

internad cortrol to monitor nucleic acid extraction
and PCR inhibitors

'H'li‘.'ﬁ:tﬂ]I of rucielc acikd exfracticon and the presenos
o inhibitors tor PCE armgd®cation insemer ard blood spot-
ted on filber papers, fresh semen and tissee Sumpbes was
checked By a gPLR 2 pen of Enail spscir-
Seutip gy & gt B S Con o i SO
gene. For tiis purpose, GAPES foPeard and mewerse Drimer
ot were used.

Results
AT-gPCR standardization

WitR regard Lo primer concertration adjstment, the Sesi
efficiency was ooserved in 4P0nM (DL M) The Hnesr
range of the PCR was from 13" o 2.3« 30" Dow
Copies:) i, withan effociengy of 733, asiope ot - 1,385 are
wmdlﬂmmmm
made on the plasmid, the best detectsd 1.5 coples (LOBY
IFig. °|. Regarding the oFCR sensithiiy for wirs: stocks, the
OFCR ampiffied up to fve coples of viral Bk Among the
SEFE EnO SEMEr matrices, the oes e able o Sebect up

bo 50 ABA coples [Table 1a). Furthermore, ine BT-gPCR test
was sbie bo getect 3 poavtive seFum ina pool comaTrd 30
Bowire Sera [Tabis 1B

in regand o e gPCE & not e
e P OOTRATTISTE P13, BHV-1, BEV-T, BTV, I
and sycopiosma ipp.] Furtfermonz, the fesdowas aber
‘o debecl Ml Dowine pesthvirus mrains evaiated Meiting
‘temperature [T ) values for ach dovine pestiviral srain
assaved 13 Shown I Tabie 2, the specific range of T went
from 84.8% to 8576 -C. The precision aralysis of the SUTR
plasmid ang winal stocss showed a Low' standard
Serviation and poor ampersion of CT resuits with respect to
the mean (Table 3} Concerrarg the inter-laboratory assays,
It ws possitie bordetect the plasmid inthe thres different
\aboratorier umng seweral cyclers, with C7 valies ranging
from 13.92 to E2.

omscence| wers posities when anstyoed e
deweloped RT-GPCE, with C7 values ranging from 15 & 35
[Suppiementary material 1),

Frally, the CAPDE gene, Wwhich was med to monk
tor nucisic acid sstrachior snd posibie m.b-ﬂ'fﬂ
Infiipitors in blood anc s=men spoited on hiker papers. fress
semer and tizee samples, mere posithve in ol runs e ith T
restts rangra from B0 o BY 0 ane homogereoes CT values
{20 + 3} for ail pecimens

Pestiviral detection on filber papers

FHRS D0t § SO0 Wl bl blood
Mg ewpecied, wher the storge period increased, the Bt
NECOVETIRG DETCENLME BMaRg nepefons decreased. For
Fstance, one and T-cay sorage of biood drops ar Cheo-
mstography papers yiEided 3 Mghsr necoeETy peroEntags
with respect Lo postier conimol CT wien compansd woir &
and 1i-monkth siorase. Regarding storage bemperatures, in
+4°C, R0 L ane -0 C were-more =fiectiee in pee-
e=rving R that AT, wilk & moee marked trend a5 siorage
time increased [Tabde A

WnEn andGaTing the sampies Fored for 3 morahs. resuiks

!

89



P Favars, A Molner, W2 Dus Sankoe ot 3

Tebds U fe) Wb of copies dotected Dy Ue qPO in Qiffeent metrice vE Sleck (Pesthing ByaTSH), wrum S s

i) Targed Conavirarke {oopie. il Wirek sLock Sl it GLra
WD = - -

0 0D #* L *
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L P i (remilge of medividiel wern Wikl D ool [

L] ma
= mr
k] e
Lo L

b WE

[ropp——
Pl atis il i FE e e i replisatis,

Tabis @ Mty tesperatore (TR of bovine pastioesi
strmine wawed by Che RT-0F R
Sirain

v Fiskthvirie A*

Burvive Fisthriris A* MF1DESE
B Ficaivieis & BBEFY
Buwine Pastivirus A® 71267
Bl Fthviris & 63588
Buvine Fasthviria &' ¥0EE1

B Fsiviris &' WE12005
Burvire Fiskthirin Al TRET1
Bawine Festivins o' B351
Bt Pastivirs A" T34
Burviine Fistivirie Al MF170004
B Fastiviris 4l TEISE

T[T

BEERGRERREEREERREEL

Boviwe Fasiiviries H WHFIZEIT LN
Boviiwe Pusivinie H S48 A
Bariiee Pl H 251 B

— Caliandl B el by
:zmnum:

(Table 4b). Wo sgnificatve offferesces were densFed
Between botn Wwpes of papers ot 12-month Soraee at 4°C
o= CBEY) B b -30+C P=-0TT6) wming Hhe T-Studem
et mither at &0 jpe 0500 mor i - B0-C o= 0.500%
w=rg the Flshers test.
Unforunatey, il was pot possibie 10 proCTSS the sarmpies
ml-m't.umm.mmmﬂnhu
Sorage temperyiure varables in bolt types of papers

Limit of detssckion in chioenatogrephy paper
With regand 1o e LDD i blood samples, bhe GFCR was aibis
Lo detech UD to 00 Coples of wirsk ANA (Tadis 5

raphy pEpeT and ﬂlli!u---i-ulﬂ.l-ﬂls
at 4°C yieiged posithve resulls by the deweloped BT-0FCR,
suggesting that afier one yeor of stomge at 4°C, theme
was no sign¥icant degradaotion of the wiral RWA oh e

paper for otk F1 amemals. C7 waloes for
ithe samples. for one ooy storage were 25 3% and 31.%; for
&-month Horage were 1357 and H.ﬂ:m.i:ril—rrﬂll
w'—rﬂ.!ll‘ﬂ'.m respectively. Ontheconbren,
el were negathee 2t #8-month storage time.

[HsCusSIon

The develioped AT-gPCR w2z able to debect the vral BN in
Bl Dowine DETDRIFE Kraing besied and Shoeed Rign el

ficty, & mejor advartage is the abdmy to oot Festhdings
M straies, which car be iseful In arees whers Fesbhirus B

are mo-Ciiating with Pestivices A end £ Ferkthersore,
Compieis agresment was abserved between RT-QPLR and
wral isoletion ressts of sl clirics] samples tested. o pooked
sera the besl was able 1o o=iECt 2 posites ammal among 30
sera. which is 2 Fgnificart advantade when carnying o0t BVD
conkrod in losr-prevalenoe fends since 15 allost o redune
the ramber of a5, Hosewer, in herdswhens BVDN preva-
i=nce s Figh, thers & an moreased chance that any singis
ipook will test posithee If the pool se it boo @Fge, TeguiFing
mmmmﬁ-ummu.m
praw alence estimation should be corssered when lanorass-
rie= e the pooling-strategy, eshecally in negions wik high
1 . MOPeOw Br, W The POOL COMGAInS 2 kg
numDT o Individus, smpies, e diution oftec can ause
f&w This neseaerh Fas prowided an in-houss a3l
which mepresent a grest trading cost for some countries.

2
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B
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Pestivius B v (367 « 107 coplis)
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B
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Baspibe slin, Oyl Thiwsleokd {CT) moe, s of positien defenninalioe and secowsy o cntage &l @ Terest

e A LS. o] e L D gt b Lo alo Lol it P v, | F PO Cfy cnv b (W DAgasd. (01 Fror FTA it

W ~TL

1] CTmean FB ] CT e #D 1]

Tabis 4
L1 L L
Cimasss D S0 CTresss PO
ey
1 day rr i L 3 20y nSe L
Recoray & BLE BEIS
T ey pl.Er ) @7 BT -]
ey 8 7RI TRET
B it q 3 1.8 2542 3
Famiwaiy T L E1. TR
11 moniie MWD ] - m L}
ey & 0 E7.B1
L
11 monite WD 1 1] - rn |
famay L 0 .5

Ly s 5 1M m LS LBy
.08 BiE

UE_ B ¥ 5 1 BRI L} N
Wi 565

17 DaEa 5 L 5 0.
e L

BE & e L
&3 14

os mm 1 %) 3 L
420

Tabds 3 Wt for spbed biood spotted o Crematoga -
vy poet 8L sdver i Dl ConCesbiathos.

Targwt comenbration (copie mi) Bl
ke Le] -
Ll ] :
000 *
Lol &

e 1] &
Ly 4
WG ML
ML P e

amd cor be wseful for veterinary dlageosic mDoraborier
equippedwith the infrasthuctune o perform qPCR amays.

Because of the STBA Green-besed aetection system, the
dewEDped AT-gFCR presems some i B senst
twe, By 10 uSe R INEFpensive. Homewer, It s mportant
mmptmmdnwm;_.
primer-dimers| that e cause falze pocfive pesutts. Thi
ncomverent can oe socked inClooTe 2R onaivels after the
acpi®ication nan, useg the terperature of the
o pecied ampticon, witch attoes the decrimination of the
arget smploon to endesieed products thal car smesten
-mmw'.mm.qm—m&m
ranscription ara POR reachion semuilaneousty neduces the

Cogts. time oonsumed ghd positlites of contarmiration of

e mag.

Laboranores routinsly uss DIood of SEFum or
BVD anatyses. in berme of practicabd®y in the e of filker
papers ab the poink of cxre, whole blood s more suitsbis
ﬂwmmnnuﬂ:mmqmmm
semer s N0l used 38 a2 sample of choice to
esiw ruses, ttuﬁfwﬂl-ulumhh-q
s | homeeneer, OUF Growp Tested the sarme methodJhogy'
s SEmED Shras sampies spotied on filer papers wRhoul
achieving ﬂ:llfl‘.‘bl:'l resuUils [Supplemerntary material 2.

the CORSCHON MRl COMEarvagsor of Dowine
|pesiiciral BrA on Riter paper, the memture is scerce. One
aricie describes the use of sewersl fitter papers to preserve
BHA up to sx monihs in bhood and sevn sampies Proe P
Smmals at BT, 4°C and BT In this Sy, the ahors
evalugted four different wwpes of papers: cassacal filker
BEpeTT, Whatran paper Mo, ., mAroostidios membrane
nﬂm‘iw-m.hﬂm“h
&l papet tested swoepl for classical fiber papers. winich
yieiged lower POR producis. Aoseseer, The aulhars used an
end-point. AT-PCE assay and RKA isolation wie Carred DUl
directly from the filker papers, ovoiding tne slutior mep.
trforiuratety, that srategy o not wield gooe resulls inour
EEEFIMENS | 008 ROl ShowT | ARDLTer Sl wals reporbed
mmmhrhimm-fmmwnm
In the bovine respirabory compese, InChuading Bowing pes-
tivwrus, whene wirni REA from respiryiony Tracl serats was
ﬂﬂﬂfw1¢“’:ﬂ.mm I and 46 °C.
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The article compared the @k recowery from specimens
Wit Lransnor medium anc FTA fred samples, which proved
100% agreemenl''. Unille the former, & this pupsr, ihe
akhors ised 3 QPCR fa=ay ane camies oul an siubion proto-
ol bedore Rk extaction. Fisally, & thing sriicle gescripes
the wse of FTA cards To spot rasal swabs and blosd sam-
pl=s from P oaperals that were ETmedismes processed by
real time-FCR withost storage. In this paper, the authom
companed the mentioned ‘metrrod Lo tresh samiDies,
ard chiervesd go0d aErEEMENt beterEsn DOth, SKzept for aF
woreme in T walies in FIL samipies compames with Frest
samples. which was rof considensd sgnifcart g enthe high
ﬂ#hndmnmnln‘.
Tﬁm——q-m-l-
Codbeching and ShipPIng neoos amples for
m’iwtmnlmﬂhcﬂrt-ﬂw -
evey, for ionger Siorage tvee (£ ame |1 manths). thereoaveny
peroentages gecreased. Mnough BMA wal SN detected,
that the EAFPOSET are poé sullabie for
e thar I-month storage 2t BTy EEMDErainre with the
Erotocois ewnldsted ¥ this smperiment. wewemiheless, e
fuct thak pestheral Rk was amplthed P searal bloog
stored up ko 91 moskhs in Chiomalography papes, Sugpests
thak, siough e recovery pErcEnLLpE WA ioweT BT e
sornge Lhme progressed, i waas s poRsioie 10 recoeer B
. Bio0d mmgies from Pl animais kept at refrigeration bem-
perakure.

FTA cards contain chelating agents and o frse-radical
“rap desgned Lo deal with atrmospheic pollutants, thes pro-
‘ecting the ertrapped nuches poies for ot lzast SiE vean
umw'.mnmm_m
By paper -wiich ks these compoments- | vieloed simiar
results. #oreower, for ¥2-month ®orage, drops spothed o
chromatography paper showed stightly better results tharor
FEA cares, DonsiceTing the number of positive repebitions.

Wher collcting samples, we recommend drying the dog
spofted on fiier papeTs al mom bemperames for 2 least 4k
{depending on amient. sy, and sending them bo the
Laboratoy ¥ individoal Zipped Dags with o desiocant, sudh
2= wiica geil. For shipping, refrigeration Is nou recessany.
EApETS DOnMTukEr 3 bresihrough in eeETinaTy prAcTios.
The chance bo coliect samples Srechy on filter papers fram
Feris where Lhe disease & suspected could be wery helpful,
SRCE T ENiE kKind of matrs, SMpes 00 Not TEFUTE |mme-
@ate shipping o refrigeration and more importantly, they
@0 nok nesd to be procemed TEAb”  This methoookogy
& mostly Bevantageous when performing molscolar studiss,
TRCE it guarantess nookeit achd stabdny at a wise mnge ol
temperatures and fitber papers can be wsed with a variety of
samples. {ompanedwith the Lradtional method for collect-
. Shipming am Foring smpies, flzer paper methooology
represeTits 3 r improvement. epecially © lage coun
tries with: poor for shipping symples ang sisc
or thooe laciieg @boralories wikck nae tve tvpe of asaave
i every Sate or prosince.

0 advantage of usng a5 gmethog
for coilecting samples 15 its cost, shesl of paper car
ok approcimatety T3 arops of Smple, with o valee of USD
‘&, ¥5 per 100 sheets. i contrazt. anky FouT orops of sample
can be spotted on every FTA cang, with an appraximete oozt
of LSD 30d |depending o the provider| per &5 sheets

Pdd. Favarc, & Moiiner. M J Dus Sandes ot 5

Do study demonstraled that on sconomical fitber paper.
SUCh 25 Chromatngraphy paper. & a0 approprisle aliernanne
fior colbscting, shisiping and storing Dioot samples for BVD
disgrosis, the regis a1 good 2= Lhose using
A specimEes cardgs. The 15 walig, as long
23 1L 15 acoompanied by a highly sensithve Sechmique Bach as
tne AT-PCR rEpOFbeD in this skt

Further studies using this methodology 2ppises Lo obher
wruses are waranbed. especiily for cosases reisvant bo
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Brief Repors
e i Y g
HoBi-like pestivirus in 2 cases of fatal g
I'E‘-lph'liﬂ'y l.ilﬂl!l D[ HH ﬂ"ﬂﬂ h nr':!_l.:.um:n-u".':zlm
Argenting o gt s

Carlos A. Margineds,  France Marias Ferreyra, | France Masnyj,

Mmmﬂi:ﬂﬁﬂimmw thal hes bern detected m cattic end other rummants.
W dingnossd 2 cases of fxtel bovine owpimicoy disease complex (BRIN) msociaied with mfection with HoRiPeV m 5
feediot m Asgentinn. The main findings in 2 sivers autopwicd were imicmsiitial bronchopneumonis (oase 1) ol fbrmous
brimchopoiesmoniz (ceme 1), HuBiPel was deecied by RTPCR in lamgs of both snimals and by imeunohisiochemisizy in
caze 2. Mwlogenetc snaiysis showed thet both straime cheiered within the “Brezilian-fskie™ clade. In case 2, Momeh e

wis molatad from the kmg. There ik scant information sbowt the contribution of HeBiPeV to the patsogenesis of
BRDC. To oer knowlsdpe, HoBiPeV has not heen reporied prev iously in asscciation with M. kaoemodprica pnoumenia. Our
findings farther support the involyement of HolliP8V in ceses of BRIM and contribute o enderstandimg the synergy of this
miciogic sgent m the peshogesesis of BRI, which = crtical for she dev elopment of appeopriems provemive smesgios

Keywonds: bov ing; pesieerruses: bovine virel darrhes vine, respirstory diseese.

Pestviruses | Flreparidee) have been sssigned an 11 differens
species [Fetvinus A-K) bewd on phylogenstic amalysis.™
Fextivirur 4 and B (formesly bovime viml disithen i,
BV | and BVDAVY) are well charsmerined as imporiang
pathagens m cettle, end are dstributad in calle populations
worldwide,® An emerging pestivines denoted e Pextfins
N glse: known as Holli-Kke pestivins, HoBiPeV ) has been
doacribied "™ HolliPeV was first bsclaind From a contem.
nated hatch of fieal Bovine serum from Erazil in 2004';
HofiPeVy melyies heve since been reported in Scuth Amer.
ice,®* Egrope,”® and Asie W

sconomic lmsss o the livosock mdstry worldwide,™ and
undiersisnding the genetic diversity of pestivirases within 2
oouniry s eseential for the rmplementation of regwmal comn-
HF—" HolifeV infectons i caile may cause 2
qu'up-_-ﬂu‘ﬁ-i-.—

failure, AR by pcperimenial infections, HoliPEY
indaced 17 amd may cwsse signa of respisatory
dissase’*, therefore, inmveivement of HolliPeV ic the bovine
respirsiory dissase complex [BEDR) has been pruposed. ™
Here we describe 2 fotal ceses of BRIDC pssomaisd with
HoBiPeV infecisd caifle in & feedol in Angenting

bn 3017, the owner of & castte feodiot reposted cushreaks
af BREN i 2 pens (| and 2} The cutbresics socomed on dif-
ferent dates in May, snd the pens were 1LI25m apeni. The

feadiot wes |ocated im fhe province of Udrdoba, Argenimae.
el capecity ot Bhe time of the outbresk was 21,895 sioers of
different apes (5 1d-mo-oid). Mo infommsion was availshle
regardinp the BY DV porsistent infection sans. of anmmals
entermg the system: The Faedial manapement dets indicatesd
low-to-modersie ammual morakity {1 14%) The popalation
was composed of weaned beef end deiry celves from momth-
em and ceniral grovinees of Arpentine, whadh entered the
feadlot when 5-7-me-cld Feedlet mumagement included
prophy lactic measures, such as vaccinetion end mess-
phylaxis with tilmicosin, 8o conte] the BRINC, The calves

Bl ik i, batuciim Fixg - ERAL W
Sk, i Marimal de Tenclogia A w (INTA], Conlsha,
Chomema ¥ [FO% 1, Lhenwermdad Boscoead de Fromni, S Fa,
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1 amdbodies, dilutions. mosdod of S9iges remevel Shd soustes of the - T
Iilution and Amigen
Brimary wnetody  TAREH INLpeT  aCubas e Skl Tl Cistacion ssem  Chromogans
Ane BVTV GPEprmsn LI ambsen  Caming mo. DD Emayme  BOMD pobomer  FEu rod cirumoges;
immuncgh bt 3 I2FL, b PO TS rzfine red Lo
Gl Mo iSmm (P T e i e, dmmachon, Laica
monec kel WMED oI lmca  (Pokomesic lialine
I, i pheepimase
A Wpopioemn  Seoen MDD - hL, 4°C, MABITE, Hemi tior Bimin A vl pun 3,7 eammnkbens idine
Peris Mirasse rlome 18h MlipoESigmE. W T @ complen . O] hrmogE: el
‘mones Kl L h ] CipmaE Lk Lo T

wers vaccinated withm 4% 72 h after srrwval with a commer.

Amimpls were revaccimated m1 21d after arrival In pen 1,
ERD morbadiey wes & of W7 {5.6%:) and mortal ity was 4
ol 107 {5.7%) sicers. The aff=cied animals of this pen were
7-mn-old mixed sbeers that had heen m the feedot for 294
whizn the first case occurred. In per 2, morhidity was 4 of
68 (5E%) end momality was 3 el 65 [(4.3%) sees. The
affected animals in this pen were S-mo-old Aberdeen Angos
stcers that hadl been in the foediot for 38 d when the fird case
cecurred. Affected stzers had a cough, excessive nasal dis
charge. dyspnon, and fever (240°C)

Velerinary praciitioners pecformed amopees {cases | and
2. from pers | end I respectively ) immedisicly afier mrmval
li‘ap—llh_l -hdn-mdﬂ-u_:ﬂi
affecied sections of lung were fisn and dark-red. In case 2,
severe cramsoveniral consobalaton mvoby ad 60% of the pul-
mamary parmckyma The pleure was mulifocally cowered
with fibrmous sudsie, and there were hﬁ achemEive
wrzas of puspla-red comsclidateon end b an cul s

faces Ao mite! gross disgness of fbanous bronchopoes-
gross abmormaligics were observed moenher carcass; m par-
pruasly anemal. [amg samples were obisined & autopsy for

Lemg samiples were fixed = 10 neaired - buffersd. formm.
fm far T1h, processed routmely, snd semed with HEE.
Immunchistochemistry {1HC) was performed for BVODV
[BY IV amd BY TV 2; and W ycopfasma bove antigens. Tis-
e sectime were mownied on slides, deparaffing ed, rohy-
drated, und then subjecied o entigen retmiovel and moobeted
with primesy antibodies and detection sy=sems { Tablz 1] The
sections were then courmemainined with hematoy lin. Tissues
of catile naturalby infected with BV IV (ear noich) or
. hovir {lung ) were used as positive comtmls.

Portoms of the lemgs were homogensred m momams usmg
‘mizmied with anbictics. The tssue szspensions w s comin-
fugred. and tue sapermmment wes stored &0 - 70°C. Viral nuchbaic
acids were exwacied from sliquots of semples (High Pare
viral mucleic scul kit; Rochs) PUR amsmys weome used m
detect bovine respimlony symoytial vires (BREV: Bovine
o thoprarmevirus L AP, Bol W1, end BobTV 5 [ Bovme
afphakerpervims 51 Revenesansnpton PCE (BT PCR)
wssays for pestiviruses were performed with 189.3K5 und
MI-R5 primers reporied previcasly, which amplify the par-
tiel Fauntranslated region of the prnomes of pestvimuses.
EVDW], BYIWE, and BoliPeV' (190388 primess)’ or
HoBiFel {NLRS primen).” Heveme mmscription was per-
formed with M-MLY (Molongy murive feukenmia virus)
enryme (Promege) and mmdom hexamers. | Beodymamics).
The MCF was perfosmad with Golag enoyme | ;
The products {200kp for 183 primers, and 150%p for
NI-BS primens} were purifisd from agevse gels (THussa
OFX PCOR DMA, Cytiva: Oel band porification kit 0F).
Amphioons wete not cloned bet sequenced dimectly in both
dureciins, and k| samples werewested in dupdicair. Sequenc-
mp was perfirmed by hﬁ— Lﬂﬂ'mfﬂi
pestviruses was performed as  described F-'q
Eriefly. multiple segmence ol ignmesi was performed wigh
Clasai%3 1.1 fopsYwww chiscukl The demdro-
grams were ohimmed under Kimurs distances method snd
netghbor-joming wsing MEGA 4 (Bops weww mepssoft
r_.ﬂ-‘llq.u_]:hm“h“_l

e witk [endrscope 2.7.4." Madeotide spquences of
e s obamed were sebmatted ic GenBank (T 189715,
MZ1E973),

The bacteniologe anelysis was performed by incculatmg
lemg tissuz on hlood ager and MecConkey agar plates. One
set of the culiee plaies was incubuicd serobically, sd the
were incubeted gt 3750 far 48h. ldentificatson of isclates.
cultured was hased on Crem staif, colomy marphalogy, hio-
chemicel nolyses, and usmg WAL DETOF mess spacirometry
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% 10 ACaee 0T hestne IespTmors
cane 2 4. Filrminous prenmni wik multifocl srees of necesis, Mmﬂ_- HEE B, loflmmes of bige nesben

o o cedls and fibnm o sk, HEE €

8 BT OF PessEreTus ALEENS N bulld liae; 168 SERtong St Pilsdnd

11 prumocyss, Pesto ifus THC. mlwmn—mi:

. ﬂ#? the lun, Pessivin THC. Hemano ylin counisrssn

{ME: Microflax 1T, Bruker). For A LDETOF ME, prowmn
apackon was performed according to the menufachmer’s
AU NS,

The hiswbogic lessons in the hngs diffend i the 1 cases.
o case |, there was moderto tosevere bronchumisrstisial
posurmonia characterized by necrotic bronchiclar epithelium

and hyperplasa of tpe 11 Thern were coca-
sional prominent abveclar macophages hni- lumen, and
wvpe 1l prewmocyic and exparsion

at'hllubhnlllg--l-ﬂ of moneauclear
inflamematnry celis. In case 1. there were prominent areas of

fistmosuppumtive bronchopreumonia (Fig. 14}, chemacter-
wed by mulsifocal arsas of pecroiving alweolisi with sooe-
mulstion of with simeaming muche:

netroph:ls
fom cells; Fig. | B), fewer mecrophayss, and fhrin within
abveals spaces snd troochiclar |unine. Hemosrhages,

thromboses, and edema of the meerlobular sepe and fbon-

ous pleurivs were evidend m both cases. BVIV THC was

psidive in the hmg of case T in which finely stipplad mire-

celbular red stainmg was presem. m mdriduat (Fig. 1) and

maniom chsters of macrophsges {Fig. 110} and type 1 przs-

mocytes. In case |, no immunostining was chserved for

B DV, THC For M. borivs was negative in both cases.
BRSY, BFIVE, BoHV I, or BoHVS was not detecied in

s
tered i the “Hrwilian-lution” clade (Suppl Fig. 1) The
bomalogy hemesen the srains was 98.5% (Fig. ). Mo sig-
nificant bacierial growth was evident in serobic and micro-
arvophilic calturs in case |, Bacterial cultares from cass 1
yielded purs growth of M. haemalyrics |ice bacierin. Hased.
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Flgure 2. Alignmem

i the 5L TR of Holbi-kie swies &8 (MG 189735 jand 51 (ME 9734 . The Neclenide

EfEaoes between the samples [positons 3, %, 14€) are soderlined. Te 0 varadils refpoms o doobee overlingd (VR 11 = ¥R 0T

onbiochemical wxe mmd MALD-TOF ME findings:. isolams
were uenifisd e W hoermaveon.

The resubes of the PUR sasay snd sucleoiide seguenang.
comnfirmsd the infection by HoBliPeV of the 2 fredin steems
affecied with acute BRI, BRIM s one of the mem. camses
of morbidity and moralny m fedios. md BV V] and
EVINVI are frequently involved in owibresics of BRI, 12
with differences m virulence and prnmmmopabagenicicy
described among BVIFY genotypes and strems ™ HoBaPed
and othet vinmses (BeHV1, BRSY, and BPIVI) have been
detecied in nasal swabs in an outbreak of BROC, ssgpesimg
et HoBil2V imfection is assooied with cases of BRI,
ﬂm"MHw-Milﬁx.“h—
of respiratory dhissase™, however, most of thess TEpOTS.
described the detection of HoBiPeV' glone, end mot in mso-
cimtion with snother HEOC sgent ™= In these repors,
there was to evidence of coinfechon with other bacierial
BRI gpents such ss M. boemofytica, I mufncids, M
herte, . s Fr ome comifzcton of HofliPe¥' and
Sremococm s bovs was identified” Te var knowledge, coin-
agenis of BRI, ™" has mot been seporisd previoushy.

The clinica’ signs abserved m our cases were smilar w
uther ceses. of resprrasory disesse.’” ™ The e that 2 mimals
wene tesaed and that both wese possite & represents smong evi-
dence of the mvolvemens of HuliPeV in the de veiopment of
ez BRIDC cases. In varioss repoms of Helli-like pesirvirsl
mifecton,” ¥ lesions frequently observed mcluded Eacheits,

Im THC slidies m case 2, we observed Bt the monoclional
mtibody developed %o detect BVDW] and EVDVI had
expecied, given that the (P48 peoten is highly conserved in
varices BVIWs. I cor case, immuncishelling of antspenic

Helil'ey' was obasyed more Freguemely m areas of the lmg
cimeributed 1o the development of the lesions. in previows
stuties """ BVIPV aniigen was. detscted by IHC in spleen,
mesenterc yrph nodes, thymas, Sgsve macl e, leng,
kdney, and CME of persistently, ax well as of acubely,
infected snimals. We found ne repoms of te distribation of
Heil'eh deseoted by [HC m tissues of infecied calves. in
came 1, we observed that HoBiPeV imfected phoumocyies,
small vessl evdothelial cells, and mirs-abeolar macm.
phages, whoch @ consistent with stadips that eveluated i
s imfected with VI 1™ and BVDVL

The detection of HoHiPey' im eiveoler macrophages snd
Poeumngiss i okse 1 suggesis thal tins vitus could bave
fevamed becteriel colomeration by M harmaliica, and may
s mugpest thai his vins play e mporiant role, bkely olier
img the innair defense medhumens of the hng. as other asshors.
have reponed in scperimenssl BVDWY indections.™ Vamous
and otbher BROC pathogens, miactiors by BV |h o com-
meiyics or M. bovie " The shisence of specific I1C saming in
e lung secbon in case | ooubd indbcair lack of semsativity of
the FHC tecimigue W dessct ths srem, or low vl loads of
HoBiPeV in gssue 'nforiunsisly, we were iunable so obinn
ymphoed bssue or sar nooch semples 0 deermine iF the ani

HoBileV' hes beer demsced in fewl bovene seram om
Argentme, elthough ne clinscal cases bave heen descrived m
Arpentma before our ceses, 1o our inowledge © The Holii
P’y wraims of owr oushreak were gemeincally similar wo Bra-
Filuen srams. "5 The 2 sequences that we identified were:
wery smmiler, which would suggess thal the same stmin was
resporsibiz for the owthreais in the 2 pens. The scquences:
analyzed in ogrw orc wers veoy shorl; i woukd be nteresimg
i the future W sequence 4 more Tepseseniabive fegion af the
gename -in pedier o maks 2 more complete analysis. These
oaghresks, mvoly ing animais from different origins w it o
cummersisl feedlon, m addition o previous detection of the
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virie m feal bovime serum from differem regions of the
countsy™ and seropositivity m weser buffaloss.” suggesis
that HoBaPeV is disribuced widely in Argenima.

In Argentina, sevesal BRIOC vacomes mclude WV 1
end those svailehle are frequently foomuleied with mecs-
wiral sfmims. Vaocinstion & an =fficient method fo reduce
wviral discase; Bowey 27, the genenus heterogeneity chierved
-Mlmwﬂ—p-ﬂmﬂ
mn—un&m_mmhﬁ-
irwv olvimp pestiviral cross-entigenicity heve shown bmibed
erose-immunity botween different sirains. indicating
the need o molude new perotypes and strins D vacoine
formalations. " The curment practice of evarcing sinees
fromn diverse onigins for fimishing in the centmal region of
vide a favrable scensrao for the spread of HoBiPely.
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