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RESUMEN

El virus de Arteritis Equina (VAE), perteneciente a la familia Arteriviridae, ocasiona infecciones,
en su mayoria subclinicas, aunque puede causar abortos y enfermedad respiratoria en adultos
y neumonia en potrillos. Los ORF5 y ORF6 de su genoma codifican las proteinas de envoltura
GP5 y M, respectivamente, cuya interaccién es critica para la infectividad y expresion de
determinantes antigénicos del virus. Existe un solo serotipo de virus, aunque hay variabilidad
entre aislamientos de regiones geograficas diferentes. Los primeros aislamientos en Argentina
se realizaron en nuestro laboratorio entre los afios 2001 (cepa LP01) y 2002 (cepas LPO2/R,
LP02/C y LP02/P). En este trabajo se analizé el fenotipo de los aislamientos, en primera
instancia, por la técnica de virusneutralizacion. Luego se realizé un rastreo de la variabilidad de
las secuencias codificantes de las proteinas M y GP5 por los métodos de PCR-RFLP y PCR-
SSCP. Finalmente se secuenciaron parte de los ORFs 5 y 6 y las secuencias obtenidas se
analizaron comparativamente con la cepa Bucyrus y las secuencias disponibles en la base de
datos GenBank. Todas las cepas Argentinas presentaron un fenotipo de neutralizacion similar
entre si, y la cepa de referencia de origen americano (Bucyrus), utilizada en nuestro
laboratorio, fue neutralizada en menor medida. Los cuatro aislamientos argentinos y Bucyrus
mostraron patrones de SSCP distintos, al igual que diferentes patrones de RFLP. La
estimacion de los valores de identidad y el analisis de las relaciones filogenéticas entre las
secuencias confirmaron que la cepa aislada en 2001 es diferente a las tres cepas aisladas en
2002. Ademas las cuatro cepas forman un grupo definido en el cluster de origen europeo. Los
métodos de rastreo de variabilidad utilizados permitieron diferenciar los aislamientos
argentinos, diferencias confirmadas con el analisis de las secuencias de ambos ORFs,
permitiendo realizar asi la primera caracterizacion de aislamientos de AVE en Argentina.

Palabras claves: arteritis viral equina — PCR-SSCP- PCR-RFLP — caracterizacion genética



ABSTRACT

The Equine arteritis virus (EAV) classified in the Arteriviridae familiy, usually causes subclinical
infections although might produce respiratory disease and abortions, or pneumonia in foals.
The interaction of proteins GP5 and M, codified on ORF 5 and 6 of the virus genome, is critical
for infectivity. Although only one serotype of EAV was described, there are variability among
isolates from different geographic regions. In Argentina, EAV was first isolated in 2001 (LPO1
strain) and other 3 isolates were obtained in 2002 (LP02/R, LP02/C and LP02/P). In this work
the phenotype of the strains were analyzed by the virusneutralization method. Then a
screening of genetic variability was performed by PCR-SSCP and PCR-RFLP. Finally,
sequencing of ORFs 5 and 6 allowed the comparative analysis with the Bucyrus reference EAV
strain and sequences available from the GenBank database. Argentine strains showed similar
neutralization patterns among them and different from the Bucyrus strain. The four isolates
showed different SSCP patterns in both ORFs, as well as distinct RFLP patterns. Estimated
identity values and the analysis of the phylogenetic relationships among sequences confirmed
that the strain isolated in 2001 is different to 2002 isolates. In addition, Argentine EAV isolates
grouped together in a definite cluster near European strains. The screening method used in this
work allowed us to differentiate the Argentine isolates, confirmed by the sequence analysis in
both ORF5 and 6 coding sequences, and to perform the first characterization of the Argentine

EAYV isolates.

Key words: Equine arteritis virus- PCR-SSCP- PCR-RFLP- genetic characterization



INTRODUCCION

ARTERITIS VIRAL EQUINA, UN POCO DE HISTORIA

Hasta el afio 1953 se consideraba que el agente etiolégico de los abortos en yeguas con
cuadros febriles y asociados con sintomatologia propia de una afeccién del tracto respiratorio,
eran producidas por el virus herpes equino tipo | (Rinoneumonitis Equina). En diciembre del
citado afio, en Bucyrus, Ohio, EEUU se desat6 una epizootia en equinos, presentandose
signos similares a los antes referidos (Doll y col., 1957b). Se descarto la infeccion con el virus
de la Rinoneumonitis al no observarse las lesiones histopatolégicas tipicas en los tejidos
analizados, pero se logré la reproduccién experimental de la enfermedad inoculando material
de los fetos abortados en yeguas prefiadas. Del in6culo y de los animales que enfermaron
experimentalmente fue aislado un virus, que fue diferenciado de la cepa Ky-B del virus de
Rinoneumonitis equina, siendo denominado cepa Bucyrus (Doll y col., 1957a).

La denominacion de Virus de Arteritis Equina (VAE) asi como el de Arteritis Viral Equina
(AVE) dado a la enfermedad, se baso en las constantes y caracteristicas lesiones de necrosis
de las pequenas arterias de los equinos infectados (Doll y col., 1957a; Jones y_col., 1957).

Desde su aislamiento, el VAE fue reconocido como una entidad nosolégica distinta a los
restantes virus del complejo de enfermedades respiratorias equinas (Doll y col., 1957a). Estos
autores inicialmente lo diferenciaron basandose en pruebas de proteccién cruzada en equinos,
en técnicas de laboratorio como fijacion del complemento y virusneutralizacion, por las
lesiones tipicas y por el efecto citopatogénico (ECP) caracteristico luego de su adaptacion a

cultivos de tejidos.



Luego de esta caracterizacion parcial, el mismo grupo de investigadores realizé otros
aislamientos del virus que resultaron idénticos a la cepa Bucyrus inicialmente obtenida vy
posteriormente, dentro de EEUU, fue aislado en los estados de California, Pennsylvania e
Indiana (McCollum y Bryans, 1973).

En 1970, Burky lo aislé en Europa luego de epizootias ocurridas en Austria y Suiza y
fue caracterizado como un virus RNA que poseia envoltura lipoproteica. Posteriormente fue
clasificado como miembro de la familia Togaviridae (Breese y McCollum, 1971; Horzinek y
col., 1971; Van der Zeijst y Horzinek, 1975; Fenner, 1976; Zeeger y col., 1976; Laude,
1979). Hoy en dia, el virus se incluye en la familia Arteriviridae, junto con el de la
deshidrogenasa lactica del raton (LDV), el del sindrome respiratorio reproductivo porcino
(PRRSV) y el de la fiebre hemorragica de los simios (SHFV) (Cavanagh 1997).

Los equinos son los unicos hospedadores susceptibles y actualmente se considera,
basandose en evidencias serolédgicas, que se encuentra ampliamente distribuido en el mundo
(McCollum y Bryans, 1973; Akashi y col., 1976; De Boer, 1978; Moraillon y Moraillon,
1978; Powell y col., 1978; Redaelli, 1979). Las principales epizootias de AVE han ocurrido en
EEUU y algunos paises europeos (Suiza, Polonia, Inglaterra y Austria). En otros paises sélo se
ha detectado la presencia de anticuerpos contra el virus, sin observarse manifestaciones
clinicas de la enfermedad. En EEUU se emplea una vacuna a virus vivo atenuado para el
control de la enfermedad. La misma se utiliza en casos de epizootias o para la vacunacion de

yeguas que seran servidas por padrillos portadores.



PATOGENIA

La puerta de entrada del virus es respiratoria 0 venérea y su diseminaciéon se produce a través
de las células blancas sanguineas. Luego de la exposicion a aerosoles, el VAE replica
inicialmente en macréfagos pulmonares donde ya a las 24 hs posinfeccion (PI) se detectan
antigenos virales; a las 48 hs aumenta el nimero de macrofagos infectados y se detectan
antigenos en los ganglios bronquiales. Al tercer dia Pl se disemina rdpidamente a través de las
células blancas sanguineas infectando células endoteliales del musculo liso de arterias, venas
y linfaticos (Crawford y Henson, 1973). Entre 6-8 dias Pl se localiza en el endotelio de los
vasos del miometrio y a los 10-12 dias en el epitelio tubular renal, y por consecuencia el virus
se localiza en orina, adrenal y células de las criptas intestinales. Desde el tercer dia Pl todos
los tejidos y fluidos contienen virus, excepto el cerebro, alcanzando su maxima concentracion
en los ganglios linfaticos bronquiales y mesentéricos. El virus se detecta en suero sanguineo
entre el 2° y 7-9° dia PI, desapareciendo abruptamente, coincidiendo con la aparicién de
anticuerpos neutralizantes (AcN).

La infeccibn por VAE puede causar abortos, dificultades respiratorias o bien ser
asintomatica y producir un estado de portador persistente. Aln cuando la transmisién primaria
es por via aerégena, los padrillos persistentemente infectados son los principales reservorios
de VAE e infectan yeguas susceptibles en forma venérea, transmitiendo virus de menor
virulencia (Timoney y col., 1986; Timoney y McCollum, 1993), lo que hace que la
transmision sexual sea la ruta secundaria de infeccion, aunque no menos importante.

En la infeccion subclinica, la gran variedad de signos como dificultad respiratoria, fiebre
y necrosis de las pequefas arterias y la severidad del cuadro varia de acuerdo a la cepa viral,

edad y condicién general del animal.



SIGNOS CLINICOS
En la mayoria de los casos, las infecciones producidas por VAE son subclinicas y sélo son
detectadas por seroconversidon o en estudios retrospectivos (McCollum y Bryans, 1973;
Gerber y col., 1978; Timoney y McCollum, 1991). Sin embargo, entre un 15-20% de las
infecciones se manifiestan clinicamente ya sea con una sintomatologia respiratoria o
produciendo abortos (Timoney, 1984). Los signos clinicos, cuando estdn presentes,
comienzan 3-14 dias luego de la exposicion y persisten por 5-9 dias. El periodo de incubacion
de la enfermedad es de 2 a 4 dias en animales inoculados experimentalmente. En la
enfermedad aguda los signos mas frecuentes son: fiebre que oscila entre los 39 a 41°C (Doll y
col., 1957a; Prickett y col.,, 1973), anorexia, lacrimaciébn excesiva, edema palpebral,
conjuntivitis, flujo nasal seroso y congestion de la mucosa nasal (Prickett y col., 1973),
inflamacion catarral de las mucosas del tracto respiratorio y edema abdominal y de los
miembros. En algunos casos se observa queratitis que se manifiesta por opalescencia
blanquecino—azulada de la cérnea, junto con edema palpebral. En la mayoria de los casos se
observa dificultad respiratoria y disnea, que aumentan con el ejercicio. Junto con el cuadro
febril se observa disminucion del sensorio, apatia e indiferencia. Hay debilidad muscular
generalizada e incoordinacion cerca del fin del periodo febril. Ademés de la anorexia de
aparicion variable, pueden presentarse célicos y diarreas (Doll y col., 1957a, Gerber y col.,
1978). La recuperacion en los casos agudos ocurre entre los 8 y 12 dias, pudiendo los edemas
persistir por unos dias mas (Doll y col., 1957a y b; McCollum y Bryans, 1973; Gerber y col.,
1978).

En general los animales se recobran sin complicaciones posteriores, sin embargo las
mayores peérdidas se producen por abortos. En mas del 50% de las yeguas, los mismos

pueden ocurrir entre el tercer y décimo mes de gestacion, sin mostrar signos clinicos previos,



como resultado del edema endometrial que produce compresion de vasos y disminucion del
flujo sanguineo hacia el feto y necrosis del miometrio que conduce al desprendimiento de la
placenta y muerte fetal. En caso de infeccidén natural el aborto es menos frecuente que en la
infeccion experimental coincidentemente con la fase convaleciente de la infeccion (3-10 meses
de gestacién). Los fetos son expulsados parcialmente autolisados o bien con hemorragias en
serosas y edemas. El virus puede ser aislado de placenta y fluidos del feto que diseminan la
enfermedad a otros animales susceptibles (Timoney, 1984).

Una de las caracteristicas mas importantes de la enfermedad es que entre un 30-60%
de los padrillos infectados pueden transformarse en portadores cronicos y de esta manera
diseminar el virus mediante el servicio natural o la inseminacion artificial (via venérea)
(Timoney y McCollum, 1993). El virus infecta el aparato genital de los machos ya que replica
en vesiculas seminales, préstata y glandulas bulbouretrales, es mantenido en ampollas
deferentes y se elimina constantemente por liquido seminal (Neu y col., 1988). La persistencia
viral es dependiente de la testosterona y de esta manera los machos transmiten el virus por
periodos variables, aln en presencia de altos titulos de AcN, lo que indica que la inmunidad
humoral per se no previene la replicacion viral en el aparato genital masculino (McCollum y

col., 1994).

LESIONES MACRO y MICROSCOPICAS

En las necropsias de fetos abortados pueden aparecer edemas en tejidos subcutaneos y
cavidades toraxica y abdominal, hemorragias en mucosas, hemorragias petequiales en bazo,
multiples infartos y esplenomegalia (Doll y col., 1957a). En adultos ademas pueden

encontrarse edemas ya sea de tejido subcutaneo, de articulaciones, cavidad pleural y



pulmones, asi como en cavidad abdominal, congestién y hemorragias petequiales de mucosas
y serosas.

La arteritis se caracteriza por el edema perivascular y la necrosis medial de las arterias
de todo el organismo, que varian en tamafio y forma y se distribuyen irregularmente a lo largo
de su recorrido (Doll y col., 1957a). Esta necrosis se caracteriza por la presencia de restos
nucleares (picnosis) e infiltrado inflamatorio de tipo mononuclear (Jones y col., 1957). En
intestino delgado, colon y ciego se observa edema, trombosis de las arterias de la submucosa
e infartos (Doll y col., 1957a), y también edema y congestién de linfaticos y venas junto con
engrosamiento del septo interlobular y subpleural; congestion en rifidn, glandulas adrenales y
ganglios linfaticos, especialmente los bronquiales, mesentéricos y cecocoélicos y neumonia

intersticial suave o severa, con infiltracion leucocitaria.

EPIZOOTIOLOGIA

Las infecciones naturales ocurren en los miembros de la familia Equidae y se distribuyen por
todo el mundo. En EEUU se observé que las razas mas afectadas son las de trote y salto,
mientras que en los pura sangre de carrera fueron hallados los porcentajes mas bajos de
animales seropositivos. En Europa esta distribucion es mas equilibrada (McCollum y Bryans,
1973; Moraillon y Moraillon, 1974, Moraillon y Moraillon, 1978).

Las consecuencias de la infeccion varian desde infeccion subclinica, abortos y
neumonia en neonatos. Los potrillos nacidos de madres seropositivas adquieren AcN a través
del calostro. Estos anticuerpos pueden persistir por unos meses, haciendo que los porcentajes
de animales jovenes infectados sean bajos, y el nimero de animales enfermos aumente con la

edad (Gerber y col., 1978; Moraillon y Moraillon, 1978).



Durante la fase aguda de la enfermedad el contagio se produce por via respiratoria o
venérea, ya sea por secreciones genitales de la hembra, orina, heces o por el semen. Existe
muy poca transmision por fomites o personal. Durante la fase crénica el contagio ocurre
solamente por via venérea. Entre un 80 a 100% de las yeguas servidas por padrillos
portadores pueden infectarse aunque las hembras infectadas por machos portadores, no
presentan problemas de fertilidad posteriores y no se transforman en portadoras crdnicas
(Timoney y col., 1986).

Debido a que el virus es viable en semen fresco y congelado, un porcentaje entre 85 a
100% de las hembras seronegativas se infectan y seroconvierten y, si desarrollan enfermedad
respiratoria la transmiten a otros susceptibles. Si las hembras se infectan por via respiratoria
durante la gestacién avanzada el virus puede pasar al feto y estos pueden nacer débiles o
normales, o manifestar enfermedad respiratoria severa poco después de nacer, que puede ser

letal.

PREVENCION Y CONTROL

La dnica prevencion efectiva y de larga duracion contra esta enfermedad es la vacunacion
(Doll y col., 19572 y 1968; McCollum, 1970 y 1986). Existen 2 tipos de vacunas comerciales
desarrolladas ambas de manera tradicional: a virus vivo modificado (MLV) que se utiliza en
EEUU y a virus inactivado (en Europa y Japén). Si bien las primeras protegen de la infeccion
clinica y otorgan mayor duracion en la inmunidad, no previenen la reinfeccion (McCollum y
col., 1988). No obstante, este tipo de vacunas se utiliza en los brotes de AVE desde 1984 en
los estados de Kentucky y New York (Glaser y col., 1997). De acuerdo a estudios realizados
por investigadores japoneses, las vacunas inactivadas previenen a los machos de

transformarse en portadores crénicos y a las hembras prefiadas del aborto. Hoy en dia se



discuten y comparan las ventajas y desventajas de ambos tipos. Como desventaja de ambas
es gue no permiten la discriminacion entre animales vacunados de infectados naturalmente.
Los avances de la ingenieria genética permiten contar hoy en dia con vacunas a subunidades
de distintos origenes que permiten distinguir entre animales vacunados de aquellos infectados
en forma natural. Sin embargo y por razones que explicaremos mas adelante, en Argentina no

esta permitida la vacunacion.

DIAGNOSTICO

Como otras enfermedades de origen viral presentan un cuadro similar al descripto, es
imprescindible la confirmacion del laboratorio. El diagnéstico se realiza, en casos de
enfermedad respiratoria, remitiendo al laboratorio hisopados nasales, nasofaringeos y
conjuntivales y, sangre con anticoagulante para aislamiento viral. Las muestras deben ser
tomadas poco después de la aparicién de los signos.

Para determinar seroconversion se utilizan dos muestras de suero tomadas en las fases
aguda y convalesciente de la enfermedad y se utiliza la técnica de virusneutralizacion (VN). En
casos de abortos, el virus puede ser aislado de placentas y tejidos fetales.

Para comprobar el estado de portador-transmisor de un padrillo seropositivo (infecciéon
persistente), primero se realiza la deteccién de anticuerpos por VN, si es positivo (titulo mayor
de 1:4) se puede intentar el aislamiento viral a partir del semen o realizar una prueba de
servicio. Esta consiste en servir a dos yeguas seronegativas y comprobar si existe
seroconversion en el periodo comprendido entre el servicio y los treinta dias posteriores al
mismo (test mating). La extraccion de semen se realiza con vagina artificial y se conserva a
4°C en las primeras 24 h de extraccion o a -20°C por dos dias. Conviene enviar al laboratorio

dos muestras consecutivas, del mismo dia separadas por algunas horas o del dia siguiente.
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Ademas el virus puede identificarse por inmunofluorscencia, inmunohistoquimica, en cortes de
tejidos como higado, pulmén, bazo, ganglios linfaticos y rifiéon, que también pueden utilizarse

como muestras para aislamiento viral.

CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El virus pertenece a la familia Arteriviridae (Cavanagh, 1997). Las particulas virales poseen
envoltura de naturaleza lipoproteica y tienen un didmetro aproximado de entre 40 y 60 nm.
Su genoma esta constituido por RNA de cadena simple, continua y de polaridad positiva de
aproximadamente 12704 pares de bases (pb); contiene nueve marcos abiertos de lectura
(ORF-ORFs) que codifican las proteinas no estructurales, involucradas en la replicacion y
las estructurales (6 localizadas en la envoltura y una en la nucleocapside). Estos ORFs se
denominan 1la, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5, 6 y 7 (Snijder 2001). Los primeros, 1la y 1b codifican la
replicasa viral, los restantes codifican las 7 proteinas estructurales: ORFs 2a, 2b, 3,4,5y 6
las proteinas de la membrana, y el ORF 7 la proteina de la nucleocapside N (14 kDa). La
glicoproteina mayor de la envoltura GP5 —-GL- (30-44 kDa) estd codificada por ORF 5
mientras que el ORF 6 codifica para la proteina no glicosilada de la envoltura M (17 kDa).
Ademas, la envoltura viral contiene 3 glicoproteinas menores denominadas GP2b -GS- ,
GP3 y GP4 (25, 36-42 y 28 kDa respectivamente) codificadas por ORFs 2b, 3 y 4
respectivamente y una proteina menor no glicosilada de la envoltura —E- (8 kDa), codificada
por ORF 2a. GP5 (antes gL) expresa los determinantes de la neutralizacion viral (Snijder y
col., 1999, Wieringay col., 2003). GP2b, GP3 y GP4 forman un trimero en la particula viral

y la My GP5 un dimero unido por un puente disulfuro —cisteina 8 de M y cisteina 34 de GP5-
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(de Vries y col., 1995; Snijder y col., 2003; Wieringa y col., 2003). La conformacion e
interaccion de estas dos proteinas —M y GP5- es critica para la infectividad y la expresion de
los determinantes antigénicos de la particula viral (Balasuriya y col., 1993; Snijder y col.,
1999).

La capside es de simetria icosahédrica, mide aproximadamente 30-35 nm de diametro y
esta formada Unicamente por la proteina N, constituye entre un 20-40% del total de las
proteinas del viridn y es altamente inmunogénica.

Debido a la composicion lipoproteica de la envoltura, los arterivirus son sensibles a
solventes organicos (éter y cloroformo), a la tripsina y a detergentes no ionicos (desoxicolato,
nonidet) Su estabilidad estd influenciada por la temperatura y el pH; son rapidamente
inactivados a pH 3, mientras que permanencen infecciosos a pH entre 6 y 7,5. A temperatura
ambiente, los viriones son estables por 24 hs, mientras que a temperaturas superiores se
inactivan rapidamente. El virus de AVE es sumamente estable a bajas temperaturas, en
organismos congelados enteros a -20° C permanece viable por 6 afios 0 mas. En medios de
cultivo a 4° C su viabilidad es de 75 dias como minimo, 2 dias a 37° C y 20 minutos a 56° C
(Mc Collum y col., 1961a). La densidad de flotacion en sucrosa de los arterivirus oscila entre
1,13-1,17 g/cm®, mientras que el coeficiente de sedimentacion varia entre 214 y 230 S. Estos
valores en gradiente de cloruro de cesio y tartrato de potasio son de 1,185-1,215 g/mly 1,17-

1,24, respecivamente (Hyllseth, 1970).

REPLICACION
Los virus replican en el citoplasma celular y maduran por brotacion (Davis vy col., 1973,
Horzinek, 1980). La adsorcion, primera etapa de la replicacion, se realiza mediante la

interaccion de algunas glicoproteinas virales y receptores celulares especificos en la
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membrana de la célula blanco. Continda la endocitosis y la formacién del endosoma, etapa en
donde interviene la clatrina, proteina que recubre ciertas vesiculas que actian como
transportadoras. Posteriomente se produce la liberacion del genoma en el citoplasma.

La estategia de replicacién se asemaja a la de la familia Coronaviridae, siendo esa la
razén por la que se clasifican dentro del orden de los Nidovirales. EI genoma policistrénico se
transcribe en forma discontinua: el ciclo de replicacion comienza con la expresion del gen de la
replicasa (RNA polimerasa RNA dependiente) a través del RNA gendmico viral.
Consecutivamente se transcriben una serie de RNAs mensajeros subgenémicos que se
traducen luego en las proteinas estructurales. Estos mRNAs se ordenan como un conjunto
anidado de tamafo progresivamente decreciente. Los arterivirus son ensamblados y
posteriormente liberados por exocitosis a través del REL y/o aparato de Golgi, donde

adquieren la envoltura.

PROPIEDADES BIOLOGICAS Y CULTURALES

El virus de AVE fue propagado primeramente en cultivos primarios de células de rifién equino
(Mc Collum y col., 1961b), rindn de hamster (Wilson vy col., 1962) y rifion de conejo (Mc
Collum y col., 1962) y fue adaptado luego a diversas lineas celulares como BHK-21 -rifién de
hamster lactante- (Hyllseth, 1969; Maess y col., 1970), RK-13 -rifién de conejo- (McCollum,
1969), LLC-MK-2 -rindbn de mono Rhesus- (McCollum, 1969), Vero -riidn de mono verde
africano- (Inoue y col., 1975; Konishi y col., 1975). Los cambios citopaticos producidos por el
virus se caracterizan por aumento de la refringencia, redondeamiento, picnosis, cariorexis y
desprendimiento de las células. La necrosis completa de las células infectadas ocurre dentro

de las 48-72 hs posinoculacién (Wilson y col., 1962; Mc Collum 1961 ay b).
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RESPUESTA INMUNE

La infeccion natural en los equinos ocurre por dos vias: la respiratoria, luego de la infeccién
horizontal mediante aerosoles o la del tracto reproductivo, posterior a la infecciébn venérea
(Timoney y McCollum, 1993; Balasuriya y col., 2001). La respuesta inmune innata de
ambos tractos se caracteriza por la produccién local de interferones de tipo | (IFN-a y B) y tipo
Il (IFN-y), TNF-a e interleuquinas (IL-12) macréfagos y células NK. Los IFN tipo | estimulan las
células NK y confieren resistencia antiviral y median la expresion de los antigenos de
histocompatibilidad clase | (MHC I) en la superficie de las células no infectadas protegiéndolas
de la lisis mediada por las células NK. Ya en la respuesta inmune adaptativa, los anticuerpos
(Ac) producidos contra VAE se detectan en las primeras semanas Pl; son altamente
neutralizantes, persisten por afios y protegen contra la reinfeccion aln con cepas altamente
virulentas (Doll y col., 1957a y 1968; McCollum 1970 y 1986). Esta respuesta humoral se
caracteriza por la produccion de Ac tanto fijadores de complemento como neutralizantes. Los
primeros se desarrollan en las dos semanas iniciales de la infeccion, alcanzan su pico a las 3
semanas y desaparecen a los 8 meses, mientras que los segundos se detectan también en las
primeras dos semanas, alcanzan su pico a los 2-4 meses y persisten por afios (Fukunaga y
McCollum, 1977; Timoney y McCollum, 1993; Balasuriya y col 1999a y b y 2002). Las
pruebas de inmunoblotting realizadas a partir de proteinas estructurales recombinantes (GP5,
GP2b, M y N) demuestran que los sueros equinos reconocen la proteina conservada M,
especialmente la region carboxiterminal (aminoacidos 88 a 162) (Jeronimo y Archambault,
2002), que la respuesta a GP5 y N es variable y que la respuesta a GP2b es muy pobre. Sin
embargo, los sueros de animales portadores responden en gran medida a la proteina N. Esta
respuesta a proteinas recombinantes es claramente mucho menos sensible que la VN

convencional. Otros autores demostraron que la sensibilidad a la respuesta de proteinas
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recombinantes por inmunoblotting y ELISA es muy variable, y esto depende en gran medida de
la cepa actuante, la duracién de la infeccidn, de variaciones individuales equinas y del método
utilizado para su deteccién (Chirniside y col., 1995b; Hedges y col., 1998; MacLachlan y
col., 1998; Nugent y col., 2000; Starik y col., 2001). Por todas estas variabilidades, la VN
gue detecta principalmente Ac contra GP5, sigue siendo la técnica mas sensible para la
deteccidn de Ac especificos anti- AVE en suero equino. La aparicion de AcN en suero coincide
con la recuperacion clinica y la restriccion de la excrecion de virus, que ocurre generalmente a
los 28 dias PI (Doll y col., 1968; Timoney y McCollum, 1993; Balasuriya y col., 1999ay b).
Aunque la respuesta inmune celular contra arterivirus no ha sido estudiada aun en detalle,
experiencias preliminares indican que aumentan los linfocitos T citotoxicos CD8+ (Castillo

Olivares y col., 2003 a y b).

EPITOPES NEUTRALIZANTES

GP5 expresa los mayores determinantes antigénicos de la neutralizacion de VAE (Balasuriya
y col., 1993, 1995a y b, 1997, 2000, y 2004a; Deregt y col., 1994; Chirnside y col., 1995;
Glaser y col., 1995) y aunque existe variacion considerable en la secuencia de la proteina
GP5 de los aislamientos de campo, existe un solo serotipo del VAE y todas las cepas de
campo evaluadas hasta el momento son neutralizadas por el antisuero policlonal contra la
cepa Bucyrus (Balasuriya y col., 1997, 1998, 1999a y b, 2004ay b; Westcott y col., 1995;
Hedges y col., 1999). Sin embargo, los aislamientos de AVE se han podido distinguir con
frecuencia en base a su perfil de neutralizacion utilizando diversos antisueros policlonales y
monoclonales y ademas pueden diferenciarse por la severidad de la enfermedad clinica que
inducen y en su potencial abortigénico (Timoney y McCollum, 1993; Balasuriya y col.,

1998, 1999 ay b, 2002; McCollum y col., 1999; Patton y col.,_1999). Diversos autores han
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demostrado que los cambios de aminoacidos en GP5 alteran el fenotipo virusneutralizante
(Hedges y col., 1999; Balasiruyay col., 2001).

En una gran cantidad de estudios se analizaron las secuencias aminoacidicas de GP5
de varias cepas de AVE que dieron como resultado la identificacion de tres regiones distintas
variables: V; (desde los aminoacidos 61 al 121); V, que comprende desde el 141 al 178,y V3
del 202 al 222; una secuencia sefial en los primeros 18 aminoacidos y 4 regiones
conservadas: C; (19-60); C, (122-140); C3 (179-201) y C4 (223-255) y un sitio de glicosilacion
en el aminoacido 56 (Asn) que es critico para la infectividad viral y altamente conservado y otro
variable localizado en aminoacido 81 (asn-81) (Balasuriya y col., 1995a y b, 1999a ; Snijder
y col., 2003). Asimismo se describen 4 sitios neutralizantes A (aminoacido 49); B (aminoacido

61); C (aminoacidos 67-90) y D (aminoacidos 99-104) (Balasuriya y col., 1997).

VARIACIONES GENETICAS RELACIONADAS CON LA VIRULENCIA

De acuerdo a estudios realizados por Timoney y col. (1986) y Timoney y McCollum (1993),
los padrillos portadores asintomaticos son los principales reservorios de AVE e infectan a
yeguas susceptibles con virus de virulencia reducida por via venérea. Durante el curso de la
infeccion persistente ocurre una significativa variacion genética, del tipo de sustituciones
aminoacidicas no sindnimas, mientras que el virus que desencadena epizootias transmitido
por aerosoles en forma horizontal, es mucho mas estable (Balasuriya y col., 1999a; Hedges
y col., 1999). Aun considerando que las cepas de campo son mas estables también sufren
variaciones menores y estas variaciones son mas pronunciadas en las regiones variables del
ORF5 al igual que en las cepas aisladas de animales portadores y en ambos casos, se
correlacionan con el fenotipo virusneutralizante (Balasuriya y col., 1995b y 1997; Glaser y

col. 1995) y con mayor frecuencia en la zona V; (Balasuriya y col., 1997 y 1999a). La region
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mas variable dentro de esta V; descripta en virus de infecciones persistentes, es la zona
comprendida entre los aminoacidos 61 y 84 que contiene a los sitios neutralizantes B y C,
criticos para la virusneutralizacién y que varian significativamente entre los aislamientos de
América y Europa. Las diferencias de aminoacidos que ocurren en esta region implican
cambios en el fenotipo neutralizante (Balasuriya y col., 1995b y 1998). Un situacion similar
ocurriria por adquisicion o pérdida de sitios de glicosilacion en GP5, que podria facilitar la
trasmision y persistencia de un virus con limitada capacidad de generar diversidad genética.
Se plantea entonces que la glicosilacion variable podria influir en la patogénesis y virulencia de
los Arterivirus (Balasuriya y col., 1999a). Un ejemplo de la bibliografia cita que la pérdida de
dos sitios de N-glicosilacion en el virus de la deshidrogenasa lactica del ratén se asocia con el
aumento de la neurovirulencia y la adquisicion de sitios en la misma proteina produce infeccion
persistente sin neurovirulencia (Anderson y col., 1995; Faaberg y col., 1995; Plagemann,

1996).

POR QUE ESTUDIAR AVE. PROPOSITO DE LA INVESTIGACION

SITUACION EN ARGENTINA

En el afio 1994 las autoridades sanitarias argentinas (SENASA) autorizaron la importacion de
padrillos de razas reguladas por el Stud Book Argentino desde paises con enfermedad
declarada. Los animales ingresantes debian cumplir ciertas exigencias, como la ausencia de
Ac, determinada por VN en su pais de origen, de animales no vacunados, o bien que aquellos
gue hubieran sido vacunados demuestren ser no transmisores de virus por semen. Asimismo,
los machos enteros serolégicamente positivos debian ser sometidos a una prueba bioldgica.
En noviembre de 1997, se ampli6 la autorizacion para la importacion definitiva de equinos (de

la Sota y col., 2005). Hasta el afio 1998 nuestro estatus sanitario, declarado ante la Oficina
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Internacional de Epizootias, era de enfermedad no sefalada de denuncia obligatoria y
cuarentena en frontera. Las importaciones de material reproductivo y animales en pie desde
los paises que tenian la enfermedad se autorizaban solo ad referéendum de la correspondiente
certificacion, extendida en origen por la autoridad veterinaria oficial. Posteriormente a esa
fecha, al iniciarse en nuestro pais el recontrol oficial efectuando la prueba diagnéstica al
ingreso, se detectaron animales no vacunados y semen importado positivos para AVE, lo que
motivd su correspondiente reexportacibn o destruccion, respectivamente. Como ya fue
mencionado, uno de los puntos mas importantes de la enfermedad es que hasta un 60% de los
padrillos infectados pueden transformarse en portadores cronicos, y de esta manera, diseminar
el virus mediante el servicio natural o la inseminacion (Chirnside, 1992). Las medidas de
prevencion que SENASA toma actualmente son la certificacion oficial de padrillos y de semen,
tanto nacional como importado, como prerrequisito para la inclusion en el registro de servicios.
Ademas, en los animales seropositivos se solicita el diagndstico de dos muestras pareadas
para determinar seroconversion. Los animales importados son retenidos en aislamiento en el
Lazareto Capital durante 14 dias, momento en que las muestras de sangre se evallan para la
presencia de Ac contra AVE. Hasta el momento la vacunacién no esta permitida, aunque se
admite el ingreso de animales vacunados con la certificacion extendida en origen por la

autoridad veterinaria oficial.

En nuestro pais se detectaron Ac a partir de 1984 (Nosetto y col., 1984), pero no se
registraron casos clinicos. En 2001, el virus se aisl6 por primera vez a partir de muestras de
semen, sin detectarse aun sintomatologia atribuible a esta virosis (Echeverria y col., 2003) y
hasta nuestro conocimiento es la primera vez que se aisla VAE en América del Sur. La

Cétedra de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
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Plata es uno de los 4 Ilaboratorios habilitados en Argentina por el SENASA
(www.senasa.gov.ar) para el diagnéstico de AVE, no sélo por serologia sino también para el
procesamiento de las muestras para aislamiento viral, técnicas de PCR y caracterizacion
genética. En nuestra experiencia y la de otros colegas, AVE se presenta en nuestro pais sin
sintomatologia clinica compatible, es por eso que el diagnéstico se realiza no sélo a los
animales de importacién-exportacién, sino también a los animales que se inscriben en el
registro de padrillos (Resolucion 434/01) como parte del programa de vigilancia epidemiolégica

de AVE.

Las consecuencias econdmicas directas atribuibles a esta virosis son debido a abortos o
muerte perinatal, cierre de mercados por infeccion persistente de animales en pie o semen, y
disminucién del valor comercial del portador persistente. La industria equina es una actividad
tradicional que implica el movimiento de mas de 130.000.000 de doélares anuales. El
incremento del comercio internacional de animales en pie para deporte, compafiia y cria y el
uso intensivo de inseminacion artificial ha incrementado notablemente el riesgo de difusion de
AVE vy por lo tanto su ingreso en los paises libres de esta enfermedad. Nuestra situacion
sanitaria ha cambiado desde 2001, dejando de ser AVE una enfermedad exoética. Aunque la
enfermedad esta bastante circunscripta, el riesgo potencial de diseminacion futura, nos lleva a
la necesidad de desarrollar metodologias de diagndstico que permitan implementar estrategias

de control eficientes para evitar su diseminacion.

De acuerdo a datos obtenidos del muestreo seroldgico llevado a cabo por el SENASA
entre 2001 y 2002, sobre 1774 muestras de suero sanguineo de padrillos inscriptos para
servicio, 14 fueron positivos; once pertenecian a animales vacunados en origen e importados a

nuestro pais en los udltimos afos; los tres restantes se encuentran actualmente en dos
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establecimientos bajo la supervisién y control de SENASA. En 2002 se realizaron nuevos
aislamientos a partir de muestras de semen de un haras en donde los animales no presentaron

sintomatologia clinica.

Resumiendo vy teniendo en cuenta que:

1. Los ORF 5y 6 codifican proteinas de envoltura GP5 y M, cuya interaccion es critica
para lainfectividad y expresion de determinantes antigénicos

2. Existe un solo serotipo de AVE aunque se ha informado que existe variabilidad entre
aislamientos de distintas regiones geogréaficas mediante la comparacion de las
secuencias que codifican principalmente para las proteinas M, N y GP5, que
confirman la ocurrencia de recombinacion del RNA (Chirnside y col., 1994,
Balasuriyay col., 1999a; Sugitay col., 1994).

3. Estas mezclas heterogéneas existentes en la poblacion viral podrian ser las
responsables de la diferencias de tropismo, antigenicidad y virulencia de las cepas.

4. Se han podido separar en distintos grupos cepas aisladas de Europa y EEUU (Sugita
y col., 1994; Balasuriyay col., 1995b; Stadejek y col., 1999).

5. En Argentina, el primer aislamiento de AVE se realizo en 2001 (LPO1) y en el 2002 se
realizaron 3 aislamientos mas de un establecimiento con alta prevalencia de Ac pero
sin signos clinicos de la enfermedad (LP02/R, LP02/C y LP02/P).

6. La evidencia experimental muestra que las cepas aisladas en Argentina tienen
diferente patron de neutralizacion y que la cepa de referencia Bucyrus, utilizada en
los test diagndsticos por nuestro laboratorio, es neutralizada en menor medida por

antisueros heterdlogos (Echeverria y col 2005).
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Se plantea el siguiente objetivo general:

» Estudiar comparativamente los aislamientos Argentinos del 2001 y 2002 con la
cepa de referencia Bucyrus, para investigar diferencias epidemioldgicas entre los

mismos y determinar el posible origen de las cepas Argentinas.

Objetivos especificos:

1. Analizar el fenotipo de las cepas Argentinas por la técnica virolégica
clasica de virusneutralizacion cruzada.
2. Analizar por técnicas moleculares las secuencias codificantes de la
proteinaM y GP5 por:
a. Rastreo de variabilidad por medio de PCR-RFLP y PCR-SSCP
b. Secuenciacion
3. Analizar las secuencias de parte de los ORF5y 6 de las cepas aisladas en
Argentina con referencia a la cepa Bucyrus en primer lugar y luego con las

secuencias del banco de datos (GenBank).
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MATERIALES Y METODOS

MEDIOS Y SOLUCIONES DE CULTIVO

Como medio de crecimiento celular (MC) se utilizo6 MEM Eagle con el agregado de 0,3 mg/ml
de glutamina, 200 Ul/ml de penicilina, 0,5 mg/ml de estreptomicina, 20 Ul/ml de nistatina y
10% de suero fetal bovino (SFB). El pH final del medio fue de 7,2 logrado con la adicion de
bicarbonato de sodio al 7,5%. Como medio de mantenimiento, se redujo el suero al 2% (MM).
Para determinadas experiencias se utilizo medio de cultivo sin suero (MSS). Para la
disgregacion de las monocapas celulares se utilizé una solucion de tripsina (Laboratorios
Difco, USA) al 0,25% vy sal sodica del acido etilendiaminotetracético (EDTA) al 0,2% en

solucion tamponada de fosfatos (PBS).

CELULAS
Para todas las experiencias el sustrato utilizado fue células de linea RK13 (ABAC) -Rabbit
Kidney-, las que fueron crecidas en monocapas en placas de 6 pocillos o en frascos de cultivo

de 25cm? segln correspondiera.

VIRUS

Se utilizd una cepa vacunal derivada de la cepa Bucyrus del virus de arteritis equina cedida por
el Dr. W. McCollum de la Universidad de Lexignton, Kentucky, EEUU, como cepa control y de
referencia, de moderados pasajes en células RK13, utilizada en nuestro laboratorio desde los
80s. El suero control positivo utilizado también esta dirigido contra la cepa Bucyrus. Las cepas
aisladas en Argentina utilizadas fueron: LP0O1, LP02/R, LP02/C y LP0O2/P (Echeverria y col.,

2005).
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INOCULACION VIRAL PARA EXTRACCION DE RNA

Luego de la formacién de la monocapa celular completa, fue eliminado el MC y se inocularon
con 0,2 ml de cada suspension viral (segundo pasaje). Se llevaron a estufa a 37° C durante 60
min para permitir la adsorcién viral y luego se agregaron 3 ml de MM. En los pocillos testigo se

sustituy6 el indculo viral por MM procediéndose de igual manera.

REPLICACION VIRAL PARA VN

Todas las cepas argentinas fueron replicadas entre dos y tres veces sobre las células RK13,
desarrolladas en frascos de vidrio de diferentes capacidades. Los sobrenadantes
correspondientes fueron luego centrifugados, divididos en tubos Eppendorf (0,5 ml) vy

congelados a -70°C hasta su uso y posterior titulacion.

TITULACION VIRAL EN MICROPLACAS

Se realiz6 la siembra de células RK13 y la inoculacion del material viral en forma simultanea.

Las diluciones virales se efectuaron en base logaritmica 10 en MSS (desde 10 a 1019). Se

cargaron los pocillos con 0,05 ml de la dilucion viral correspondiente, utilizando 5 pocillos por

cada una y se adicionaron 0,1 ml de células RK13 (1,5 x 10° células/ml). Como controles de
células, se cargaron pocillos, reemplazando el in6culo por MSS. Las placas se incubaron a 37°

C en atmoésfera de CO,, se controlaron diariamente y la lectura final se realizé a los 3 dias,

calculandose el titulo viral mediante el método de Reed y Muench.
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ANALISIS DE NEUTRALIZACION VIRAL

Los andlisis de neutralizacion viral se realizaron de acuerdo a los estandares internacionales
(Timoney 2000). Para la determinacion de Ac, los sueros fueron descomplementados a 56 ° C
por 30 min y diluidos con MSS en base 2, partiendo de una dilucion 1:2. Se incluyeron ademas
controles de toxicidad inespecifica de cada suero. A las diluciones de los sueros, se les
adicion6 un volumen equivalente conteniendo 100 DICTs, de la cepa de referencia Bucyrus.
Luego de 60 min de incubacion en 5% de CO,, fueron agregados 100 pl de células RK 13 (3 x
10° cel/ml), incubandose la reaccién por 72 h. Los titulos de Ac fueron expresados como la
reciproca de la mayor dilucion que protegié al 50% de las unidades reveladoras,

considerandose negativos aquellos con titulos menores a 1:4.

VN CRUZADA

Se utilizaron 100 particulas infectivas/0,025 ml de cada una de las cepas virales. Se cargaron
0,025 ml de MSS a todos los pocillos de las placas mas 0,025 ml adicionales a los pocillos de
titulacién y control de células. Luego fueron agregados 0,025 ml de cada uno de los sueros
anti-EAV en los pocillos correspondientes, por duplicado. Se realizaron las diluciones en base
logaritmica 2 con pipeta multicanal, tomando 0,025 ml desde la hilera H hasta la A. Luego se
adicion6 0,025 ml de la dilucion viral correspondiente a 100 particulas virales a cada una de
los pocillos menos en el de control celular. En la placa de titulacion se agreg6 0,05 ml de cada
dilucién desde 102 a 10-10. Posteriormente se mantuvo en incubacion durante 60 min a 37°C
en 5% de CO,, agitando suavemente cada 15 min para favorecer la neutralizacién del virus
por los Ac. Finalmente, se les agregé a todos los pocillos 0,1 ml de la suspension de células y

se dejaron en incubacion hasta el 3° dia en que se determind el titulo neutralizante de los
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sueros. Las pruebas de neutralizacion cruzada utilizando como antigenos cada una de las
cepas virales tituladas se desarrollaron simultaneamente para eliminar la variabilidad de

reactivos y a la realizaciéon de las diluciones.

RT-PCR
Se realizé RT-PCR de dos regiones que codifican para la proteina M y GP5 de cada una de las
cepas virales a partir del segundo pasaje en cultivos RK13 (LP01, LP02/R, LP02/C y LP02/P)
y de la cepa de referencia Bucyrus de moderados pasajes en las mismas células, utilizada en
nuestro laboratorio desde los 80s. Para realizarla modificamos algunos puntos de la técnica
descripta por Sekiguchi y col., 1995 para proteina M (ORF6), con los siguientes pares de
primers:
M1 5 CTGAGGTATGGGAGCCATAG- 3’ -11894-11913- y
M10 5 — GGCCTGCGGACGTGATCG- 3’ - 12342-12325-
gue flanquean una regién conservada del gen de la proteina de matriz (M) de 411 pb.
Para GP5 (ORF5) utilizamos los siguientes primers:
GL105F 5 GCTGACGGATCGCGGCGTTATT- 3’ -11250-11271-y
GL673R 5 ATAGTGGGCCTACCTGGGACTAA 3’ 11840-11818
gue flanquean una regién de 546 nucleétidos (Mittelholzer y col., 2005).
Para ambos casos, las posiciones y las secuencias de los primers se basaron en la secuencia
NCBI NC_002532.

El RNA viral fue extraido directamente del medio de cultivo infectado (250ul) con 500ul
de Trizol, precipitando el mismo con isopropanol. Cinco (5) ul de RNA resuspendido en agua

destilada, fue usado para sintesis de ADNc, mediante el agregado de transcriptasa reversa y
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hexameros al azar (retrotranscripcion). Para ambas amplificaciones se realizaron 35 ciclos de
94° C 45", 60° C 1"y 72 °C por 90”. Cada producto de PCR fue examinado en geles de

agarosa al 2 %, tefiidos con bromuro de etidio y observados bajo luz ultravioleta.

PCR-SSCP

Para detectar polimorfismos de conformacion de cadena simple (SSCP) se utilizaron diluciones
de cada uno de los productos de PCR de ORF5 y 6 y buffer de siembra de baja fuerza idnica -
LIS- (10% sacarosa, 0,01% azul de bromofenol y 0,01% xylen cyanol FF), o buffer con
formamida (95% formamida, 20mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol y 0,05% xylen cyanol
FF). Para disminuir el tamafio del amplicén del ORF 5 los productos de PCR fueron digeridos
con BstXI, enzima que tiene un solo sitio de corte en las cepas Argentinas, produciendo dos
bandas de 440 y 150 pb. Las muestras fueron calentadas a 96° C durante 10 min y enfriadas
inmediatamente antes de sembrarlas en geles nativos de acrilamida:bisacrilamida (38:1) -200 x
220 x Imm- al 8 0 10% , 0,1% persulfato de amonio, 0,01% TEMED utilizando 0,5X buffer TBE
(45mM tris, 45mM &cido bérico, 1mM EDTA, pH8) y sometidas a electroforesis a 150 o 200V,
por 16 horas a 10°C con sistema control de temperatura constante. La tincion de los geles fue

realizada con nitrato de plata 0,1%.

PCR-RFLP

Para detectar polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) de los
productos de amplificaciéon de la proteina M (449 pb) que permitan diferenciar los distintos
aislamientos virales con la cepa de referencia, se utlizaron 10 Ul de cada una de las

siguientes enzimas de restriccion: Xbal, Alul, Mval, Mboll, Hhal, Avall, Ddel y Hindlll y 20 pl de
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cada uno de los productos de PCR previamente purificados (SV Promega). Los productos de
GP5 (591 nucledtidos) también purificados por el mismo procedimiento fueron digeridos con
Alul, Mval, Mboll, Hhal, Avall, Ddel, EcoRI, Ncol, BstXIl. Luego de la digestion a 37°C durante
2 horas, se realiz6 electroforesis en minigeles de agarosa al 3% 0 en minigeles de acrilamida-
bisacrilamida (38:1) al 6% ambos en 1X TBE (90mM tris, 90mM acido bérico, 2mM EDTA,

pH8) y se visualizaron por tincion con bromuro de etidio (0,5 pug/ml).

SECUENCIACION

Previo a la secuenciacion, los productos de PCR fueron purificados y concentrados. Los
productos del ORF6 fueron clonados en vector pCR Topo 2.1 y expresados en células Top10.
La secuenciacién se realizd utilizando primers universales M13. Para ORF5, se realiz
secuenciacion  directa  utilizando primers internos  (CR2 -11272-11294 %
GCCAATTTGCTGCGATATGATGA 3 y EAV32 -11836-11814 5’
TGGGCCTACCTGGGACTAACAAC 3’) no siendo necesario el clonado en vectores (Stadejek
y col., 1999). Ambas cadenas de cada amplicon de los ORF5 y 6 fueron secuenciadas
utilizando los primers descriptos. La secuenciacién automatizada se realizé por el método dye-
terminator en equipo ABi 377 (Cornell University, BioResource Center, DNA Sequencing
Facility, Ithaca, NY). El analisis de las secuencias se realizé con programas del Baylor College
of Medicine (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu): Webcutter, CLUSTAL W (Thompson y col.,
1994), BLAST 2 (Altschul y col., 1997), y por medio del programa MEGA (Kumar y col.,
2004), y DNAstar se construyeron los arboles filogenéticos para cada secuencia por el método

de Neighbour Joining (Saitou y Nei, 1987) usando test de “bootstrap” (Felsenstein, 1985) en
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comparacion con la cepa de referencia Bucyrus NC 002532 en y con las secuencias

disponibles en las bases de datos.

BANCO DE DATOS

Para el analisis comparativo las secuencias se eligieron teniendo en cuenta la distribucion
geografica de los aislamientos y el reporte de ambos ORF en cada uno. Como referencia, la
cepa utilizada fue la americana Bucyrus NC_002532. En el Cuadro 1 se indican la

procedencia, afio de aislamiento y nimero de acceso al GenBank (www.ncbi.nih.gov/Genbank)

de las secuencias de las cepas utilizadas en este trabajo. Las mismas se eligieron debido a
gue se contaba con la secuencia de ambos ORFs 5y 6: [AF107279 (KY84); U81021 (CAN86);
U81018 (PA76); U81017 (KY93); U81015 (KY77); U81013 (VBS53); U81023 (CA95G);
AF107266 (D84); AF107275 (E85); AY349167 (CW96); AF118782 (RQ); AF118777 (G1);

AF118781 (BT-PA96); AF118775 (P1); AF118773 (R1) y AF118769 (Al)].
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CUADRO 1: Denominacion, afio de aislamiento, procedencia, numero de acceso al GenBank

(www.ncbi.nih.gov/Genbank) y referencia bibliografica de las secuencias de las cepas

utilizadas en este trabajo.

Denominacion
Bucyrus
VBS53
KY93
KY77
PA76
CANB86
KY84
CA95G
CW96
D84
E85
BT-PA96
R1
RQ
P1
G1

Al

Afio de aislamiento

1953

1953 *

1993

1997

1976

1986

1984

1995

1996

1984

1985

1996

1996

1996

1996

1995

1995

Procedencia
EEUU (Ohio)
EEUU (Ohio)
EEUU (Michigan)
EEUU (Kentucky)
EEUU (Pennsylvania)
Canada (Alberta)
EEUU (Kentucky)
EEUU (California)
Europa
EEUU (Kentucky)
EEUU (Kentucky)
Europa
Europa
Europa
Europa
Europa

Europa

GenBank
NC_002532
U81013
u81017
U81015
uU81018
U81021
AF107279
U81023
AY349167
AF107266
AF107275
AF118781
AF118773
AF118782
AF118775
AF118777

AF118769

Referencia
Ziebuhr vy col., 2000
Balasuriya y col., 1995b
Balasuriya y col., 1995b
Balasuriya y col., 1995b
Balasuriya y col., 1995b
Balasuriya y col., 1995b
Balasuriya y col., 1995b
Patton y col., 1999
Balasuriya y col., 2004b
Hedges y col., 1999
Hedges y col., 1999
Balasuriya y col., 1999a
Balasuriya y col., 1999a
Balasuriya y col., 1999a
Balasuriya y col., 1999a
Balasuriya y col., 1999a

Balasuriya y col., 1999a

* esta cepa es derivada de NC 002532 sin sufrir pasajes en cultivos celulares
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RESULTADOS

VN CRUZADA

Los sueros de cada padrillo (R, C y P) de los que se obtuvo un aislamiento, tenian AcN contra
AVE con titulos variables entre 1:8 y 1:16, de acuerdo a lo determinado a su arribo al
laboratorio, utilizando la cepa de referencia Bucyrus. El fenotipo de cada virus fue
caracterizado en microneutralizacion utilizando un panel de sueros policlonales positivos a
AVE del banco de sueros de la Catedra de Virologia, cuyos resultados se observan en la
Tabla 1. Cada antisuero neutralizé su virus homadlogo, pero no siempre neutralizé los otros
virus con igual titulo. Asimismo, los sueros positivos anti-AVE de equinos naturalmente
infectados (sin vacunacion) también neutralizaron los aislamientos con titulos variables (16 a
512). Para considerar un cambio significativo en el fenotipo de neutralizacion fue considerada
una diferencia de 4 diluciones o mas en el titulo neutralizante. También el suero de referencia
anti-AVE obtenido de equinos inoculados con la cepa Bucyrus original también neutralizé en
bajo titulo a cada uno de los aislamientos Argentinos (1:4 a 1:16). La cepa Bucyrus fue

neutralizada en menor titulo por los antisueros heterélogos.
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TABLA 1: Reactividad de los Ac policlonales a los distintos aislamientos de AVE por VN

Sueros Policlonales

Cepal/Aislamiento

Bucyrus LPO1 LPO2/R LPO2/C LPO2/P

Sueros ref.anti-bucyrus

“R”
“C”
“P”
“CH6”
“Gc”
“PR”
“U”
“ACZ”
“RE”
“F”
“B”
“CI”

1.4
1:16
1.8
1:16
1:16
1:16
1:64
1:32
1.8
1:16
1:4
1:8
1.8

1:16
1:256
1:128
1:128

1:64
1:128
1:256
1:256
1:256
1:128

1:8

1:64

14
1:512
1:.512
1:256
1:256

1:64
1:128
1:128
1:256

1:32

1.8

1:8
1:128

14
1:128
1:128
1:256
1:256
1:256
1:128
1:256
1:256
1:128
1:16
1:8
1:128

1.8
1:256
1:128
1:256
1:256
1:128
1:128
1:128
1:128
1:128

1:16
1:32
1:128

El titulo neutralizante se expresa como la reciproca de la diluciéon de suero que neutraliza el 50% de 100 DICTsg

de cada cepa viral
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RT-PCR

Cada cDNA fue amplificado utilizando como molde RNA extraido de células RK13 infectadas
con cada una de las cepas de AVE Argentinas y la utilizada como control. Tanto para el RT-
PCR del ORF 6 (proteina M) como del ORF5 (GP5) se obtuvo un producto claro y una banda
visible de aproximadamente ~449 pb o ~591 pb, respectivamente. La presencia del producto
del tamafio esperado permitié corroborar la identidad de los aislamientos como AVE (Figuras

1 ayb).

FIGURA 1: amplificacién de ORF6 y ORF5 parciales a partir de cepas de AVE Argentinas y de

la de referencia en geles de agarosa -a) 449 y b) 591 pb respectivamente-

a)

<—449

b)

<—591

B=cepa de referencia Bucyrus; 1= LP01; 2= LP02/R; 3=LP02/C; 4 LP02/P; L marcador de 100 pb
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PCR-SSCP

Para un primer rastreo de la variabilidad de las secuencias correspondientes a ambos ORFs
de los aislamientos argentinos de AVE, los productos de PCR se sometieron a electroforesis
en geles de SSCP. En las condiciones empleadas cada amplificado produjo un patrén de
bandas diferente, es decir, que por este método fue posible discriminar cada uno de los
aislamientos (Figuras 2 a y b). La técnica fue realizada en mas de una oportunidad para

confirmar los resultados.

FIGURA 2: Geles de SSCP que muestra los patrones de bandas de los amplicones
correspondientes al ORF6 (a) y ORF5 (b) del las cepas de AVE.

a) ORF 6 (gel 8%, buffer LIS, 150V)

b) ORF 5 (gel 10%, buffer formamida, 200V)

1= Bucyrus; 2= LP01; 3= LP02/R; 4= LP02/C; 5= LP02/P.
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PCR-RPLP

Como segundo paso para detectar variabilidad en las secuencias analizadas, se realizaron
digestiones de los productos de PCR correspondientes a los ORF de la proteina M (~449 pb) y
GP5 (~591 pb) con las enzimas de restriccion Alul, Avall, Ddel, Mval, Mboll, Hindlll, Xbal y
Hhal (ORF6) -Figura 3- y con Alul, Mval, Mboll, Hhal, Avall, Ddel, EcoRI, Ncol, BstXl (ORF5) -
Figura 4-. Para cada caso, los tamafos aproximados de los fragmentos fueron determinados
en base al marcador de 100 pb.

ORF®6: la digestion con Xbal y Mboll generé 2 patrones diferentes (Figura 3a y 3e), que
permitieron distinguir LPO1 de Bucyrus y del resto de cepas Argentinas (LP02/R, LP0O2/C y
LP02/P). La enzima Xbal produjo bandas de 395+55 pb en Bucyrus, LP02/R, LP02/C y
LP0O2/P, pero no digirié en LPO1 mientras que Mboll produjo un patron de digestion diferente
en Bucyrus, LP0O2/R, LP02/C y LP02/P (360 + 90) con respecto a LPO1 (280 + 160). Los
productos de todas las cepas fueron cortados por Alul en mas de dos fragmentos con tamafos
menores a 200 pb (Figura 3e). Ademas, la digestion con Avall resultd en dos patrones de
restriccion que discriminaron LPO1 y Bucyrus del resto de cepas Argentinas (282+56+111pb).
Sin embargo, la digestion con Ddel y Hindlll resulté en el mismo patron de restriccion para las
5 cepas -366 + 83 y 410 + 39 respectivamente- (Figura 3b) mientras que Hhal y Mval no
presentaron sitios de corte en ninguna de las mismas (Figuras 3c y 3d).

ORF5: la digestion enzimatica de los amplicones (591 pb) correspondientes a la GP5 se
observan en la figura 4 (a-e). Mval, Hhal, BstXI, EcoRI Ddel y Alul generaron dos patrones
diferentes que permitieron distinguir las cepas Argentinas de la cepa de referencia Bucyrus
(Figura 4a-e). Con Mval se obtuvieron 2 bandas de 450 y 130 pb en las cepas Argentinas y 3
bandas -360, 125y 110- en Bucyrus (Figura 4a). Hhal y EcoRI presentaron solo sitio de corte

en Bucyrus -420 + 170 y 345 + 245 pb respectivamente- (Figura 4a y 4c). BstXl cortd
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solamente las cepas Argentinas en dos fragmentos de aproximadamente 440 y 150 pb (Figura
4b) mientras que Ddel en 2 fragmentos de 520 y 60 pb y en 3 fragmentos en Bucyrus (380,
150 y 60 pb (Figura 4d) y Alul en 3 fragmentos (400 + 120 + 70) en la cepas Argentinas y dos
en Bucyrus (520 y 70). La digestion con Ncol, Haelll y Avall nos permitié discriminar entre las
cepas LP0O1 y LP02 (LPO2/R, LP0O2/C, LP02/P) y la cepa de referencia Bucyrus. Ncol no corto
LPO1 pero generd en Bucyrus (395 + 195 pb) un patron distinto al de las cepas LP02 -400 +
190 pb- (Figura 4c). Los distintos fragmentos generados por el corte con Haelll podrian ser el
resultado de la presencia de al menos 4 sitios de restriccion cuyas combinaciones producen 3
patrones diferentes, uno en Bucyrus (230, 190 y 150 pb), uno en LP01 (210, 200 y 140 pb) y el
restante en las cepas LP02 (200, 150, 130, 100 pb). La misma situacion ocurre en la digestion
con Avall: se generaron tres patrones de restriccion que nos permitieron distinguir LPO1 (dos
bandas de aproximadamente 430 y 160 pb) y LP02 (LP02/R, LP02/C, LP02 /P) —ningun sitio

de corte- y la cepa de referencia Bucyrus -300pb y otra menor- (Figura 4e).
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FIGURA 3: Resultados de la digestion de los productos de amplificacion del ORF6 (449 pb) de
las cepas de AVE con Xbal —a-, Ddel y Hindlll —b-, Hhal -c-, Mval -d-, y Alul, Mboll, y Avall —
e-. 1= Bucyrus; 2= LP01; 3= LP02/R; 4= LP02/C; 5= LP02/P; W= producto de PCR sin digerir y
L marcador de 100 pb.

7 : 5 2 345
1 2 3 4 5WL S R A IS 1 2 3 45WL

12345L12345L112345L
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FIGURA 4: Resultados de la digestién de los productos de amplificacion del ORF5 (591 pb) de
las cepas de AVE con Mval y Hhal —a-, BstXl —b-, EcoRI y Ncol —c-, Haelll y Ddel —d-, Alul y

Avall —e-. 1= Bucyrus; 2= LP01; 3= LP02/R; 4= LP02/C ; 5= LP02/P; W= producto de PCR sin
digerir y L marcador de 100 pb.

S
=
~—

!

Wl1l2234 5L 12343°F5 1 2 34 5 L1 23 4 5W
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ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Para confirmar la variabilidad de los ORFs detectada por SSCP y RFLP, los productos de PCR
de las cepas Argentinas fueron secuenciados y comparados entre si y con la cepa de

referencia NC_002532.

El ORF6 completo abarca 489 nucleétidos (nucledtido 11901 al 12389). En nuestro
caso y por el par de primers que utilizamos secuenciamos 411 nucle6tidos, como puede verse
en la Figura 5. En el analisis se observaron 46 sustituciones nucleotidicas totales (~11%), sin

deleciones ni inserciones. Las secuencias fueron registradas en el GenBank

(www.ncbi.nih.gov/Genbank) con los siguientes nimeros de acceso DQ333586, DQ333587,

DQ333588 y DQ333589 para LP0O1, LPO2/R, LP02/C y LP0O2/P respectivamente.

La comparacion de las secuencias predichas de aminoacidos de los aislamientos
Argentinos (136 de 162 totales) con la cepa de referencia, revelé un total de 8 cambios de
aminoacidos (Figura 6). Siete de ellos ocurrieron en las mismas posiciones en los 4
aislamientos Argentinos: leucina por isoleucina y por metionina (posiciones 30 y 42
respectivamente) valina por leucina (posicion 80) metionina por isoleucina, por valina y por
leucina (posiciones 81, 87 y 88 respectivamente) y fenilalanina por cisteina (posicion 95). Sin
embargo, en la posiciobn 114 la sustitucion de la prolina por serina sélo se observo en los
aislamientos LP0O2 (Figura 6).

Las diferencias entre secuencias de nucleétidos resultd en ~10% entre las cepas
Argentinas y la cepa de referencia NC_002532. El niumero de sustituciones nucleotidicas fue
de aproximadamente 16/411 (3,89%) entre LPO1 y LP02. Las cepas LPO02 difieren entre si
solamente en 3 a 4 nucledtidos (<1%). Los valores de identidad resultaron en 99% entre las

cepas LP02/R, LP02/C y LP0O2/P (Tabla 2).
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FIGURA 5: Alineamiento de parte de la secuencia de nucle6tidos del ORF6 (411 nucle6tidos)
de los cuatro aislamientos argentinos del virus de AVE con la cepa de referencia Bucyrus
(Numero de Acceso GenBank NC_002532). La denominacién de las cepas se indica a la
izquierda. Los puntos indican identidad respecto a la cepa de referencia NC_002532. En

negrita se indica la posicion de nucleotido de acuerdo a la secuencia NC_002532

11914

NC_ 002532 1 ATTCATTTTGTGGTGACGGGATTTTAGGTGAGTATCTAGATTACTTTATTCTGTCCGTCC 60
LP02/R B O At iiiennnn Tevunn. R
LP02/C B Attt e Teieenn..
LP02/P B O Bttt e R
LPO1 B O A...Teuuon.. Tevnn. Teveennn

NC 002532 61 CACTCTTGCTGTTGCTTACTAGGTATGTAGCATCTGGGTTAGTGTATGTTTTGACTGCCT 120
LP02/R e T . T..C.AA. .t i e Gevnnn. A..G..A..... GA....... T.
LP02/C P LR - ¥ - Gevennnnn A..G..A..... GA....... T.
LP02/P e T . T..C.AA. .t Gevnnn. A..G..A..... GA....... T.
LPO1 T L o Gevinnnnn A..G.evuunnn. AA....... T

NC 002532 121 TGTTCTATTCCTTTGTATTAGCAGCTTATATTTGGTTTGTTATAGTTGGAAGAGCCTTTT 180

LP0O2/R O N T..C.
LP02/C el Tel T..... I T..C.
LPO2/P e e Goe et e e i e et e e e T..C.
LPO1 el Tl T..... L G..T....

NC 002532 181 CTACTGCTTATGCTTTTGTGCTTTTGGCTGCTTTTCTGTTATTAGTAATGAGGATGATTG 240

LPO2/R e T.GCu e e e, Conn T....A..A. ......
LPO2/C GCev e Coun.. Te...Au B,
LPO2/P e GCov e Covn.. T....A..BA.......
LPO1 Cuunn. Coeee et NP Cun.. Te.oAe B,

NC 002532 241 TGGGTATGATGCCTCGTCTTCGGTCCATTTTCAACCATCGCCAACTGGTGGTAGCTGATT 300

LP02/R TN (e L L o
LP02/C B e B [ R N
LP02/P N S L (e L L
LPO1 B N S GT..T..C..... [

NC 002532 301 TTGTGGACACACCTAGTGGACCTGTTCCCATCCCCCGCTCAACTACTCAGGTAGTGGTTC 360

LPO2/R e Coviinn. L C.
LP02/C e Covvinl O C.
LPO2/P e Covvinn. L C.
LPO1I i Covvinl et e i e e i e e

NC 002532 361 GCGGCAACGGGTACACCGCAGTTGGTAACAAGCTTGTCGATGGCGTCAAGA 411

LP02/R B Bttt e e e e e e e
LP02/C S L Bttt e
LP02/P B Bt et e e e e e e e
LPOL e Bt et et e e e e e
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FIGURA 6: Alineamiento de parte de la secuencia de aminoacidos del ORF6 (136 de un total

de 162 aminoéacidos) de los cuatro aislamientos argentinos del virus de AVE con la cepa de

referencia Bucyrus (Numero de Acceso GenBank NC_002532). La denominacion de las cepas

se indica a la izquierda. Los puntos indican identidad respecto a la cepa de referencia

NC 002532 y los guiones ausencia de dato. En negrita se indica el nimero de aminoacido

correspondiente de acuerdo a la secuencia NC_002532

NC002532
LP02/C
LP02/P
LP02/R
LPO1

NC002532
LP02/C
LP02/P
LP02/R
LPO1

NC002532
LP02/C
LP02/P
LP02/R
LPO1

1 MGAIDSFCGDGILGEYLDYFILSVPLLLLLTRYVASGLVYVLTALFYSFVLAAYIWFVIVGRAFS 65

............................. I
............................. e
............................. e
............................. I M e

66 TAYAFVLLAAFLLLVMRMIVGMMPRLRSIFNHRQLVVADFVDTPSGPVPIPRSTTQVVVRGNGYT 130

.............. LI.....VL......Cuiiiiiiiii it i eeS ittt i iii e
.............. e
.............. LI.....VL.... .. .Ciiiii ittt i eSSttt i i
.............. L

131 AVGNKLVDGVKTITSAGRLFSKRTAATAYKLQ 162
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TABLA 2: Numero de cambios nucleotidicos (diagonal superior) y aminoacidicos (diagonal

inferior) sobre un total de 411 y 136 respectivamente, y porcentajes de identidad (entre

paréntesis), entre las secuencias del ORF6 de los aislamientos Argentinos del VAE vy la cepa

de referencia Bucyrus NC_002532. Los valores de identidad se calcularon mediante el
programa DNAstar

NC 002532 LPO1 LP02/R LP02/C LPO2/P
NC 002532 xx K 39 (90.51) 40 (90.26) 38 (90.75) 37 (90.99)
LPO1 7 (94.85) *xx 15 (96.35) 15 (96.35) 16 (96.10)
LP02/R 8 (94.11) 1 (99.26) *x*x 4 (99.02) 3 (99.27)
LP02/C 8 (94.11) 1 (99.26) 0 (100) xxx 3 (99.27)
LP02/P 8 (94.11) 1 (99.26) 0 (100) 0 (100) *KHx
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El ORF5 completo abarca 768 nucleétidos (nucleétidos 11146 al 11913). En nuestro caso y
por el par de primers que utilizamos secuenciamos 519 nucleétidos, como puede verse en la
Figura 7. En el analisis se observaron 96 sustituciones nucleotidcas (~18%), sin deleciones ni

inserciones. Las secuencias fueron registradas en el GenBank (www.ncbi.nih.gov/Genbank)

con los siguientes numeros de acceso DQ435439, DQ435440, DQ435441 y DQ435442 para

LPO1, LPO2/R, LP0O2/C y LPO2/P respectivamente.

La traduccidbn a aminoacidos (172 de 255 totales) reflej6 que las sustituciones
nucleotidicas involucraron 26 cambios de aminoacidos, que se detallan a continuacion:
sustitucién de lisina por &cido glutamico (posicién 61), isoleucina por valina (posicion 73) y
alanina por valina (posicion 141) unicamente en la cepa LPO1. Asimismo, soOlo en la cepa
LPO2/R se sustituyd la cisteina por el triptofano en la posicién 57; mientras que la treonina de
la posicion 67 fue sustituida por valina en LPO1 y LP02/C o por &cido glutdmico en LPO2/P y
LPO2/R. En la posicién 82, en LP0O1 y LP02/P se reemplazé acido aspartico por asparagina y
en la 84, tirosina por histidina (LP02/C y LP02/P). Solamente en las cepas LP02 se sustituyo
acido glutamico por aspartico en la posicion 71. El resto de las sustituciones fueron
concordantes en todas la cepas Argentinas respecto de la de referencia NC_002532: &cido
aspartico por glicina y por asparagina (posiciones 79 y 81 respectivamente); alanina por serina
(posiciones 85 y 89), por valina (posiciones 101 y 174) y por treonina (posiciéon 171); acido
glutamico por treonina (posicion 90); valina por fenilalanina (119), por isoleucina (208 y 217) y
por alanina (220); leucina por metionina (posicion 121) e isoleucina por valina (posiciones 154,

155, 175y 178) y por leucina (posicién 158) — Figura 8-.

Las diferencias entre secuencias de nucleétidos resultdé en ~17% entre las cepas

Argentinas y la cepa de referencia NC_002532. El nimero de sustituciones nucleotidicas fue
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de aproximadamente 28/519 (5,39%) entre LPO1 y LP02. Las cepas LP02 difieren entre si
solamente en 3 a 5 nucledtidos (<1%). Los valores de identidad resultaron en 99% entre las
cepas LPO2/R, LP02/C y LP02/P (Tabla 3).

Se describe al ORF5 como uno de los mas variables del genoma de VAE y es por ese
motivo que es uno de los mas estudiados para hallar diferencias entre las cepas. En la Figura
9 se muestran las secuencias de aminoacidos de las cepas Argentinas con respecto a la de
referencia NC_002532 y se indican las zonas variables y constantes, asi como los sitios mas
involucrados en la neutralizacion y los sitios probables de N-glicosilacion. Los sitios variables y
constantes en las cepas Argentinas concuerdan con los indicados en la bibliografia. El sitio de
glicosilacion critico para la infectividad viral y altamente conservado (amino&cido 56) se
encuentra conservado en todas las cepas Argentinas y en la NC_002532, aunque el sitio de
glicosilacion variable no aparece en esta ultima (aminoacido 81). El sitio neutralizante B, varia
solo en la cepa LPO1; el C es el mas variable con respecto a la NC_002532 y entre las cepas
Argentinas entre si, y el D tiene el mismo cambio de aminoacidos en todas las cepas

Argentinas respecto a NC_002532.
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FIGURA 7: Alineamiento de parte de la secuencia de nucle6tidos del ORF5 (519 nucle6tidos)
de los cuatro aislamientos del virus de AVE de Argentina con la cepa de referencia Bucyrus.
Los nameros en negrita indican la posicién de los nucleétidos correspondientes al RNAm del
ORF5 (Numero de Acceso GenBank NC_002532). La denominacién de las cepas se indica a

la izquierda. Los puntos indican identidad respecto a la cepa de referencia NC_002532

11295
NC 002532 1 GCACACTGCTTTGTACAATTGTTCCGCCAGTAAAACCTGTTGGTATTGCACATTCCTGGA 60
LPO2/R ... A..CCuvivnnnnn. Guevewnnnn C..G.ouuw [ C...GAG...T....
LPO2/C ... A..CC.uvvvvnnn. Covennnnn C..G..... C.u... C...GTG...T...
LP02/P ... A..CC.vvvnnn.. Cuovennnnn C..G..... [ C...GAG...T...
LPO1L ... (o]0 (o CGevnnnn (o GTG...T
NC 002532 61 CGAACAGATTATCACGTTTGGAACCGATTGTGATGACACCTACGCGGTCCCAGTTGCTGA 120
LP02/R L..Colll [ A..... G..T.GC...Au.vreeunnn. T.Teeeennnn. T.CAC
LP02/C ...Coll C.u... A..... G..T.GC...A...ou... CoeTeTeeeennnn. T.CAC
LP02/P L..Col Covun. A..... G..T.GC...A..A..... CooT.Tevennnnn T.CAC
LPO1 ... G.C.un.. A..... G..T.GC...A..A....... TT.Teeenennnn T.CAC
NC 002532 121 GGTCCTGGAACAGGCGCATGGACCGTACAGTGCGCTGTTTGATGACATGCCCCCTTTTAT 180
LP02/R A..TT....G..... T..o... [ N T et ettt e ettt
LP02/C A..TT....G..... T..... Geweveeeen T e e et e e e e et et
LP02/P A..TT....G..... T..o... [ N et ettt e e ettt
LPO1 A...T....G..... T.eo... [c I T ettt et et ettt e C..
NC 002532 181 TTACTATGGCCGTGAATTCGGCATAGTTGTGTTGGATGTGTTTATGTTCTATCCCGTTTT 240
LP02/R (O G..T..T...Tue.... At Tevn.. A.....
LP02/C (O G..T..T...T..... At e T.o... A.....
LP02/P (O G..T..T...T..... At Teo... A.....
LpO1 ... [ T..T Teu... A Teu... A.....
NC 002532 241 AGTTCTGTTTTTCTTATCAGTACTACCCTATGCTACGCTTATTCTTGAAATGTGTGTATC 300
LP02/R JR Gevennn T.G..T..... CovBine i [C T..
LP02/C P Gevevno T.G..T..... (O W Guevewnnnn T..
LP02/P B [T T.G..T..... (O WA Guevewnnnn T..
LPO1 [c T Gevenno T.G..Teee TP iinnnnn. Gevevnnnn G..
NC 002532 301 TATTCTGTTTATAATCTATGGCATTTACAGCGGGGCCTACTTGGCCATGGGCATATTTGC 360
LP02/R C...T..... G.GG.vvvnn Coviennnn T..A..T..T..A........ Ao,
LP02/C C...Tu.... G.GG.vvvvnn. Covinnnn T..A..T..T..A........ Accuen...
LP02/P e T G.GG.vvvnn Coviennnn T..A..T..T..A........ Ao,
LPO1 T G.GG.verrnn. [ T..A..T..T..A..T..... Ao,
NC 002532 361 GGCCACGCTTGCTATACATTCAATTGTGGTCCTCCGCCAATTACTGTGGTTATGCCTGGC 420
LP02/R Ao, C.T.Govurun. GG.vvwunn Tt i ieeeenn Gevevnnnn Gevevnnnn
LP02/C Ao C.T.Gevvrnnn [ Tt i ieieen Geverunnn Geverunnn
LP02/P Al C.T.Guevuvnnnn Geviewnnn Tt i ieeeenn Gevevnnnn Gevevnnnn
LPO1 AL, C.T.Guevuvnnn. [ [T C.Geviwnnnn
NC 002532 421 TTGGCGATACCGCTGTACGCTTCACGCGTCCTTTATATCAGCTGAGGGGAAAGTGTACCC 480
LP02/R Covunn [ (O Cute it ieeeeann GA.T.....
LP02/C C..... [c N (O (O GA.T.....
LP02/P Covunn [ (O Cute it ieeeeann GA.T.....
LPOl ... G..Tuu... [ ettt ettt et e e A.T.....
NC 002532 481 CGTAGACCCCGGACTCCCGGTTGCCGCCGTGGGCAATCG 519
LPO2/R e AA....... T.CT.vvun...
LPO2/C e AA....... T.CT.vvun...
LPO2/P e AA....... T.CTevvenn..
LPOL e AA....... T.CT.vvun...
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FIGURA 8: Alineamiento de parte de la secuencia de aminoacidos del ORF5 (172 de un total
de 255 aminoécidos) de los cuatro aislamientos argentinos del virus de AVE con la cepa de
referencia Bucyrus (Numero de Acceso GenBank NC_002532). La denominacion de las cepas
se indica a la izquierda. Los puntos indican identidad respecto a la cepa de referencia
NC 002532 y los guiones ausencia de dato. En negrita se indica el nimero de aminoacido

correspondiente de acuerdo a la secuencia NC_002532

NC 002532 46 LRYDEHTALYNCSASKTCWYCTFLDEQIITFGTDCDDTYAVPVAEVLEQAHGPYSALFDDMPPFIYYGREFGIVVLDVEM 125
LP02/C  mmmm e e e V...Devnnnn G.N..HS...ST.......... Ve et e it F.M....
LPO2/P  mmmm e E...De...... G.NN.HS...ST.......... Vo ettt i i F.M....
LPO2/R ————— ... Weeoononn. E...D....... G.N...S...ST...vvunnn. Vet e it F.M....
LPO1I  ————— ... E..... Voo Voo G.NN..S...ST....uuun.. Ve et e et F.M....

NC 002532 126 FYPVLVLFFLSVLPYATLILEMCVSILFIIYGIYSGAYLAMGIFAATLAIHSIVVLRQLLWLCLAWRYRCTLHASFISAE 205
LPO2/C e e e e VVe'liveeioeenennn I VA
LPO2/P e VV.e'Liveeoinnnenn. VA
LPO2/R e e e VVe'liveeionnnennn T VA
LPOL e Voo e eeeeenn VAT T T VA

NC 002532 206 GKVYPVDPGLPVAAVGNRLLVPGRPTIDYAVAYGSKVNLVRLGAAEVWEP 255

LP02/C S T B

LP02/P B T, A, mmmm e

LP02/R S T B ettt

LPO1 S L. A
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TABLA 3: Numero de cambios nucleotidicos (diagonal superior) y aminoacidicos (diagonal
inferior) sobre un total de 519 y 172 respectivamente, y porcentajes de identidad (entre
paréntesis), entre las secuencias del ORF5 de los aislamientos Argentinos del VAE vy la cepa
de referencia Bucyrus NC _002532. Los valores de identidad se calcularon mediante el

programa DNAstar.

NC2532 LPO1 LP02/R LP02/C LP02/P
NC2532 xxx 81 (84.39) 84 (83.81) 84 (83.81) 84 (83.81)
LPO1 23 (86.62) xx*x 28 (94.60) 26 (94.99) 25 (95.18)
LP02/R 21 (87.79) 7 (95.93) xx K 4 (99.22) 5 (99.03)
LP02/C 21 (87.79) 6 (96.51) 3 (98.25) *x*x 3 (99.42)
LP02/P 22 (87.20) 6 (96.51) 3 (98.25) 2 (98.83) *x K
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FIGURA 9: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del ORF5 de las cepas de VAE
Argentinas en comparacién con la cepa de referencia NC_002532, donde se indican las zonas
variables (V1-V3) y constantes (C;-C,), asi como los sitios involucrados en la neutralizaciéon (B-
D) y los sitios probables de N-glicosilacion (N).

C, (19-60) C, (122-140)
&
~
EE——

46 56 81
NC 002532 LRYDEHTALYNCSAS DVFMFYPVL 130
LP02/C === ........eieeee Vo Do .. .G.N.LHS. . ST. .. .. Vs BEML L 130
LP02/P  —====..........bee. Bl DL .. G.NN.HS. . ST. ... ... .. V... i BEML L 130
LP02/R  —————...... W.........E...D.......G.N...S...ST..........V.iiiieeeee EL Moo 130
LpO1l === .........E. . VL. VL. ..G.NN..S...ST. .. Vs e s e B M 130

B D
C5(179-201)
. V,(141-178)
NC 002532 VLFFLSVLPYATLILEMCVSILFIIYGIYSGAYLAMGIFAATLATIHSIVVLRQLLWLCLAWRYRCTLHASFISAEGKVYP 210
LPO2/C e e e VAT L VA PN I.. 210
LPO2/P e e VV..Liooueeeunnnn T VA PPN I.. 210
LPO2/R e e e VV..Leoeeioueunn. VA P I.. 210
LPOl ... Ve oo eeeeeenn VV..Lieoeeoeoannn O YA PPN I.. 210
V3(202-222) C,(223-255)

NC 002532 VDPGLPVAAVGNRLLVPGRPTIDYAVAYGSKVNLVRLGAAEVWEP 255
LP02/C  Lea... B — — — — — ——— ===
LP02/P L., T A - ———— e
LPO2/R Lo.... B — — — — — ——— ===
LPO1 ... A - ——————— e

El nimero de aminoAcido correspondiente figura entre paréntesis. Regiones variables: Vil(615121), V, (141-
178), y V3 (202-222). Regiones conservadas: C,; (19-60); C, (122-140); C; (179-201) y C,4 (223-255) indicadas con
barras o flechas. Sitios de glicosilacién en negrita —asparagina- principal y altamente conservado (56) y uno
variable (81) Sitios de neutralizacion mayores B (61) C (67-90) y D (99-104) indicados en rectangulos
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El andlisis de las secuencias de las cepas Argentinas se extendié a la comparacion con las
secuencias de las cepas de AVE elegidas del banco de datos, representantes de América y
Europa. En la Figura 10 se observa el alineamiento de parte de la secuencia de nucleotidos
del ORF6 (411 nucleétidos) de los cuatro aislamientos de VAE de Argentina con la cepa de
referencia Bucyrus NC_002532 y con las secuencias de América y Europa, denotadas en rojo
y azul, respectivamente. Se observa que las sustituciones de nucleétidos en las cepas
Argentinas se asemeja a las de las cepas Europeas, al igual que en las secuencias predichas
de aminoacidos que se observan en la Figura 11. Los porcentajes mayores de identidad entre
nucleétidos se encontraron entre las cepas Argentinas con cepas Europeas, a saber: para
LPO1 fueron de 97,6 con P1; para LP02/R de 97,8 con las cepas RQ, G1, BT-PA96 y R1; para
LP02/C de 97,8 con G1 y para LP02/P de 98,1 también con G1. En cuanto a las identidades
entre aminoacidos, coincidieron registrandose para LPO1, el 100% con G1 y P1; y para las
cepas LP02 el mismo porcentaje con RQ, BT-PA96 y R1 (Tabla 4).

Una situacion equivalente ocurre al analizar todas las cepas, Argentinas, Americanas y
Europeas entre si en el ORF5 (Figuras 12 y 13). Las cepas Argentinas tienen practicamente
las mismas sustituciones aminoacidicas a excepcién de LPO01, especialmente en V;. LPO2/R,
LP02/C y LPO2/P difieren entre si en 3 aminoacidos en la misma regién. Todas las cepas
analizadas a excepcion de la cepa NC_002532 tienen el sitio de glicosilacion en el aminoacido
81. Para remarcar, en la zona variable V; se observa la sustitucion del acido glutamico por
treonina en la posicion 90 y que ese cambio es comun a todas las cepas Europeas vy
Argentinas mientras que la serina sustituye a la alanina en la posicion 85, comun en todas la
Europeas, en una Americana (KY93) y la Argentinas. Excepto para CW96, el acido aspartico
fue sustituido por valina en la posicion 101 y por asparagina unicamente en KY93 en la

posicion 104. La leucina es sustituida por metionina en todas las Europeas y Argentinas en la
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posiciéon 121. En la zona V, se sustituye la isoleucina por valina en todas las Argentinas y
Europeas (excepto en CW96) en posicién 154 y por leucina en el aminoacido 158. En la
posicién 171 se sustituye la alanina por treonina en todas las cepas Argentinas y Europeas
(excepto CW96). En la zona V3 se sustituye la valina por isoleucina (aminoacido 208) en todas

las cepas Argentinas y Europeas excepto en CW96.

Los porcentajes de identidad, tanto de nucleétidos como de aminoacidos, mostraron que
todas las cepas Argentinas se asemejan mas a las Europeas; entre nucledtidos con la cepa Al
con valores de 97,3 con LPOl1 y LP02/C; 96,9 para LPO2/R y 97,1 para LP02/P. Para
aminoacidos, valores de 98,3 entre LPO1 y G1 y de 98,3, 98,8 y 97,7 para LP0O2/R, LP02/C y
LPO2/P con la cepa Al (Tabla 5).

Las diferencias y similitudes entre las secuencias analizadas se reflejan en los &rboles
filogenéticos de la Figuras 14, 15, 16 y 17. Los aislamientos LP02/R, LP02/P y LP02/C forman

un mismo cluster (Bootstrap =95%), agrupandose con las cepas Europeas.
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FIGURA 10: Alineamiento de parte de la secuencia de nucledétidos del ORF6 (411 nucledtidos)
de los cuatro aislamientos AVE de Argentina con la cepa de referencia Bucyrus y con las
secuencias obtenidas del banco de datos representantes de América (en rojo) y Europa (en
azul). Los numeros en negrita indican la posicion de los nucleétidos correspondientes al RNAmM
del ORF6 (GenBank NC_002532). La denominacion de las cepas se indica a la izquierda. Los

puntos indican identidad respecto a la cepa de referencia

11914

NC 002532 1 ATTCATTTTGTGGTGACGGGATTTTAGGTGAGTATCTAGATTACTTTATTCTGTCCGTCC 60
LPO1 B O A Tevunnn. Tevunn. T eeeennn
LP02/R e e e e e e e A, Tevunn. T eeeeann
LP02/C P S Teeennnn.
LP02/P e e e e e e At T eeeeann
KY84 O Tevenn.. oottt eeeeaann
CANB G e e e e e Tevennn. ettt eeennnnn
PAT 6 e Tevennn. ettt e e eeeaann
KY93 cC e e e e Teveenn. Tt ettt
KY 7T e e e e Teveenn. Tttt eneen
Y225 1 PP
CAO5G e e Tevennn. T et ettt e eeeenn T.
D84 B Tevernn. oottt eeeeeenn
E85 . Tevennn. ettt eeeeeann
CWo6 P O Attt i Tevennn. Teo... CT....T...
RQ B O Aeiiinannn Tevunn. T eeeennn
Gl O Bttt T eeeeann
BT-PA96 J O ) Tevunn. Teveenennn
Pl B O Bt Tevun.. Tereeeennn
R1 B O PP A iinnnnn Tevenn. T eennann
Al il B e ) Tevunn. Teeeeeeann
NC 002532 61 CACTCTTGCTGTTGCTTACTAGGTATGTAGCATCTGGGTTAGTGTATGTTTTGACTGCCT 120
LPO1 JR L R - Guevevunn. A..Gevunnnn. AA....... T
LP0O2/R L.l T T..C.AA. et ieeeennn Gevernnn. A..G..A..... GA....... T
LP02/C O 1V Guevevnnnn A..G..A..... GA....... T
LP02/P T T..C.AA. et ieeeennn Gevernnn. A..G..A..... GA....... T
KY84 e To A et ettt et L
CANS86 ..., 2
PA76 ... 2 Pt
KY93 S R o & et ettt e
KY77 S L [ L
722
CA95G e TLAT . e Covennnnn [
D84 S R ettt e et ettt et
E85 e T A ot e e e e e e e e e e e
CWo96 e R & ¥ N 7 GA....... TC
RQ T T..C.AA.....vveeeeeGuuuun... A..G..A..C..GA....... T
Gl JR L N o -V - W Gueverunn. A..G..A..... GA....... T
BT-PA96 FRR L R oV W Guevevunn. A..G..A..C..GA....... T
Pl T T..CoBAA. et i iieeeennn Gueverunnn A..G..A..C..GA....... T
R1 T T..C.AA. et iieennnnn Guevevunn. A..G..A..C..GA....... T
Al T T..CAA. et i ieeeaenn Guevevnnnn A..G..A..C..GA....... T
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NC 002532 121 TGTTCTATTCCTTTGTATTAGCAGCTTATATTTGGTTTGTTATAGTTGGAAGAGCCTTTT 180

LPO1 e T Teo... A G..T....
LP02/R e T P T..C.
LP02/C P T..... et ettt e e e T..C.
LPO2/P e PP T..C.
KY84 ... 1O
CAN86 el 5 PP Al.....
PA76 e 1 O et et C
KY93 ... 11O
KY77 ... 11O
UBS 3 e e e e e
CA95G e Teee.. 1 P C.
D84 e 11O
E85 ... O P
CWo96 ... AC....Guvennnnnn. et et e e e e T....
RQ T..Covvvnnnn P G..T

Gl T P G..T

BT-PA96 e To.Covvnnnn A G..T....
Pl e To.Cuivinnnn A G..T....
R1 T..Covvvnnnn [ G..T

Al T..Covvvnnnn A G..T

NC 002532 181 CTACTGCTTATGCTTTTGTGCTTTTGGCTGCTTTTCTGTTATTAGTAATGAGGATGATTG 240

LPO1 Counn. Coue et AC. e e e iiieennnn. Cuunn. T....A..A.......
LPO2/R e T.GCuveeeeeeenenns Couvnn T....ALLA. ...
LPO2/C e e [0 Couvnnn T....A..A.......
LPO2/P e GChv e e Covnn T....A..A.......
KY84 BT e e e CT.A..uun... Geeteee e
CANBG e Tevunn. CoBAuvvnn... [
PA76 P Aoooea... [
KY93 B € N C..Aevenn... Gttt
KY77 BT e Cuvenneean CoBivenn... [
722 5
CAO5G e e e e e Avcveeo... [ C.
D84 BT e e e CT.A..uun... Geveeieenn
E85 BT e e e e CT.A.uuun... Geeeeeeeenn
CWO 6 e e e T..Covunn. C...A..A..A...A
RO .. Cueeeeeeeenn ToAC. ettt e eenenn Couvunn T....A A ...,
Gl .. Cou ittt AC. e e e i iiieennnn Couvnnn T....A..A.......
BT-PA96 ....... (O T.AC. e ettt eeeeenn Covnnn T....A..A ...
P1 .. Coue et e e AC. e e e iiieennnnn Couvnnn T....A A ...
2 Coueeeeeeen T.AC. ottt e e eieeann Counn T....A..A.......
Al D R & AC. et e i iiieennnn Couvnnn T....A..A ...,

NC 002532 241 TGGGTATGATGCCTCGTCTTCGGTCCATTTTCAACCATCGCCAACTGGTGGTAGCTGATT 300

LPO1 AL LG T e e GT..T..C..... L
LP02/R € GT..T..Ceiii it iii i
LP02/C AL LG T e e L
LP02/P € GT..T..Ceiii it iii i
KY84 ALLLGLALLAL L. et e e e e
CAN86 R T oo ettt e e e ittt i i e i
PAT76 N
KY93 AL LG AL LA e T e e e e i i e e
KY77 LALLLG Ao Covnnii. Tt e e e e
VBS53 I
CA95G e Tttt e e i i e i e
D84 ALLLGLALLAL L et e e e e
E85 ALLLGLALLAL L. Covinnni Tooveno.. T
CWo6 AL LG T e e GT..... L
RQ D GT..T..C..... [
Gl AL G T e e GT..T..Ciiii it i
BT-PA96 S GT..T..C..... [
Pl AL G T e e GT..T..C..... N
R1 T GT..T..C..... [
Al AL G T e GT..T..C..... L



NC 002532 301 TTGTGGACACACCTAGTGGACCTGTTCCCATCCCCCGCTCAACTACTCAGGTAGTGGTTC 360
LPO1 i Covnns L

LP02/R e Covennnnn L R C.
LP02/C e Covennnnn O C.
LP02/P e Covennnnn O C.
KY84 e Covnnn Y
CANS86 e Cuovnnnnn et e et e e e et e e e e
PAT6 e et ettt e e et e e e e e
KY93 .. Covnnn T
KY77T e Covnnn T C.
UBS 53 e e e e e Ao,
CA95G e Cuovevnnnn et e e e e e e e e e
D84 ... Covennn 1
E85 e Covnnn 1 PP
CWOG e et e et e e e e e e
RO e Cuovvnnnn [ C.
Gl e Cuovevnnnn et ettt e e e et e e e e C.
BT-PA96 e Cuovennnnn L C.
Pl e Covennnnn et e e e e e e e e e e C.
2 Cuovnnnn. O C.
Al e Covennnnn et e e e e e e e e e e C.

NC 002532 361 GCGGCAACGGGTACACCGCAGTTGGTAACAAGCTTGTCGATGGCGTCAAGA 411

LPO1 e Bttt et e e
LP02/R e T 2 P
LP02/C P 2
LP02/P e T 2 P
KY84 S [ L A......
CANS6 T e e Tt et eeeeenn
PA76 DO e e e e e e e e e e
KY O3 e e e e e Ao.....
KY77 F R Tttt eeennn Al.....
Y2125 1 5
CRAO5G e e e e e Tt e eeeennn
D84 T e e [ Ao.o....
E85 D P Ao..o...
CWOG e e e e e e e e e e e
RO e Bttt e e e
Gl JR T Bttt e et e e e
BT-PA96 i Bttt e e e
= 2
RL e Bttt e e e
2 2



FIGURA 11: Alineamiento de parte de la secuencia de aminoacidos del ORF6 (136 de un total
de 162 aminoéacidos) de los cuatro aislamientos argentinos de AVE con la cepa de referencia
Bucyrus (Numero de Acceso GenBank NC_002532) y con las secuencias obtenidas del banco
de datos representantes de América (en rojo) y Europa (en azul). La denominacion de las
cepas se indica a la izquierda. Los puntos indican identidad respecto a la cepa de referencia
NC _002532. En negrita se indica el nimero de aminoacido correspondiente de acuerdo a la
secuencia NC 002532

6
NC 002532 1 SFCGDGILGEYLDYFILSVPLLLLLTRYVASGLVYVLTALFYSFVLAAYIWFVIVGRAFSTAYAFVLLAA 70
LPOL e T Mttt ettt e
LPO2/R e e R Mt ettt et et e e e
LPO2/C e e T eiieinnn Mt et et e e e e
LPO2/P e e P Mt e ettt et et e
KY B4 e e Lie ettt eeeaann Veeooonnn
CANB G e e e e e L iieeeeennn. Tt iieeenn V.
= T Pl...uu....
KYO3 e Hevootee e ieean Lottt eeeeeeenaenn Veeeuunnn.
20 Lottt eeeeeeeaann Veeooeunnn
V25315 5
CAO5G e e e e e Lt e ettt et ettt
D84 e e e Lottt eeeeeeeeaann Veeeuunnn.
0 5 e ettt eeeeaann Veeweunann
CWO6 e R M...... Lt ettt et e et e et
RO e e Teieeennn. Mt et ettt et e e
Gl e R Mt e et e et e e
BT-PAO6 ittt Teieeennn. M et et et e e et e
= R Mttt et et e e
2 3 M e e et e e e e
AL e R Mttt e e Nevowonunn.

NC 002532 71 FLLLVMRMIVGMMPRLRSIFNHRQLVVADFVDTPSGPVPIPRSTTQVVVRGNGYTAVGNKLVDGVK 136
LPO1 JEPR 75 S Vi.eu... ot e e et e e e e e e e e
LP02/R [P 75 A Vieeu.o.. et ettt et S e e e e e e
LP02/C s W LIl Ve...... [ S
LP02/P PP 75 AP VIieeuwo.. [ S e e e e e
KY84 .. 2 St e I.
(0528 1< PPt
=
KYo93 ... VL e e e et et e et e St e I.
KY77 e 2 S e e e e I.
Y253 =1 Lottt e e
(053 € Pt
D84 ... 2 K S I.
E85 e £ St e e e TI.
CWo6 ...AT.I.I.VL...... et e e et e e e e e e e e e
RQ JEPP 7 AP Vieeuuo.. ettt et S e e e e e e
Gl JEPR 75 A Vieeu... et et et e e e e e e
BT-PA96 [P 75 AP Vi.eo... [ S e e e e e e e
Pl JEPR 75 A Vieeu... et e e et e e e e e e e
R1 [P 75 AP Vi.eoo.. [ 1St
Al JEPR 7 A Vieeow.. et e et e e e e e e e e e
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TABLA 4: Porcentajes de identidad de a pares de secuencias de nucleétidos (diagonal superior) y aminoacidos (diagonal inferior) entre

las secuencias del ORF6 de los aislamientos Argentinos del VAE y cepas Americanas y Europeas. La identidad se calculé mediante el

programa DNAstar. Resaltados en amarillo y verde, se indican los mayores porcentajes de identidad de nucleétidos y aminoacidos

respectivamente, entre las cepas Argentinas y Europeas

NC2532 LP01 LP02/R LP02/C LPO2/P KY84 CAN86 PA76 KY93 KY77 VBS53 CA95G D84 E85 CW96 RQ Gl BTPA96 Pl R1 Al

NC2532 | **x* 90.5 90.3 90.8 91.0 93.2  95.6 96.1 93.9 93.4 99.5 94.9 93.2 92.9 90.5 89.3 90.8 89.3 89.8 89.3 89.5|NC2532
LPO1 94.9 ok k 96.4 96.4 96.1 88.6 90.5 90.0 89.3 89.3 90.5 91.2 88.6 88.8 92.2 97.1 97.1 97.1 97.6 97.1 97.3|LPO1
LPO2/R | 94.1 99.3  wxw 99.0 99.3 87.8 89.8 89.3 88.1 89.1 90.3 90.5 87.8 88.1 92.0 97.8 97.8 97.8 97.3 97.8 97.1|LP02/R
LP02/C | 94.1 99.3  100.0  *** 99.3 88.3 90.3 89.8 88.6 89.5 90.8 91.0 88.3 88.6 91.7 96.8 97.8 96.8 96.8 96.8 96.6 | LP02/C
LPO2/P | 94.1 99.3  100.0 100.0  *** 88.1 90.0 89.5 88.3 89.3 91.0 90.3 88.1 88.3 92.2 97.1 98.1 97.1 97.1 97.1 96.8 | LP02/P
KY84 95.6 92.6  91.9 91.9 91.9 ok 95.1 95.1 97.8 98.3 93.2 94.4 100.0 99.3 88.6 86.4 87.3 86.4 86.9 86.4 86.9|Kvs4
CAN86 97.8 92.6  91.9 91.9 91.9 94.9  xxx 97.6 95.9 95.9 95.6 97.3 95.1 95.4 90.3 88.3 89.3 88.3 88.8 88.3 88.6 | CANSG
PA76 97.8 92.6  91.9 91.9 91.9 95.6 97.1 *** 95.4 95.4 96.1 96.4 95.1 94.9 89.8 87.8 88.8 87.8 88.3 87.8 88.3|PAT6
KY93 94.9 91.9 91.2 91.2 91.2 99.3  94.1 92.1 *** 98.1 93.9 95.6 97.8 97.6 88.6 87.1 87.6 87.1 87.6 87.1 87.6|KY93
KY77 95.6 92.6  91.9 91.9 91.9 100.0 94.9 95.6 99.3 *** 93.4 95.1 98.3 98.1 88.1 87.6 88.6 87.6 88.1 87.6 88.1|KY77
VBS53 99.3 94.1  93.4 93.4 93.4 94.9 97.1 97.1 94.1 94.9  **x 94.9 93.2 92.9 90.5 89.3 90.8 89.3 89.8 89.3 89.5|VBSS53
CR95G 99.3 94.1  93.4 93.4 93.4 96.3 98.5 98.5 95.6 96.3 98.5  **x* 94.4 94.6 89.5 89.1 89.5 89.1 89.5 89.1 89.3|CR95G
D84 95.6 92.6  91.9 91.9 91.9 100.0 94.9 95.6 99.3 100.0 94.9 96.3  **x 99.3 88.6 86.4 87.3 86.4 86.9 86.4 86.9|D84
E85 95.6 92.6  91.9 91.9 91.9 100.0 94.9 95.6 99.3 100.0 94.9 96.3 100.0 *** 89.3 86.6 87.6 86.6 87.1 86.6 87.1|E85
CW96 92.6 97.1  96.3 96.3 96.3 91.9 91.9 91.9 91.2 91.9 91.9 93.4 91.9 91.9 *** 91.2 91.5 91.2 91.7 91.2 91.5|CW96
RQ 94.1 99.3 TOOWO @000 TOOMO °1.9 91.9 91.9 91.2 91.9 93.4 93.4 91.9 91.9 96.3 ¥ 98.1 100.0 99.5 100.0 99.3|RQ

Gl 94.9  [@OOMO 99.3 99.3 99.3 92.6 92.6 92.6 91.9 92.6 94.1 94.1 92.6 92.6 97.1 99.3 x*x* 98.1 98.5 98.1 98.3 |Gl
BT-PA96 | 94.1 99.3 TOONO @OOWO [®OOMO 91.9 91.9 91.9 91.2 91.9 93.4 93.4 91.9 91.9 96.3 100.0 99.3  **x* 99.5 100.0 99.3 | BT-PA96
Pl 94.9  [@OOMO 99.3 99.3 99.3 92.6 92.6 92.6 91.9 92.6 94.1 94.1 92.6 92.6 97.1 99.3 100.0 99.3 *%% 99,5  99.8 | Pl

R1 94.1 99.3 [@M0OMO0 @TOONO [@OOMG 91.9 91.9 91.9 91.2 91.9 93.4 93.4 91.9 91.9 96.3 100.0 99.3 100.0 99.3 *xx 99.3 | RL

Al 94.1 99.3  98.5 98.5 98.5 92.6  91.9 92.6 91.9 92.6 93.4 93.4 92.6 92.6 96.3 98.5 99.3 98.5 99.3 98.5 **x |l

NC2532 LPO1 LP02/R LP02/C LPO/P KY84 CAN8B6 PA76 KY93 KY77 VBS53 CA95G D84 FE85 CW96 RQ Gl BTPAY6 Pl R1 Al
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FIGURA 12: Alineamiento de parte de la secuencia de nucle6tidos del ORF5 (519)
nucleétidos) de los cuatro aislamientos Argentinos de AVE con la cepa de referencia
Bucyrus y con las secuencias obtenidas del banco de datos representantes de América
(en rojo) y Europa (en azul). Los nimeros en negrita indican la posicion de los nucleétidos
correspondientes al RNAmM del ORF6 (GenBank NC_002532). La denominacion de las
cepas se indica a la izquierda. Los puntos indican identidad respecto a la cepa de

referencia

11295

NC 002532 1 GCACACTGCTTTGTACAATTGTTCCGCCAGTAAAACCTGTTGGTATTGCACATTCCTGGA 60
LPOlL ... CChoviennnnn (o CGevnnnn (o GTG...T...
LPO2/R ..., A..CCovvvnnnnn. Guevewnnnn C..G.ouuw [ C...GAG...T....
Lp0O2/C ... A..CC.ovivennn. Covennnnn C..G..... C.ou... C...GTG...T...
LP02/P ... A..CCovvvvnnnn. Cuovennnnn C..G.ouuw [ C...GAG...T....
KYys4 ..., Aooeen... Tttt e e [ Teeeennn. A..
CANS6 e [ (o] c Cuveeeeenn A..
PAT6 e Teeennnn. P CoveGuvinnnnnnn
KY93 ..., Aoeenenn.. ettt e e R A..
KY77 ... Acevenn.. T e e e e ettt e ettt ettt e Teveeenn. A..
VB S O3 e e e e e e e
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D84 ... Aoeun... Tttt eeeenn [ Teeennnn. A..
ESS ... Accevn... Tttt e e [ Teeennn. A..
CWo6 LT CChoviennnnn (o GTTGA. . .Cev et eeeeeennn T...
RO .. CCovvnennn Cuovinnnnn C..C..... Cuovinnnnnn GTG...T..
Gl .. CChovivennnnn Cuovennnnn (o (o AG...T..
BT-PA96 i CCovivennnnn Cuovinnnnn C..C..... Cuovinnnnnn GTG...T..
P1 .. CChovivennnnn Cuovennnnn (o (o GAG...T..
RL .. CCovinnnnnn (o C..Coun.. (o GTG...T..
Al .. (o]0 (o Cuovinnnnn Covinnnnnn GTG...T..
NC 002532 61 CGAACAGATTATCACGTTTGGAACCGATTGTGATGACACCTACGCGGTCCCAGTTGCTGA 120
LPO1I ... G.C..... A..... G..T.GC...A..A....... TT.Teeeennnn. T.CAC
LP02/R ...Conl [ A..... G..T.GC...Aueeennnn. I T.CAC
LP02/C ...Cot Covnn. A..... G..T.GC...A........ CooT.Tevennnn. T.CAC
LP02/P ...Colll [ A..... G..T.GC...A..A..... CoTeTeeeennnn. T.CAC
KY84 e [ A..... Aevvennnnn. Tt ettt eeeaenn T
CAN86 ..., GuCuttee e eiieeennn [P U (O CT...T
PA76 B A..A..... (O T...T
KY93 ..., [c (o A..... B Tt e eeeeenn T...T
KY77 ... Guevevennnnn [ Avevennnnn. Tttt e e e T
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BT-PA96 ..., C.ou... A..... G..T.GC...A....uuuun.. TeTeeeeennnn T.CAC
Pl e [ A..... G..T.GC A R T.CAC
R1 ... C.u... A..... G..T.GC Aovneinnnn. ToTeeeeennn. T.CAC
Al e Covnnn Ao.... G..T.GC Avveeiinnn R L T.CAC
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NC 002532 121 GGTCCTGGAACAGGCGCATGGACCGTACAGTGCGCTGTTTGATGACATGCCCCCTTTTAT 180

LPO1 A...T....G..... T..... Gevvvnnnin N C..
LP02/R A..TT....G..... T..... Gevvvnnnvn T e e e e e e e e e
LP02/C A..TT....G..... T..... Gevvvnnninn Tt e e e e e e
LP02/P A..TT....G..... T..... Gevvnnnn T e e e
KYg84 N T e C..
CAN86 e Gevvvnnnvn T e C..
PATO e e e e e e T A..... C..
KY93 I T Al C..
O T e C..
VBS53 e e e e e e T e e
CA95G P Gevvnnnnn T e i e e C..
D84 I T e e C..
E85 Y T e i i e e C..
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RQ A..TT G..... C.oonn Gevnnnnvn N C

Gl A..TT G..... C.oo. G..A....... Tt e e i e C

BT-PA96 A..TT G..... C.oonn Gevvnnnnvnn N C

Pl A..TT G..... C..... [ N C

R1 A..TT G..... C.oo.. Gevvnnni N C

Al A..TT G..... T..... Gevvnnnin N C

NC_ 002532 181 TTACTATGGCCGTGAATTCGGCATAGTTGTGTTGGATGTGTTTATGTTCTATCCCGTTTT 240

Lp0O1 L Covvnnnnnn T..T...T..... Ao, T..... A.....
LP02/R [ G..T..T...T..... AL i e T..... A.....
LP02/C Coviieie i i G..T..T...T..... Al iii, T..... A.....
LP02/P [ G..T..T...T..... AL i e T..... A.....
KY84 L T.oo.o... I T..C........
CAN86 N To.o.... et e e e e e e T.....
PAT6 o C.oon Teeiiiiiia. L
KYy93 L. Toooooon. T.o..... N T..C..T...C.
KY7T7 e T..o.... N T..C........
Y22
CA95G P T.o.o.... T e T.....
D84 L Tooo... I T..C........
E85 L T.oo.... N T..C........
CW96 e Gevvnnnn CT....TA. .t i i i T..... A.....
RQ e G..T...... T..... AL i i T..... A.....
GL i T..... G..T...... T..... Al T..... A.....
BT-PA96 i G..T...... T..... AL i i T..... A.....
Pl O G..T...... T..... Al T..... A.....
RL e G..T...... T..... A i i T..... A.....
Al e G..T...... T..... Al T..... A.....

NC 002532 241 AGTTCTGTTTTTCTTATCAGTACTACCCTATGCTACGCTTATTCTTGAAATGTGTGTATC 300

LPO1 [c P [P T.G..Tuee' TeviBeinnnnnnn. Gevevunnn G..
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KYys4 ..., At e T.eo... Tt i eeeeen AT.veeeinnnnn CT......
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PAT6 e T et e e ettt e ettt e e e
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KY77 e e Tt e eeeeen 2
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CA95G B 3 L Cou...
pDg4 ... At i iineeen Tevn.. Tt e ieeeen AT.veeeinnnnn CT......
E85 e T A e S AT. v eeeinnnn CT......
CWo6 P G..Te'TeeeeTeueennn. B ettt e
RQ B [T T. T..... o W [c T G

Gl O Govvnnt T.
BT-PA96 P [CR T.
Pl O Govvnnt T.
R1 P [C T.
Al P [ T.
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NC 002532 301 TATTCTGTTTATAATCTATGGCATTTACAGCGGGGCCTACTTGGCCATGGGCATATTTGC 360

LPO1 e Too G.GG........ Covinn T..A..T..T..A..T..... AL,
LP02/R C...T..... G.GG........ Covinnn T..A..T..T..A........ Ao
LP02/C C...T..... G.GG........ Covvvnnn T..A..T..T..A........ Aol
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KY84 B I T e i
CANBG e e e [ T
2 T e e
KY93 T N T
KY77 o N T e
Y221 15 1 T
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D84 T N T e
E85 i I T
CwWo6 G T . ..C. T an sl T..... T..T..A..... T i C.....
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Gl cee Too G.GG........ Covvin T..A..T..T..A........ Aol
BT-PA96 e Tol G.GG........ Covinnn T..A..T..T..A........ A........
Pl Go.Too G.Guevivvvvnn Covinnn T..A..T..T..A........ Ao,
R1 cee Tol G.GG........ Covinnn T..A..T..T..A........ Ao
Al cee Tol G.GG........ Covinnn T..A..T..T..A........ Ao,

NC 002532 361 GGCCACGCTTGCTATACATTCAATTGTGGTCCTCCGCCAATTACTGTGGTTATGCCTGGC 420

LPO1 Al C.T.G........ L [C C.Govvvinn
LP02/R Al C.T.G....... GG..... .. Tevinnoin. Govvnnnn Govwnnnn
LPO2/C Al C.T.G........ (€ T Goevvvnvl Goevvvnnn
LP02/P Al C.T.G........ [C Tevinoin. Gevnnnnn Gevnnnns
Kyg84 L. C.Tevnnn. Gevnnnnnnn N [C C.G...T....
CAN86 e L Toooooo.. Gevvvvnniaan T....
PAT6 i Gt e e e Gevwnnnn Gevvnnnn
KYy93 L. CAT.......... Gevvvnnnn AL, [ C.G...T.

KY77 i C.Teenn.. Gevwnnnnnn Tooooon [ C.G...T....
722125 1 T
CA95G o L Toooon. GT....oovvinn. T....
pg84 ... C.T.o.ooin.. Gevvnnnin Toooooon. [ C.G...T....
E8S il C.Teoooo... Gevvvnnnn Toooooon. [CI C.G...T....
cwoe L. A..AAT......... Tovevnoo.. T.T........ GT..... C.G...T....
RQ Al C.T.G........ L Gevvnnnn Gevvnnnn
Gl Al C.T.G...ovnn. L Govivnnn Govevnn
BT-PA96 Al C.T.G........ L Gevnnnns Gevvnnnn
Pl Al C.T.G...ovnn. L Gevwnnnn Gevwnnnn
R1 Al C.T.G........ L Gevvnnnnn Gevvnnns
Al Al C.T.G........ L Gevvnnnn Gevwnnnn

NC 002532 421 TTGGCGATACCGCTGTACGCTTCACGCGTCCTTTATATCAGCTGAGGGGAAAGTGTACCC 480

LpOL L. G..T..... C.oo.. Gt e e A.T.....
LP02/R C..... G..T.ooii.. Covinie i Covinie e GA.T.....
LP02/C C..... G..T.evio... [ [ GA.T.....
LP02/P C.o.... G..Teoiian. Coviiie i Coviiieii e GA.T.....
Kyg4 ... Covinnniiieiee L Ao, T..
CAN8G6 ... L T e e Gevnnnnn
PA76 .. T T e i i et i e e
Kyes L.l Covvnnnniiii L Ao, T..
KYy77 L. Coviiii i L
722125 T
CA95¢ ... Covinee i i L Gevnnnnn
pg4 L. Covnnneiiiia O Ao T..
E8S L. Covinee i i O Ao T..
CwWo6 Covvnnn T..T..C..... C..... A e i i i e
RO C..... G..T..... C.o.... L A.T.....
Gl C..... G..T..... C..... e e e A.T.....
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R1 C.oon. G..T..... C.oo. Gt e e A.T.....
Al Coonn G..T..... C.oonn Gt e e A.T.....
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FIGURA 13: Alineamiento de parte de la secuencia de aminoacidos del ORF5 (172 de un
total de 255 aminoacidos) de los cuatro aislamientos Argentinos de AVE con la cepa de
referencia Bucyrus (Numero de Acceso GenBank NC_002532) y con las secuencias
obtenidas del banco de datos representantes de América (en rojo) y Europa (en azul). La
denominacién de las cepas se indica a la izquierda. Los puntos indican identidad respecto
a la cepa de referencia NC_002532. En negrita se indica el niumero de aminoacido

correspondiente de acuerdo a la secuencia NC_002532

51
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Gl K.o.... V..., G.NN..S...ST....ou.n.. Veiinn.
BT-PA96 i N.o.... Ve G.N...S...STuuuneoonn. Ve
Pl . | G.N...S...STuuuuunnn.. Veiiinn..
RI e N..... Ve G.N...S...STuuunon.n.. Veiinn.
AL Ve G.N...S...STuuunenonn. Ve
NC_002532 61 YYGREFGIVVLDVEFMFYPVLVLFFLSVLPYATLILEMCVSILFIIYGIYSGAYLAMGIFA 120
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KY93 ... L.
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TABLA 5: Porcentajes de identidad de a pares de secuencias de nucledtidos (diagonal superior) y aminoacidos (diagonal inferior) entre
las secuencias del ORF5 de los aislamientos Argentinos del VAE y cepas Americanas y Europeas. La identidad se calculé mediante el
programa DNAstar. Resaltados en amarillo y verde, se indican los mayores porcentajes de identidad de nucleétidos y aminoacidos

respectivamente, entre las cepas Argentinas y Europeas

NC2532 LPO1 LP0O2/R LP02/C LP02/P KY84 CAN86 PA76 KY93 KY77 VBS53 CA95G D84 E85 CWS6 RQ Gl BTPA96 Pl R1 Al
NC2532 il 84.4 83.8 83.8 83.8 91.5 93.1 95.0 90.6 93.3 99.4 92.1 91.5 90.9 85.5 85.4 84.6 85.4 85.2 85.4 85.5 | NC2532
LPO1 86.6 HAK 94.6 95.0 95.2 84.2 85.5 85.4 84.2 85.7 85.0 85.0 84.2 84.4 85.5 96.7 96.3 96.7 96.5 96.7 97.3 | LPO1
LP02/R |87.8 95.9 xx% 99.2 99.0 83.4 84.6 84.8 82.9 84.0 84.4 84.4 83.4 83.2 84.0 96.5 95.6 96.5 96.1 96.5 96.9 | LPO2/R
LP02/C 87.8 96.5 98.3 el 99.4 83.4 85.0 85.2 82.9 84.0 84.4 84.8 83.4 83.6 84.0 96.9 95.6 96.9 96.1 96.9 97.3 | LPO2/C
LP02/P |87.2 96.5 98.3 98.8 ol 83.4 85.0 85.5 82.9 84.0 84.4 85.2 83.4 83.6 84.0 96.7 96.1 96.7 96.3 96.7 97.1 | LPO2/P
KY84 93.0 89.0 89.5 89.5 89.0 ol 90.8 91.7 96.5 97.1 91.7 90.8 100.0 99.0 83.6 84.6 83.8 84.6 84.0 84.6 84.8 | K84
CAN86 93.0 90.7 89.5 90.7 90.1 89.2 x KK 92.9 90.9 92.1 093.3 97.9 90.8 91.7 84.6 85.7 85.4 85.7 85.9 85.7 85.9 | CAN8S6
PA76 94.8 88.4 89.5 90.7 91.3 92.4 93.6 e 90.6 93.8 95.2 92.3 91.7 91.5 84.0 85.9 85.2 85.9 85.7 85.9 86.1 | PAT6
KY93 91.3 89.5 88.4 88.4 87.8 95.9 92.4 90.7 *x* 95.0 90.8 90.4 96.5 96.3 83.8 84.4 84.4 84.4 83.8 84.4 84.6 | KY93
KY77 93.6 89.5 89.5 89.5 89.0 94.9 89.8 93.0 94.8 x** 93.4 91.3 97.1 96.9 85.2 85.5 85.2 85.5 85.0 85.5 85.7 | KY77
VBS53 98.3 88.4 89.5 89.5 89.0 91.5 92.0 95.3 91.9 92.0 *** 92.3 91.7 91.1 85.7 85.9 85.2 85.9 85.7 85.9 86.1 | VBS53
CA95G 93.6 90.7 89.5 90.7 91.3 89.8 96.0 95.3 91.9 89.2 92.6 il 90.8 91.3 84.2 85.5 85.2 85.5 85.7 85.5 85.7 | CA95G
D84 93.0 89.0 89.5 89.5 89.0 100.0 91.3 92.4 95.9 97.1 093.6 91.9 it 99.0 83.6 84.6 83.8 84.6 84.0 84.6 84.8 | D84
E85 91.9 89.0 88.4 89.5 89.0 98.8 92.4 92.4 95.9 97.1 92.4 91.9 98.8 x kK 83.8 84.4 84.0 84.4 83.8 84.4 84.6 | E85
Cwo6 89.5 89.0 88.4 89.0 88.4 89.0 91.9 90.1 90.1 89.5 90.7 91.3 89.0 89.5 H*x* 85.9 85.7 85.9 85.9 85.9 85.9 | CW96
RO 88.4 97.7 97.7 98.3 97.1 88.6 88.6 89.0 89.5 88.1 88.1 88.6 90.7 89.5 89.5 *xx 98.1 100.0 98.7 100.0 99.4|RQ
Gl 87.2 98.3 96.5 96.5 97.1 89.0 90.1 89.0 89.0 90.1 89.0 90.1 89.0 89.0 89.0 97.1 * kK 98.1 97.9 98.1 98.3 |Gl
BT-PAS6 | 88.4 97.7 97.7 98.3 97.1 90.7 90.7 89.0 89.5 90.1 90.1 90.7 90.7 89.5 89.5 100.0 97.1 *x** 98.7 100.0 99.4 | BT-PA96
Pl 88.4 96.5 97.1 96.5 96.5 89.0 90.1 89.0 87.8 89.0 90.1 90.1 89.0 87.8 90.1 97.1 96.5 97.1 KAAK 98.7 98.8 | P1
R1 88.4 97.7 97.7 98.3 97.1 90.7 90.7 89.0 89.5 90.1 90.1 90.7 90.7 89.5 89.5 100.0 97.1 100.0 97.1 x** 99.4 | R1
Al 89.0 97.7 ©98.3 98.8 97.7 90.7 90.7 89.5 89.5 90.7 90.7 90.7 90.7 89.5 89.5 99.4 97.7 99.4 97.7 99.4 **x*% | Al

NC2532 LPO1 LP02/R LP02/C LP02/P KY84 CAN86 PA76 KY93 KY77 VBS53 CA95G D84 E85 CW96 RO Gl BTPA96 Pl R1 Al
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FIGURA 14: Arbol filogenético de las secuencias del ORF6 que muestra las relaciones

nucleotidicas entre los aislamientos argentinos del VAE, la cepa de referencia Bucyrus

NC_002532 y las cepas representantes de Europa y América. Los niumeros sobre las ramas

indican los valores del test de Bootstrap (con 1000 iteraciones) para ese nodo.
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FIGURA 15: Arbol filogenético de las secuencias del ORF6 que muestra las relaciones
aminoacidicas entre los aislamientos argentinos del VAE, la cepa de referencia Bucyrus
NC_002532 y las cepas representantes de Europa y América. Los niumeros sobre las ramas
indican los valores del test de Bootstrap (con 1000 iteraciones) para ese nodo.
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FIGURA 16: Arbol filogenético de las secuencias del ORF5 que muestra las relaciones

nucleotidicas entre los aislamientos argentinos del VAE, la cepa de referencia Bucyrus

NC_002532 y las cepas representantes de Europa y América. Los numeros sobre las ramas

indican los valores del test de Bootstrap (con 1000 iteraciones) para ese nodo.
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FIGURA 17: Arbol filogenético de las secuencias del ORF5 que muestra las relaciones

aminoacidicas entre los aislamientos argentinos del

NC _ 002532 y las cepas representantes de Europay A

VAE, la cepa de referencia Bucyrus

mérica. Los nimeros sobre las ramas

indican los valores del test de Bootstrap (con 1000 iteraciones) para ese nodo.
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DISCUSION

En este estudio comparamos la variabilidad de las secuencias de las proteinas M y GP5
(ORF6 y 5 respectivamente) por PCR-SSCP, RFLP y secuenciacion de las Unicas cepas de
AVE aisladas en Argentina pertenecientes a 4 padrillos localizados en 2 establecimientos con

alta prevalencia de Ac pero sin enfermedad clinica.

Todas las cepas Argentinas presentaron un fenotipo de neutralizacion similar:
enfrentadas con sueros pertenecientes al mismo establecimiento de donde fueron aisladas
los titulos variaron entre 1:64 y 1:512, mientras que los aislamientos fueron neutralizados en
menor medida por el suero policlonal de referencia (1:4-1:16). Balasuriya y col., en
numerosos estudios informaron que el indice de neutralizacion de virus aislados de la misma
area geografica podrian variar debido a la existencia de una considerable variacion
antigénica entre aislamientos ocurridos durante un mismo afio 0 mas aun obtenidos de la
misma epizootia. Compararon los titulos neutralizantes de cepas aisladas en Europa, las
cuales eran neutralizadas por 4 sueros policlonales anti-AVE con titulos entre 128 a 512 y
gue otras cepas de campo con un mismo policlonal tenian titulos neutralizantes variables
entre 32 a 512 (Balasuriya y col., 1995a y 1997). Otros autores, también informaron
variaciones en la neutralizaciéon en cepas de campo utilizando tanto Ac monoclonales como
policlonales (Glaser y col., 1995; Wescott y col., 1995). En nuestro caso, la cepa Bucyrus
utilizada en nuestro laboratorio aparece antigénicamente distinta ya que fue neutralizada en
menor medida por los antisueros pertenecientes a los padrillos donde ocurrieron los
aislamientos. En este establecimiento hubo una alta prevalencia de Ac sin enfermedad

clinica, coincidiendo con lo informado por Timoney y McCollum, 1993 y Patton y col., 1999.
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Estos autores demostraron que la infeccién asintoméatica y subclinica en equinos es muy
comun y que los animales persistentemente infectados transmiten en forma venérea virus

aun de baja virulencia.

Los patrones de migracion diferentes observados por PCR-SSCP indican que los
cuatro aislamientos poseen diferentes secuencias en ambos ORFs entre ellos y con respecto
a Bucyrus. Este método es muy sensible para detectar variaciones puntuales entre
secuencias (Orita y col., 1989; Hayashi, 1991). No hemos encontrado trabajos cientificos
gue utilicen PCR-SSCP como rastreo de variabilidad en cepas de AVE; no obstante, es un
método que ha sido utilizado con éxito en otras virosis (Farfan y col., 1997; Chandler y

Nordoff, 1999; Kiss y col., 1999; Jones y Weber, 2001; Moncayo y col., 2001).

Como fue informado por Sekiguchi y col., 1995, PCR-RFLP de una porcion de la
proteina M (449 pb) es un método confiable que permite distinguir cepas de AVE. Nos
permiti6 diferenciar la cepa aislada por primera vez (LP0O1) de los otros tres aislamientos
argentinos procedentes de un mismo establecimiento LP02/R, LP02/C y LP02/P y de la cepa

de referencia Bucyrus.

El analisis de las secuencias parciales de los ORFs mostr6 que las diferencias
observadas con los métodos de rastreo correspondieron a variaciones de nucleétidos
puntuales entre los aislamientos. Los valores de identidad y las relaciones filogenéticas entre
las secuencias confirmaron que LPO1 es diferente del resto de las cepas Argentinas y que las

cuatro pueden ser agrupadas en un grupo filogenético distinto a la cepa NC_002532.

Nuestros resultados coinciden en cierto modo con los obtenidos por Balasuriya y col.,
1998 y Sugita y col., 1994, quienes observaron heterogeneidad en aislamientos de AVE y

variaciones antigénicas de las proteinas involucradas en la neutralizacion, utilizando técnicas
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virologicas clasicas y moleculares. También Fukunaga y col., 1994, demostraron diferencias
serolégicas entre la cepa Bucyrus, Bucyrus modificada y cepas de campo utilizando la VN
cruzada y ellos pudieron diferenciar equinos vacunados con vacunas activas de aquellos
vacunados con cepas de campo mediante PCR-RFLP de otros ORF como 2, 4 y 5. Sin
embargo, las diferencias entre los aminoacidos de LPO02/R, LP02/ C y LPO2/P no se

reflejaron en variaciones del fenotipo de VN.

La variabilidad genética de las proteinas M, N y GP5 ya fue demostrada en distintos
aislamientos (Chirnside y col., 1994, Balasuriya y col., 1995b, Sugita y col., 1994). La
secuenciacion del ORF6 ha sido utilizada en los comienzos para determinar la existencia de
distintos grupos geograficos entre aislamientos de América y Europa. Posteriormente los
andlisis filogenéticos se basaron en las secuencias de ORF5 ya que en él se observa el
mayor nivel de diversidad (Balasuriya y col., 1995b, 1998 y 1999a; Stadejek y col., 1999;
Larsen y col., 2001).

Respecto a las zonas variables del ORF5 entre cepas de AVE, V; sigue siendo la
zona mas variable entre los aislamientos de Argentina. Asimismo, el sitio de glicosilacion
(amino&cido 81) es altamente conservado entre todas las cepas analizadas. Como ya fue
expresado, la adquisicion de sitios de glicosilacion podria influir en la patogénesis y virulencia
de los arterivirus (Balasuriya y col, 1999a). En el caso de LP01, LP02/P, PA76, CA95G y G1
también hay una sustitucion por asparagina en la posicion 82. Asi como parece ocurrir en el
virus de la deshidrogenasa lactica del raton, donde la adquisicidon de sitios de glicosilacion en
la misma proteina causaria infeccion persistente sin neuroviruencia (Anderson y col, 1995;
Faaberg y col, 1995; Plagemann 1996), los padrillos residentes en Argentina de donde

fueron obtenidas las muestras eran portadores asintomaticos.

67



En este estudio, mediante un rastreo de variabilidad utilizando secuencialmente PCR-
SSCP y RFLP encontramos diferencias entre las cepas aisladas en Argentina. Mediante la
secuenciacion de ORF 6 y 5 pudimos confirmarla y establecer al menos un posible origen de
las cepas: los arboles filogenéticos revelan identidad con las cepas Europeas. También es
importante resaltar que aun cuando la mayoria de los autores selecciona la GP5 para
establecer relaciones de filogenia, el uso del ORF6 mostrd practicamente el mismo resultado
y demuestra que otros genes ademas del ORF5 pueden estudiarse para conocer variabilidad
entre cepas. Mas aun cuando ambas proteinas estan involucradas en la replicacion viral y la
respuesta inmune.

Si bien la secuenciacion es la mejor opcién para caracterizar, PCR-SSCP y RFLP
presentan alternativas sencillas y reproducibles a la hora de hacer un rastreo de la presencia
de cepas que difieren en cuanto a la antigenicidad, al menos en laboratorios que no cuentan

con acceso a la secuenciacion.
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CONCLUSIONES

e Las metodologias utilizadas nos permitieron caracterizar por primera vez los

aislamientos de AVE de Argentina.

e El andlisis comparativo de secuencias confirmd que los aislamientos Argentinos LPO1

y LP02 son diferentes entre si y de otros aislamientos.

e Las cepas Argentinas se agrupan con las cepas Europeas comparando ambos ORFs.

e Las diferencias antigénicas observadas en la VN cruzada entre la cepa Bucyrus y las

Argentinas se confirma mediante el analisis comparativo de secuencias y se relacionan

con cambios de aminoacidos.

e La adquisicion de sitios de glicosilacion en la region variable V; del ORF5 podria ser

responsable de la infeccidn persistente de los padrillos residentes en Argentina de

donde fueron obtenidas las muestras.

e En estudios futuros deberia determinarse si las variaciones encontradas son

responsables de las diferencias de tropismo, antigenicidad y virulencia de las cepas.
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