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ARTICULO ORIGINAL

Aidlamiento eidentificacion de pestivirus obtenidos de alpacas (Lama pacos) y
llamas (Lama glama) de la Region Metropolitana, Chile?

Isolation and identification of pestiviruses in alpacas (Lama pacos) and llamas (Lama glama)
introduced to the Region Metropolitana, Chile

M O Celeddn”, J Osorio, J Pizarro

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Santiago, Chile.

SUMMARY

The natural habitat for more than 90% of the domestic South American camelids (SAC) in Chile, alpaca (Lama pacos) and llama (Lama glama),
is located between 11° and 21° South latitude at 3,800 and 5,000 ms of altitude. Lately, alpacas and llamas have been introduced to other geographic
parts of the country where they are in contact with domestic ruminants, making likely infection with BVDV, present in cattle, goats and sheep. The
BVDV includes two species, BVDV genotype I (BVDV I) and BVDYV genotype I (BVDV 1II), which along with the border disease virus (BDV) and
classical swine fever virus (CSFV) conforms the Pestivirus genus of the Flaviviridae family. This study evaluates the hypothesis that SAC introduced
to the Metropolitan Region (MR) of Chile are infected with pestiviruses. In order to perform viral isolation, samples were taken from 80 SAC (42
live alpacas, 35 live llamas, 2 dead 1lamas and 1 aborted foetus of llama), coming from 4 flocks suspected to be infected with pestivirus. The samples
were inoculated in primary culture of bovine foetus lung cells (free of BVDV), passing each sample 5 times, and were then analyzed by direct
immunofluorescence and indirect immunoperoxidase techniques to detect the presence of pestivirus antigens. For molecular characterization, a
fragment of the 5’-untranslated region (5’-UTR) of RNA of the isolates was amplified by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
and treated with restriction enzymes Pst |, Bgl | and Xho | in order to identify species of viruses. The results show that 18 SAC (10 alpacas and 8
llamas from the 4 studied flocks), were infected with pestivirus. All isolates were non cytopathogenic. BVDV I was isolated from 6 alpacas while
BVDV II was isolated from 4 alpacas and 8 llamas . The viral samples were obtained from 8 healthy alpacas, 2 alpacas with abortion, 5 healthy
Ilamas, 2 llamas with abortion and 1 dead llama without clinical history. It is concluded that alpacas and llamas from the MR of Chile are infected
with BVDV I and BVDV II.
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INTRODUCCION criben dos biotipos, citopatico y no citopatico (Lee y

Gillespie 1957). El andlisis de diferentes regiones del

El género Pestivirus, perteneciente a la familia
Flaviviridae, incluye al virus de la diarrea viral bovina
(VDVB), al virus de la enfermedad de la frontera (VEF)
y al virus de la peste porcina clasica (VPPC). E1 VDVB
infecta rumiantes domésticos, rumiantes silvestres y cer-
dos; el VEF infecta ovinos, caprinos y cerdos. E1 VPPC
infecta cerdos (Vilcek y Belak 1996, Walz y col 1999).

El VDVB, VEF y VPPC poseen antigenos comunes
y propios, pero sélo se define un serotipo por especie
viral, pese a que los aislados virales presentan una alta
diversidad antigénica (Corapi y col 1990, Xue y col 1990,
Paton y col 1991, Paton y col 19957, Ridpath y col 2000).
De acuerdo a la capacidad que tiene el virus para provo-
car efectos visibles en cultivos de células in vitro, se des-
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genoma y en particular de la regiéon 5’ no traducida
(5’UTR) ha permitido clasificar los Pestivirus en 4 gru-
pos: VDVB genotipo I (VDVB 1), VDVB genotipo 1II
(VDVB 1), VEF y VPPC (Pellerin y col 1994, Ridpath y
col 1994, Vilcek y col 1994). Actualmente se han obte-
nido nuevos aislados virales a partir de animales silves-
tres y el andlisis de su genoma ha llevado a postular su
inclusién como nuevas especies de pestivirus (Becher y
col 1997, Becher y col 1999, Harasawa y col 2000).

El VDVB se distribuye en la poblacién bovina mun-
dial y produce, principalmente, infecciones que afectan
los aparatos digestivo y respiratorio (Baker 1987). La
infeccion de hembras en gestacién puede producir abor-
to, muerte perinatal, o el nacimiento de terneros
persistentemente infectados (Brownlie 1990). En el afio
1994, en Estados Unidos de Norteamérica y en Canada
surgié una enfermedad severa con mortalidad mayor a
un 25% que se denomind “sindrome hemorragico” o “dia-
rrea viral bovina aguda severa”. En todos los casos se
aisl6 VDVB II (Pellerin y col 1994, Ridpath y col 1994).
El VDVB II también se ha aislado de bovinos con
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enfermedad clinica moderada o desde animales sin sin-
tomas de enfermedad (Ridpath 2003).

En ovinos la infeccién conel VDVB 1o conel VDVB
II produce signos clinicos similares a los producidos por
el VEF (Giangaspero y Harasawa 2004). En otras espe-
cies, como cabras, rumiantes exdticos y camélidos del
viejo y nuevo mundo, los signos clinicos producidos por
el VDVB son similares a los descritos para el bovino,
pero la presentacién de la enfermedad es de menor
frecuencia (Loken 1995).

En Chile el VDVB estd ampliamente difundido en el
ganado bovino (Reinhardt y col 1990, Celed6n y col 1996,
Celedon y col 1997%) identificdndose la presencia de los
genotipos VDVB 1y VDVB II (Aguilera 2001, De Calisto
2001) en el ganado nacional, aunque no se han descrito
casos de enfermedad grave. También se ha detectado el
VDVB I en ovinos y caprinos (Miiller 2003) y anticuerpos
neutralizantes para el VDVB en alpacas (Lama pacos) y
llamas (Lama glama) ubicadas en la Regién Metropoli-
tana (RM) y en contacto con ganado doméstico. Sin em-
bargo, no se han pesquisado animales con anticuerpos
para el VDVB en guanacos (Lama guanicoe) de la Re-
gion de Aysén y Magallanes ni en vicuias (Vicugna
vicugna) de la Region de Tarapaca (Celedon y col 2001).

Debido a que algunos productos obtenidos de los
camélidos sudamericanos (CSA), como la fibra, la carne
y el cuero, muestran interesantes perspectivas de merca-
do, en los tiltimos afos se ha tratado de impulsar el desa-
rrollo de esta ganaderia, lo que ha llevado a un aumento
en la frecuencia de transporte de animales desde el alti-
plano chileno a diferentes regiones del pais. El cambio
de ambiente y la posibilidad de contacto con el ganado
doméstico facilita la posibilidad de que los CSA se in-
fecten con el VDVB pudiendo hacer cuadros clinicos de
variada gravedad y/o servir de reservorio para las espe-
cies susceptibles. A base de lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue aislar e identificar pestivirus desde alpacas
y llamas introducidas en la R.M.

MATERIAL Y METODOS

Muestras. De 42 alpacas y 35 llamas vivas se tomaron
muestras de sangre, una llama muri6 al dia siguiente de
haberse tomado la muestra. De 2 llamas adultas muertas
y de 1 feto de llama abortado se tomaron muestras de
tejidos (bazo, ganglios linféticos, higado, pulmén o ri-
noén). Todas las muestras provenian de animales entre
4 y 10 afios, ubicados en 4 rebafos (A, B, C y D) de
4 comunas diferentes de 1a R.M. Para el rebafio A se con-
taba con el antecedente de la existencia de una alpaca y
una oveja con anticuerpos para pestivirus y que las alpacas
estaban separadas de corrales de bovinos, ovinos y
caprinos por no mds de tres metros; todos los animales
del predio presentaban apariencia de estar sanos. El re-
bafio B estaba constituido por 200 alpacas, llamas y al-
gunas ovejas; se tenia el antecedente que en un periodo
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de 9 meses habia ocurrido un episodio de enfermedad
respiratoria, digestiva y abortos. De 41 hembras prefia-
das 26 abortaron muriendo 8 y, ademds, muri6 una hem-
bra que parié un mortinato (Miranda 2000); por andlisis
serolégico, de 32 hembras sobrevivientes, en 7 se detec-
taron anticuerpos para pestivirus (Celedén y col 2001).
El rebafio C constituido por 45 llamas; en un periodo de
4 meses las llamas sufrieron fiebre, 6 abortaron y 5 de
ellas murieron, a la necropsia los intestinos se observa-
ron enrojecidos. No se detectaron animales serorreaccio-
nantes a pestivirus. En el rebafio D, 3 de 11 llamas pre-
sentaban anticuerpos para pestivirus (Celedén y col
2001); 2 se encontraron muertas, sin antecedentes pre-
vios de estar enfermas.

De la muestra de sangre sin coagular se extrajeron
plasma y leucocitos, mediante un gradiente de densidad
de Ficoll Hipaque® (densidad 1,077). De la sangre coa-
gulada se extrajo suero. Los fragmentos de tejidos fue-
ron procesados separadamente para la obtencién de
in6culos. El plasma, los leucocitos, el suero y los indculos
se conservaron a—40°C hasta ser sometidos al aislamiento
viral.

Aislamiento viral. Las células y el suero equino, previos
a ser usados en el aislamiento viral, fueron verificados
de estar libres de infeccién con el VDVB, por prueba de
inmunofluorescencia directa (IFD) que emplea un con-
jugado fluorescente policlonal para el VDVB*, y por prue-
ba de inmunoperoxidasa indirecta (IPI) que emplea un
“kit” comercial que contiene una mezcla de 4 anticuerpos
monoclonales para el VDVB?. En el aislamiento viral se
emple¢ el procedimiento recomendado por la OIE (2000),
con algunas modificaciones. Las muestras se inocularon
en volumen de 200 ul sobre monocapas de cultivos pri-
marios constituidos por, aproximadamente, 400.000 cé-
lulas de pulmén fetal bovino, en su quinto pasaje, con
24 horas de crecimiento en MEM"* adicionado de un 10%
de suero equino*. Luego de incubar por 60 minutos a
37°C se agregé MEM con un 2% de suero equino. Las
células inoculadas y sin inocular (a modo de control ce-
lular) se incubaron a 37°C por un periodo de 5 dias efec-
tudndose observaciones microscépicas diarias para
controlar viabilidad celular, toxicidad de las muestras,
efecto citopdtico y contaminacién bacteriana o flingica.
Al quinto dia se lisaron mediante 3 ciclos de congela-
cién y descongelacién. Los cultivos celulares inocula-
dos con las muestras de suero, plasma y/o linfocitos
procedentes de un mismo animal, después del primer
pasaje se reunieron en una alicuota para volver a inocu-
larse sobre una nueva monocapa celular; las cosechas
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constituidas por muestras de tejidos se continuaron
inoculando en forma separada. El proceso se repiti6
5 veces.

Identificacion antigénica de los aislados virales. Para
pesquisar la presencia de antigenos de pestivirus se apli-
caron las pruebas, antes descritas, de IFD en células cre-
cidas en laminillas dispuestas en tubo y de IPI en células
crecidas en microplacas.

Identificacion gendmica de los pestivirus aislados. Los
aislados virales obtenidos a partir de los camélidos, e
identificados como pestivirus por las pruebas de IFD e
IPI, se identificaron genémicamente por RT-PCR y pos-
terior andlisis con enzimas de restriccion. Para ello se
extrajo el ARN total de monocapas de células infectadas
con el virus, utilizando Trizol LS, segun instrucciones
del proveedor (Invitrogen, USA). E1 ARN obtenido se
resuspendié en agua destilada libre de ADNasas y
ARNasas y se guard6 a —20°C hasta el momento de
realizar la PCR.

La transcripcion inversa del ARN y la posterior am-
plificacién por PCR (RT-PCR) de la regién 5' UTR del
genoma de los pestivirus se realizé de acuerdo a las con-
diciones optimizadas en el laboratorio de Virologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Uni-
versidad de Chile. Los partidores utilizados para la RT-
PCR fueron 326: 5’-TCAACTCCATGTGCCATGTAC-
3’y 324:5-ATGCCCTTAGTAGGATAGCA-3 con ubi-
cacion 395-375y 108-128 en el genoma de la cepa NADL
del VDVB, respectivamente (Vilcek y col 1994).

La transcripcién inversa se realizé en un volumen de
10 ul, bajo las siguientes condiciones: Tris HCI 20 mM;
KCI 50 mM; ditiotreitol 5 mM; 10 pmoles de partidor
326; MgCl, 8 mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP 0,5 mM
de cada uno; Thermoscript transcriptasa inversa (GIBCO,
USA) 1U; inhibidor de ribonucleasa Rnasa OUT
(GIBCO-BRL) 2U. La reaccién se realiz6 por 45 minu-
tos a 55°C y luego se incubé 5 minutos a 90°C para
inactivar la enzima.

La PCR se realiz6 en un volumen de 25 ul, de acuer-
do a las siguientes condiciones: Tris HC1 20 mM, KCI
50 mM; MgCl2 2 mM; ditiotreitol 2 mM; dATP; dCTP,
dGTP, dTTP, 0,2 mM de cada uno; 2U de inhibidor de
ribonucleasa Rnasa OUT (GIBCO-BRL); partidor 324
10 pmoles; Taq polimerasa 2,5U (GIBCO) y 10 ul de la
reaccion de transripcion inversa. La PCR se realiz6 de
acuerdo al siguiente programa: desnaturacién inicial a
94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de alineacion-
elongacion-desnaturacion del ADN a 55°C por 30 se-
gundos, 72°C por 3 minutos y 94°C por 30 segundos.
Para el ultimo ciclo el tiempo de extensién fue de
10 minutos. La reaccién de amplificacion se realiz6 en
un termociclador con placa difusora de calor (PTC —100.
MJ Research Inc).

CAMELIDOS SUDAMERICANOS, DVB, PESTIVIRUS

Como control negativo de la reaccién de RT-PCR se
utiliz6 el ARN total extraido a partir de monocapas de
células de pulmon fetal bovino no inoculadas con mues-
tras y libres de pestivirus. Como control positivo se utili-
z6 el ARN total extraido de monocapas de células de
pulmén fetal bovino, infectadas con la cepa NADL del
VDVB.

El fragmento de ADN amplificado se visualizé por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% en tris
borato EDTA (TBE) y posterior tincién con nitrato de
plata (Espejo y Escanilla 1993). La electroforesis se
llevé a cabo a 150 Volt por 1 hora.

El fragmento amplificado del ADN se determiné por
la deteccion, en el gel, de una banda de 288 pb.

Genotipificacion de los aislados de pestivirus. La de-
terminaciéon de los genotipos de los aislados de
pestivirus obtenidos a partir de los CSA se realizé a
través del andlisis de los patrones de fragmentos de
ADN, obtenidos luego de cortar el ADN sintetizado por
la RT-PCR, con las enzimas de restriccién (ER) Bgl I,
Xho |y Pst | (RFLP) (cuadro 1) (Vilcek y col 1994,
Paton y col 1995b, Harpin y col 1995). Para ello, 50 ng
del fragmento de ADN amplificado se incubaron con
5U de cada una de las enzimas de restriccién por 3-4
horas a 37°C. Luego, los fragmentos de ADN se sepa-
raron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%
en TBE (150 volt durante 105 minutos) y se tifieron
con nitrato de plata (Espejo y Escanilla 1993). La iden-
tificacion de los distintos tipos de pestivirus se realiz
segtin lo mostrado en el cuadro 1 (Vilcek y col 1994,
Paton y col 1995° Harpin y col 1995).

RESULTADOS

En los 4 rebafios de CSA ubicados en la R.M. se de-
tectd presencia de animales infectados con pestivirus. En
el rebafio A, se aislé6 VDVB en la sangre de 5 de las 12
alpacas muestreadas; en el rebafo B, de las muestras de
sangre de 32 alpacas, en 5 se aislé pestivirus; en el reba-
fo C de las muestras de sangre de 22 llamas, en 3 se
pesquiso pestivirus, en tanto que desde muestras de bazo,
ganglio linfatico, higado, pulmén y rifién obtenidos de
una llama adulta muerta y desde muestras de higado y
pulmén obtenidos de un feto abortado, no se aislé
pestivirus; en el rebafio D, de las muestras de sangre de
11 llamas, en 4 se pesquiso pestivirus y en una muerta se
aislo pestivirus desde las muestras de bazo, ganglio,
pulmén y rifién (llama 1.064) (cuadro 2).

A excepcion de la alpaca 10 del rebaifio A, que entre-
g6 un resultado negativo a la prueba de IFD y de 1a llama
796 del rebafio C, en que no fue posible precisar el diag-
noéstico por la prueba de IFD, las muestras de los 16
camélidos restantes fueron diagnosticadas como positi-
vas por los dos procedimientos empleados (IFD, IPI),
s6lo hubo diferencias en la cantidad de células que
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demostraron presencia de antigenos de pestivirus y tam-
bién en la intensidad de la coloracién, con respecto a una
misma prueba (cuadro 1)

En ninguno de los cultivos celulares inoculados, lue-
go de 5 pasajes de las muestras, se detect6 presencia de
efecto citopdtico en las monocapas celulares, conside-
rdndose a todos los aislados de pestivirus como virus no
citopdticos.

En todos los virus aislados se pudo amplificar por
RT-PCR laregién 5° UTR del genoma viral, confirman-
do su identificacién como pestivirus. Ninguno de los frag-
mentos de ADN obtenidos por la RT-PCR fue digerido
simultdneamente por las enzimas de restriccion Pst I, Bgl
I'y Xho |, 1o que indica que no habrian aislados del VPPC.
Fragmentos de ADN obtenidos por la RT-PCR a partir
de 6 aislados de pestivirus obtenidos desde alpacas, fue-
ron digeridos por las enzimas Pst | y Xho I, 1o que iden-
tificd a estos pestivirus como virus del genotipo I del
VDVB (VDVB-I). Por otra parte, fragmentos de ADN
obtenidos de 4 alpacas y de 8 llamas fueron digeridos
por la enzima“‘Xho | y no fueron digeridos por la enzima
Pst I, identificandolos como virus del genotipo II del
VDVB (VDVB-II) (cuadro 1). No se observaron frag-
mentos de ADN digeridos tnicamente por la enzima
Pst I, 1o que indica que ninguno de los pestivirus aqui
obtenidos corresponde a un VEF.

DISCUSION

Al aislar e identificar VDVB en CSA naturalmente
infectados, se confirma la infeccidn por pestivirus en los
CSA de Chile, preliminarmente detectada a través de la
identificacién de animales con anticuerpos que neutrali-
zan al VDVB (Celed6n y col 2001).

El alto porcentaje de aislamientos se atribuye a que
se realiz6 un muestreo dirigido a rebafios de CSA donde
se sospechaba de la presencia del virus, dado por la de-
teccion de animales serorreaccionantes al VDVB, por
antecedentes de la existencia de CSA enfermos con una
patologia atribuible a pestivirus, y por estar en contacto
con ganado bovino, ovino o caprino susceptible de estar
infectado con pestivirus. En segundo término, se inocu-
16, por separado, en diferentes monocapas de células,
diferentes indculos procedentes de un mismo animal, y
en tercer lugar se aumenté el nimero de pasajes de la
muestra en los cultivos celulares, de 3 (que es lo reco-
mendado por los estdndares) a 5, a base de experiencias
previas en el laboratorio, donde se ha observado que
muestras que resultan negativas al tercer pasaje se hacen
positivas al aumentar el nimero de pasajes a 5.

Si bien con este estudio no es posible conocer el ori-
gen de la infeccion en estos CSA, es probable que lo sea
por el contacto con bovinos, 1o que se sustenta en que no
se detectd presencia de anticuerpos para el VDVB en
vicufias de la Regién de Tarapacd y en guanacos de la
Region de Aysén y Magallanes (Celedén y col 2001),
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Cuadro 1. Patrones de digestion de VPPC*, VDVB I*, VDVB
I1* y VEF* con las ER’ Pst |, Bgl 1 y Xho 1.

Digestion patterns of classical swine fever virus, bovine
viral diarrhea virus genotype I, bovine viral diarrhea virus genotype II
and border disease virus with the restriction endonucleases Pst | , Bgl |
and Xho I.

ER VPPC VDVBI1 VDVBII VEF
F

Pst | + + - +
Bgll + - - -
Xho | + + + -

+: Digestién del ADN con la enzima

- : Ausencia de digestién con la enzima.

(Vilcek y col 1994, Paton y col 1995 °, Harpin y col 1995).
virus peste porcina cldsica

¢ virus diarrea viral bovina genotipo I

¢ virus diarrea viral bovina genotipo I

virus enfermedad de la frontera

enzimas de restriccién

#

Cuadro 2. Genotipos de los aislados del virus diarrea viral bovi-
na obtenidos de alpacas y llamas de la Region Metropolitana.

Genotypes of bovine viral diarrhea virus isolates obtained
from alpacas and llamas of the Region Metropolitana.

Rebafio Animal IFD®@ IPI® Genotipo
A Al2:Q + + I
Al7: I ++ +++ I
Al110: @ - +++ I
Al12: & + ++ I
Al27: Q + ++ I
B  AI285: Q@ +++ +++ 1
Al 286: Q© +++ +++ I
Al 288: Q© + +++ I
Al345: Q + +++ 1
Al350: @ + +++ 1
C LI791: Q@ ++ +++ I
L1794: Q© +++ ++ I
L1796: Q ND + i
D L1 620: SNI +++ + 1T
L1621: SNI +++ + 1T
L1622: SNI +++ + II
L1 626: SNI ++ +++ 1T
L1 1064: SNI ++ ++ 1T

@Inmunofluorescencia directa; ®Inmunoperoxidasa indirecta; ¢)con
aborto; Al alpaca; LI llama; 9 hembra; " macho; + menos del 25%
de las células con reaccion; ++ de 25 a 50% de las células con reaccion;
+++ sobre el 50% de las células con reaccion; ND no determinado;
SNI sexo no identificado.

lugares donde el ganado bovino es escaso o no existe y
el ganado ovino se maneja en forma extensiva. Otro an-
tecedente es que los aislados resultaron ser no citopaticos
y de genotipo I y II, lo que corresponde a las caracteris-
ticas de los VDVB obtenidos de bovinos de diferentes
regiones del pais (Meléndez y Celedon 1995, Celedon y



col 1997°, Celedén y col 1998, Aguilera 2001, De Calisto
2001) y, en parte, diferente a los pestivirus obtenidos de
ovinos y caprinos en que s6lo han resultado ser VDVB I,
con una proporcion similar de aislados citopaticos y no
citopaticos (Miiller 2003); y, por ultimo, se describe que
el ganado bovino es la fuente de infeccion méas probable
para los CSA (Wentz y col 2003).

La literatura sefiala que los pestivirus no serian
patégenos importantes para los CSA, dado que la inocu-
lacién experimental de llamas, con aislados de VDVB,
no produjo enfermedad y la respuesta de anticuerpos
seroneutralizantes fue pobre (Wentz y col 2003). Ade-
mas, los unicos antecedentes clinicos existentes seflalan
que el VDVB se ha aislado desde llamas con descarga
nasal excesiva y con diarrea (Evermann y col 1993,
Mattson 1994). Sin embargo, en este estudio, a excep-
cion del rebafio A, que fue el tinico en que no se registra-
ban antecedentes de enfermedad clinica al momento de
tomar las muestras, en los otros tres habia fuertes sospe-
chas de la participacién de un pestivirus. Se suma a lo
anterior el hecho de que nunca se detecto efecto citopético
en los cultivos celulares, haciendo poco probable la par-
ticipacién de otros virus en los cuadros clinicos, tales
como virus herpes, virus parainfluenza o adenovirus, entre
otros, que son virus que producen efecto citopatico en
los cultivos celulares.

En definitiva, se concluye que las alpacas y llamas
introducidas a la R.M. estan infectadas con VDVB 1 y
VDVB II, desconociéndose el lugar y fuente de la infec-
cion, pero sospechdndose del rol de los bovinos en la
transmision del virus. Ademds, se sospecha fuertemente
del VDVB como agente responsable de los graves
cuadros clinicos observados en estas especies.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren a
futuro estudiar el impacto de la infeccién con cepas na-
cionales de pestivirus en la salud de los CSA y, ademas,
evaluar el probable rol de los CSA como especies
reservorio del virus, tanto para rumiantes domésticos
como silvestres.

RESUMEN

El ambiente natural para més del 90% de las alpacas (Lama pacos)
y llamas (Lama glama), camélidos sudamericanos (CSA) domésticos
de Chile, se ubica entre los 11°y 21° latitud sur a 3.800 y 5.000 m de
altitud. En el dltimo tiempo las alpacas y las llamas han sido
introducidas en otros lugares geograficos del pais, donde toman
contacto con rumiantes domésticos, facilitindose la infeccién con el
virus diarrea viral bovina (VDVB) que estad presente en bovinos, ovinos
y caprinos de Chile. El VDVB incluye a dos especies, VDVB genotipo
Iy VDVB genotipo II, que junto con el virus de la enfermedad de la
frontera (VEF) y el virus de la peste porcina cldsica (PPC) conforman
el género Pestivirus de la familia Flaviviridae. Este estudio evalua la
hipétesis que los CSA introducidos en la Region Metropolitana (R.M.)
de Chile estdn infectados con pestivirus. Para hacer el aislamiento viral
se tomaron muestras de 80 CSA de la RM, 42 alpacas y 35 llamas
vivas, 2 llamas muertas y un feto abortado provenientes de 4 rebafios
sospechosos de estar infectados con pestivirus. Las muestras fueron
inoculadas en cultivos celulares primarios de pulmén fetal bovino (libre
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de VDVB), subcultivando por 5 veces cada muestra. Para detectar
antigenos de pestivirus, las células con las muestras fueron analizadas
por prueba de inmunofluorescencia directa y de inmunoperoxidasa
indirecta. Para la caracterizacion molecular, una fraccién del fragmento
no traducido del genoma viral (5°UTR) de los aislados fue amplificado
por RT-PCR y posteriormente, para identificar las especies virales,
fue tratado con las enzimas de restriccién Bgl I, Pst 1 y Xho I. Los
resultados muestran que 18 CSA, 10 de alpacas y 8 de llamas de los 4
rebaios estudiados estaban infectadas con pestivirus. Todos los aislados
fueron no citopaticos. En 6 alpacas se aisl6 VDVB Iy en 4 alpacas y
8 llamas se aisl6 VDVB IL. El virus fue obtenido desde 8 alpacas sanas,
2 alpacas con aborto, 5 llamas sanas, 2 llamas con aborto y una llama
muerta sin antecedentes de enfermedad clinica. Se concluye que alpacas
y llamas ubicadas en 4 rebafios de la R.M. se encuentran infectados
con el VDVB genotipo I 'y con el VDVB genotipo II.
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