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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo identificar al genotipo del Virus de
la Diarrea Viral Bovina (VDVB), en vacas de la Pampa de Anta de la Region
Cusco, se trabajo con 14 muestras de animales persistentemente infectados (PI)
detectado por el método ELISA. La identificacion del genotipo se realizé en el
laboratorio “Desarrollo y Validacion de pruebas Serolégicas y Moleculares para
la Investigacion y Diagnéstico de Enfermedades Infecciosas de la Escuela
Profesional de Zootecnia, Area de Sanidad Animal UNSAAC” mediante el
método de RT-PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa en tiempo real). Los
resultados nos indican que en las 14 muestras evaluadas esta presente la cepa
del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-1) y esta ausente la
cepa del genotipo 2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-2) en la poblacién
de vacunos de la pampa de Anta. La presencia del genotipo 1 (VDVB-1) se
deberia a que dicho genotipo es el mas difundido en poblaciones bovinas de
muchos paises como es el caso de EEUU de donde el Peru importo bovinos sin
restriccion respecto al Virus de la Diarrea Viral Bovina, la ausencia o baja
prevalencia del genotipo 2 (VDVB-2) puede deberse a una baja prevalencia o
bajo numero de cepas analizadas (14 muestras) a comparacion con el numero

de cepas analizadas en otras estudios donde si se detecté ambos genotipos.

Xi



INTRODUCCION

El Peru cuenta con 5°156,0 cabezas de ganado bovino, donde la
poblacién de ganado bovino se concentra en la sierra con 3'774, 3 cabezas de
ganado bovino que representa el 73,2% del total, la Regién del Cusco posee una
poblacion de 407,267 cabezas de ganado vacuno, siendo una de las regiones
con porcentajes mas altos en la explotacion ganadera. Del cual la provincia de
Anta posee una poblacién de 53,177 cabezas de bovino de acuerdo a los
resultados del (IV Censo Nacional Agropecuario, 2012), las comunidades de
Anta estan caracterizados por la crianza del ganado bovino puesto que es una
actividad importante que realizan las familias y es una fuente de ingreso

economico permanente.

La enfermedad de la DVB, fue introducida al pais en la década del 60 con
la importacién de vacas de paises donde la enfermedad era endémica (Rivera.,
1993). Posteriores estudios epidemiolégicos demuestran que DVB esta
ampliamente difundida en la poblacién bovina, especialmente en las principales
cuencas lecheras como: Cajamarca, Lima y Arequipa (Rivera., 2001)
ocasionando abortos y afecciones respiratorias como parte del complejo

respiratorio bovino. (Zanabria et al., 2000).

El virus de la diarrea vira bovina (VDVB), ha sido clasificado en dos
biotipos, (citopatico y no citopatico) segun su comportamiento en células de
cultivo, y en dos genotipos (I y Il) de acuerdo con su secuencia genética. El
genotipo |, esta asociado con la enfermedad clasica de la DVB en sus diferentes
presentaciones clinicas, mientras que el genotipo Il, esta relacionado a cuadros

agudos severos y hemorragicos digestivos en adultos (Rivera., 1993).



El genotipo 2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-2), esta presente
en Norte América; también, se ha detectado en paises de América Latina como
Brasil (Wageck et al., 1998), Argentina (Jones et al., 2001) y Chile (Pizarro et
al., 2006). Aun, cuando el genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-
1) es mas frecuentemente detectado en comparacion con VDVB-2. EI VDVB ha
sido aislado de brotes agudos de DVB o sindrome hemorragico en EEUU y
Canada a fines de la década del 80 (Corapi et al., 1990)(Pellerin et al., 1994)
(Carman et al., 1998), sin embargo, no todas las cepas del VDVB-2 aisladas han
sido asociadas con el sindrome hemorragico, debid a que fueron aisladas de
terneros Pl nacidas de vacas vacunadas con VDVB-1 (Ridpath et al., 1994,

2000).

La enfermedad se puede presentar en distintas formas, que van desde
una subclinica a clinica hiperaguda o aguda hasta una crénica, acompafnada por
inmunodepresion que incrementa la susceptibilidad a patégenos secundarios. En
su forma aguda, produce abortos, muertes perinatales, nacimientos prematuros
y un amplio rango de malformaciones (Duffel et al., 1986). En su forma cronica
da lugar al nacimiento de animales persistentemente infectados (Pl) e
inmunotolerantes al virus los cuales resultan de gran relevancia epidemiologica
y son los responsables de la perpetuacién del virus en la poblacion bovina

(Edwards et al., 1987).

Es por ello que en el presente trabajo de investigacién se identifico al
genotipo del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) que esta presente en el
ganado bovino de la pampa de Anta, por medio de la amplificaciéon de Reaccion

de la Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (PCR-TR).



PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

Las enfermedades entéricas, respiratorias y reproductivas constituyen las
principales patologias, que limitan los procesos productivos y reproductivos de
los bovinos. Entre los agentes virales que tienen especial implicacion en la
ocurrencia patologias como enfermedades entéricas se encuentra el virus de la

Diarrea Viral Bovina (VDVB) (Rivera., 1993).

El VDVB en el tracto reproductivo produce infertilidad temporal, muerte
embrionaria, abortos, malformaciones congénitas y crias nacidas débiles o con
infeccion persistente dependiendo del tiempo de gestacion. Los animales Pl

posibilitan la generacion de los dos genotipos virales (VDVB-1) y (VDVB-2).

El VDVB-1, produce inmunosupresion, problemas entéricos, neumonias,
abortos, los cuales son, silenciosos, produce malformaciones, alarga los entre
partos, también el nacimiento de animales Persistentemente Infectados (PI) que

son la principal fuente de contagio.

El VDVB-2, produce el sindrome hemorragico siendo mortal por ser el virus

mas agresivo (Arainga., 2010).

Los animales PI infectados con el VDVB-1 o VDVB-2 pueden llegar a
desarrollar una enfermedad de caracter mortal denominado enfermedad de las
mucosas Y el sindrome hemorragico. Lo que genera, menor cantidad de crias en
los hatos, con lo cual se tendria una menor cantidad de vacas en produccion,
teniendo un impacto econémico generando asi, la pérdida de interés en la

produccion animal (Paton., 1995).

Es asi, en la provincia de Anta del departamento de Cusco se viene

observando algunos problemas reproductivos, como bajo porcentaje de vacas
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prefiadas, algunos abortos, baja produccion lactea cuyas causas son de
sintomatologia compatible DVB que afecta al ganado vacuno con la consiguiente

pérdida de animales y desmedro de la economia de la provincia mencionada.

En este contexto, el proyecto tiene como objeto identificar el genotipo del
Virus de la Diarrea Viral Bovina que esta presente en la vacas de la pampa de

Anta de la Regién del Cusco.



CAPITULO |

OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general
Identificar el genotipo del virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB), en vacas de la

Pampa de Anta de la Regién Cusco, por el método de RT-PCR.

1.1.2. Objetivo especifico
¢ |dentificar el genotipo del virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) por el
método de RT-PCR de vacas persistentemente infectado en los distritos
de Ancahuasi, Anta, Cachimayo, Huarocondo y Zurite de la Pampa de

Anta de la Region del Cusco.



1.2.  JUSTIFICACION

La ganaderia en la Provincia de Anta, es importante para el poblador
debido a que es una fuente de ingreso econdmico primordial para las familias;
por lo tanto, cualquier problema sanitario que afecta a los vacunos es de suma

importancia y deben tomarse medidas de solucién inmediata.

Los vacunos persistentemente infectados (Pl) son los grandes
diseminadores de la enfermedad que llegan a contagiar a mas del 90% de los
vacunos cuando comparten el pastoreo y mas del 95% cuando estan

estabulados.

Hay una tendencia mundial para erradicar al Virus de la Diarrea Viral
Bovina (VDVB); por tanto, los estudios epidemioldgicos y la disponibilidad de
herramientas diagndsticas modernas podrian servir de base para la elaboracion
de un programa nacional de control-erradicacion del VDVB en el Peru por ende
en la provincia de Anta, que al inicio podria ser de tipo voluntario como esta

ocurriendo en dos hatos de Arequipa.

Con esto pretendemos identificar al genotipo del virus de la Diarrea Viral
Bovina (BVDV) mediante el método del TR — PCR por ser una prueba de mayor
sensibilidad y por no tener antecedentes de la genotipificacién del virus en la
region del Cusco, para asi poder brindar una informacion evidente sobre la
existencia de este virus y ademas este trabajo de investigacion contribuira a

controlar la enfermedad.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

En los establos lecheros de Arequipa, Cajamarca, Junin, La Libertad,
Lima y Puno Se seleccionaron 55 muestras de bazo, timo, rindn, pulmén de fetos
bovinos abortados y muestras de sangre, suero o plasma de bovinos con
sospecha de infeccion aguda o PI. Las 55 muestras resultaron positivas al VDVB
por el método de inmunoflorescencia (IF) o ELISA de captura. Las muestras
positivas fueron procesadas por la técnica RT-PCR en tiempo real, para
determinar el genotipo viral. Se aislaron 41 cepas del VDVB, El 85.4%
correspondieron al fenotipo no citopatico y 14.6% al citopatico. Donde se indico
que 14 de 55 muestras fueron positivas al genotipo VDVB-1, siendo el 25% del
total de muestras evaluadas y ninguna al genotipo VDVB-2 (Arainga et al.,

2010).

Se aisld 25 muestras Persistentemente Infectados (Pl) siendo 15
muestras originarias del Perd y 10 muestras originarias de Chile para la
caracterizacion genética. Todos los sueros fueron identificados como positivos
por ELISA de antigeno de la Diarrea Viral Bovina (DVB) y se confirmaron como
positivos por el metodo TR-PCR, las muestras también fueron amplificadas y
secuenciadas donde mostro que las 25 cepas pertenecen al genotipo 1 y ninguna

cepa pertenece al genotipo 2 (Stahl et al., 2009).

En San Cristobal de la provincia de Santa Fe (Argentina), se evaluaron 5
animales, las muestras de estos animales se aislé por cultivo celular por el

método de neutralizacion viral, se analizaron por PCR en tiempo real para



evaluar la presencia del VDVB genotipo Il en la cuenca lechera santafesina. Los
cultivos celulares infectados mostraron efecto citopatico (ECP) compatible con el
producido por la Diarrea Viral Bovina (DVB) (vacuolacién intensa, alteracion y
lisis celular). En los andlisis realizados revelaron 90-98% de homologia con las
cepas de referencia tipo |, no encontrandose cambios asociados a las cepas tipo

Il (Gollan et al., 2006).

En seis establecimientos de la provincia de Buenos Aires (Argentina), se
diagnosticaron casos de Diarrea Viral Bovina durante los meses de Febrero y
Octubre de 2013, para los 6 casos (A, B, C, D, E, F) se realiz6 una detallada
anamnesis, obteniendo datos del establecimiento, del rodeo, del manejo general
y del curso de la enfermedad. Se efectud la necropsia de al menos un animal en
cada caso, se registraron las lesiones y se obtuvieron muestras en esterilidad de
bazo en formol viral de diversos 6rganos para el estudio para aislamiento viral,
histopatolégico e imunohistoquimico, muestras congeladas y sangre
heparinizada para PCR. En el caso B se aislaron cepas NCP pertenecientes al
genotipo Il con un porcentaje de identidad del 88% con respecto a la cepa de
referencia N93, siendo este caso una presentacion atipica del VDVB. En los
casos D y E se aislaron cepas del biotipo CP, lo cual permite confirmar en el caso
E el cuadro de Enfermedad de las Mucosas. En el caso D, el aislamiento de
cepas CP en 2 neonatos es un hallazgo poco frecuente que podria asociarse a

la presencia de madres Pl (Morrell et al., 2014).



Tabla 1. Resumen de antecedentes para la identificacion del genotipo del Virus

de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

Autor, afio N"de
Iu’ ar y muestras | Muestra | Prueba TIPO 1 TIPO 2
9 — casos
(Arainga., 2010)
PERU (Arequipa,
1 o)
Cajar,narca, 55 Suero | RT-PCR 25%
Junin, La muestras 14 muestras
Libertad, Lima,
Puno)
(Stahl et al., 2009) 25
PERU. CHILE muestras Suero | RT-PCR | 25 muestras 0
(Gollan., 2006)
ARGENTINA 5 muestras | Suero | RT-PCR 90-98% 0
(Santa Fe)
(Morrell., 2014)
ARGENTINA 6 casos Suero | RT-PCR | 2 muestras @ 1 muestra

(Buenos Aires)



2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Diarrea Viral Bovina (DVB).

La diarrea viral bovina es una enfermedad contagiosa de origen en los
rumiantes. Esta enfermedad de considerable importancia en el ganado vacuno
es causada por el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) y esta estrechamente
relacionada con la peste porcina clasica y los virus de la enfermedad de la
frontera ovina (Brownlie et al., 1998)

2.2.2. Agente etiologico
2.2.2.1. Taxonomiay estructura

El virus VDVB pertenece al género pestivirus de la familia Flaviviridae (Los
pestivirus han sido clasificados de la familia Togaviridae de la familia Flaviviridae
por la quinta reunién del comité Internacional de taxonomia viral). Dentro de este
género se encuentra el virus de la enfermedad de las fronteras de bovinos y la
peste porcina clasica (PPC) los cuales son antigénicamente y genéticamente
relacionados (Alvarez et al., 2002).

Los pestivirus pueden cruzar la barrera placentaria de hospederos
diferentes, invadir el feto y generar una infeccion persistente que continua
durante la vida postnatal, clinicamente inaparente, excretando el virus e
infectando a otras especies (Alvarez et al., 2002). La VDVB también infecta
ganado de pezuna hendida como cerdos y ovinos (Jubb., 1993).

Estos son virus envueltos, esféricos y miden entre 40 a 60 mm de
diametro, se componen de una cadena simple de ARN, de polaridad positiva,
compactado por una capside proteica y rodeado por una membrana fosfolipidos;
y nucleocapside no helicoidal de simetria icosahédrica. El acido nucleico es

infeccioso en ausencia de las proteinas del virién, ya que el RNA viral es la vez
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RNA mensajero. En 1988 Collet encontré que el RNA tiene un solo OFR (open
Reading frame o marco abierto de lectura), y que la secuencia de nucleétidos
codifica para 3988 aminoacidos, lo cual representa 449 kda de proteina viral. El
genoma posee proteinas estructurales y no estructurales; las proteinas
estructurales son p20, p14 (C) gp25 (E1). En estudios realizados por Renard en
1987, con la cepa Osloss, produjo un DNA complementario (cDNA) al RNA viral
y expresado y caracterizado que el RNA nos es poliadenilado y que sus
condiciones bioquimicas lo situan mas cerca de la familia Flaviviridae que la
Familia Togaviridae (Paton., 1995).
2.2.3. Clasificacion

La clasificacién del VDVB es dificil, debido a su variabilidad genética y
antigénica y a su estrecha relacion con otros miembros del género Pestivirus
(virus de la peste porcina clasica y virus de la enfermedad de la frontera del
ovino). Los hospedadores en que eran aislados los Pestivirus fueron las bases
iniciales para su subdivision. Asi, los Pestivirus que eran aislados del cerdo,
ovino y bovino se los clasificaba como virus de la peste porcina clasica, virus de
la enfermedad de la frontera y VDVB, respectivamente. Sin embargo, este criterio
de clasificacion es poco fiable debido a que los Pestivirus cruzan facilmente la

barrera de especie.

2.2.3.1. Genotipo y biotipos

Hay mas de 200 cepas diferentes de VDVB, comprendidas dentro de dos
genotipos: VDVB-1 y VDVB-2. El analisis de la region codificante para la
autoproteasa viral Npro permite la distincion entre genotipos (Becher et al.,

1997). Los genotipos estan subdivididos en subgenotipos o subgrupos: VDVB-
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1a — | y VDVB-2a/b (Walz et al., 2010), dependiendo de sus caracteristicas

genéticas.

Figura 01: Morfologia y estructura del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

RNA

Envoltura
viral

Fuente:(http://homepage.usask.ca/~vim458/virology/studpages2007/Ashle

yB/bvdvvirus.html, 2007)

En la figura 01 que en la parte A. Los Pestivirus tienen una cadena simple
positiva de ARN (ss (+) ARN). La capside tiene una estructura icosaédrica, que
consiste de una sola proteina de capside, en la parte C. La cual esta limitada por
una envoltura, codificada por 3 proteinas de membrana (Erns, E1y E2), yen la
parte B. VDVB tiene un diametro de 40-60 nm y se cataloga entre los virus de

menor tamano.

El genotipo del VDVB se refiere a diferencias en el genoma viral. El VDVB

se ha dividido tradicionalmente en 2 genotipos:

El VDVB tipo 1 es el responsable de procesos leves con sintomatologia

inaparente, caracterizados por un ligero aumento de la temperatura corporal y la
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presencia de lesiones moderadas restringidas al aparato digestivo y a 6rganos
del sistema linfoide. Asimismo, en vacas gestantes este genotipo puede inducir
abortos y otras patologias reproductivas. Los aislados de tipo 1 se emplean con
frecuencia en el desarrollo de vacunas y métodos de diagndstico (Pedrera et al.,

2008).

Los aislados del VDVB tipo 2 estan asociados con enfermedades agudas
severas, caracterizadas en ocasiones por presentar un cuadro hemorragico
agudo, conocido como sindrome hemorragico, causa la muerte de los animales,

no siendo en general mas virulentas que las de tipo 1 (Pedrera et al., 2008).

Los biotipos de VDVB se han clasificado en biotipos citopatico (CP) y no
citopatico (NCP), de acuerdo a su efecto citolitico en células en cultivo (Moennig
& Plagemann, 1992). Sin embargo, en publicaciones mas recientes, se ha
propuesto que el VDVB puede ser segregado en tres biotipos en funcién de su
actividad en células linfoides cultivadas (Ridpath et al., 2006). Estos tres biotipos

serian:

1. VDVB citopatico, que causaria lisis en células epiteliales cultivadas,

2. VDVB no citopatico, que no muestra efectos obvios sobre la viabilidad de
cualquiera de las células epiteliales o linfoides cultivadas vy,

3. VDVB linfocitopatico, sin efecto en las células epiteliales pero capaz de

causar lisis en células linfoides en cultivo.

El biotipo linfocitopatico propuesto se correlaciona con la virulencia en las
infecciones agudas. La muerte celular causada por el biotipo linfocitopatico no

se asocia con cambios en el procesamiento de la proteina viral de NS2-3.
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Las cepas CP provienen de las cepas NCP por diferentes mutaciones
tales como insercion de secuencias celulares, duplicaciones de genes,
deleciones, cambios nucleotidicos simples, entre otros; que inducen al clivaje de
la proteina NS2-3 para dar origen a las proteinas NS2 y NS3, siendo esta ultima
proteina el marcador molecular de las cepas CP. El caso contrario, mutacion de
CP a NCP, fue reportado en sélo una ocasion (Nakamura et al., 1997), pero este

hallazgo sigue siendo controversial.

El VDVB tipo 1 NCP se aisla comunmente de infecciones agudas
producidas en campo y se le atribuye la mayor parte del dafio causado a los
rebafios (Pellerin et al., 1994). Este biotipo es el responsable de infecciones
persistentes, mientras que el VDVB tipo 1 y 2 CP es considerado como el
causante de la Enfermedad de las Mucosas (EM) en combinacién con un VDVB

NCP persistente del mismo genotipo.

Mientras que el biotipo se basa en diferencias de rasgos expresados como

la citopatologia en cultivo celular.

2.2.4. Patogénesis

Después del contacto con las membranas mucosas de la boca o nariz, la
replicacion ocurre en las células epiteliales con una predileccién por las tonsilas
palatinas (Jubb., 1993). El virus presenta tropismo por células mitéticamente
activas como: linfocitos, fagocitos mononucleares y células epiteliales (Paton.,

1995).

La diseminacion ocurre a través del virus libre en el suero o leucocitos
infectados con el virus, particularmente linfocitos, monocitos, linfoblastos

circulantes y células precursoras de macrofago (Baker., 1995).
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El VDVB puede dar origen a diversas manifestaciones clinicas y lesiones
como resultado de la interaccion de factores tales como: cepa y biotipo viral,
edad y estado inmune del hospedador, factores estresantes y otros patdgenos
concurrentes, ademas manifestaciones clinicas que van desde infecciones
subclinicas a una grave, una forma altamente mortifera denominada enfermedad
de las mucosas (EM) (Baker., 1995). El grado de viremia inducida durante la
infeccién por VDVB se asocia con la gravedad de la enfermedad clinica. Los
aislamientos del VDVB que inducen un alto grado de viremia pueden ser capaz

de inducir signos clinicos de la enfermedad (Jubb., 1993).

Dentro de las principales caracteristicas, producto de una infeccion con el

BVDV, se puede mencionar:

2.2.4.1. Inmunodepresion

El VDVB produce leucopenia y altera las funciones de los leucocitos,
incrementando la patogenicidad de microorganismos coinfectantes. Ademas
posee una fuerte afinidad por el tejido linforeticular, ocasionando necrosis y

atrofia de dichos tejidos (Baker et al., 1995).

2.2.4.2. Complejo respiratorio

El VDVB con lleva a una inmunodepresion sistémica y pulmonar,
aumentando la patogenicidad de los demas agentes respiratorios, ademas, se
ha demostrado que ciertas cepas de la diarrea viral bovina actuan como agentes

primarios de neumonias (Brownlie et al., 1998).

2.2.4.3. Complejo diarrea neonatal bovina
Cuando fracasa la transferencia pasiva de anticuerpos, el virus participa

en el complejo diarrea neonatal de los terneros. Infecciones concurrentes con
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enteropatdgenos resultan en manifestaciones clinicas mas severas, debido al
efecto inmunodepresivo del VDVB o simplemente a una sumatoria de efectos

(Kelling., 1996).

2.2.4.4. Infeccién subclinica

La mayor parte de las infecciones son subclinicas o de caracter moderado,
ocasionalmente se presenta fiebre, descarga oculonasal, leucopenia transitoria,
elevada morbilidad y baja mortalidad (Kelling., 1996). En este tipo de infecciones,
se desarrollan anticuerpos neutralizantes 14 a 28 dias postinfeccion y
consecuentemente la proteccion contra reinfecciones por cepas homologas del

virus probablemente de por vida (Fredriksen., 1999).

2.2.4.5. Infeccién aguda

La forma aguda se presenta en animales seronegativos, en especial
animales entre 6 y 24 meses de edad, y es causada, en su mayoria, por virus no
citopatogénico (Baker., 1995), ademas de ser de severidad variable, en bovinos

seronegativos e inmunocompetentes (Kelling et al., 1996).

2.2.4.6. Trastornos reproductivos
El mayor impacto econdmico de la infeccién con el VDVB es el ocasionado

por los trastornos reproductivos (Dubovi., 1994) (Moennig., 1995).

Es posible detectar el antigeno viral en los macrofagos y células del
estroma ovarico, entre los dias 6 a 60 post infeccion (Grooms., 1998), y en

células foliculares y ovocitos en distintos estados de maduracion (Fray., 1998).

Las infecciones de hembras susceptibles préoximas al momento del
apareamiento ocasionan muerte embrionaria y repeticiones de servicio hasta

que desarrollen respuesta inmune (Grahn., 1984).
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2.2.4.7. Infeccion de hembras gestantes

El VDVB en hembras gestantes susceptibles, produce infecciones
subclinicas, sin embargo existe una alta probabilidad de una propagacién
transplacentaria del virus hacia el feto. Esto conlleva a que el feto, a tal infeccion,
presente una variedad de respuestas, incluyendo el aborto o el nacimiento de
terneros débiles y pequeinos con o sin malformaciones congénitas, ademas de
terneros clinicamente normales. El principal determinante del resultado de la
infeccion de la DVB en vacas prefadas, es la edad del feto expuesto al desafio
viral, ademas de ser importante el estado inmunoldgico de la madre (Murray.,

1991).

2.2.4.8. Infecciones persistentes

La infeccion fetal con VDVB puede resultar en el nacimiento de terneros
inmunotolerantes al VDVB con una infeccion persistente inaparente. Los
animales PI resultan por la infeccién fetal con VDVB biotipo NCP durante el
primer trimestre de gestacién dado que el sistema inmune fetal no reconoce el

VDVB como agente infeccioso o foraneo (Fray., 1998) (Glew., 2001).

2.2.49. Infeccion de las mucosas

La EM se genera cuando animales Pl con una cepa NCP son super
infectados con una cepa CP homodloga, de origen exdgeno o generado de
cambios genéticos o recombinacion de ARN de las cepas NCP residentes,
siendo posible el aislamiento de ambos biotipos antigénicamente similares. Es
decir el biotipo CP surge de mutaciones del biotipo NCP, aunque no se descartan
fuentes externas. Esta enfermedad, esporadica y fatal, se caracteriza por
presentar severa leucopenia, diarrea profusa, erosiones y ulceraciones en el
sistema digestivo (Baker., 1995) (Kelling., 1996).
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2.2.4.10. Sindrome Hemorragico

Este sindrome se genera de la infeccion de los animales Pl por el genotipo 2 del
VDVB, en USA y Canada, se han reportado como severos, en estos casos se
observa diarrea con sangre, epistaxis, congestién en conjuntiva y mucosas,
hemorragias petequiales y equimoéticas en mucosas, los animales muestran
pirexia, leucopenia, linfopenia y neutropenia. Este sindrome ha sido asociado

con infecciones por cepas NCP del genotipo Il (Ridpath et al, 2000).

2.2.5. Respuestainmune
Una caracteristica de importancia de la infeccion con VDVB es la aparente
afinidad del virus por el sistema inmune (Lambot., 1998) y la inmunosupresion

es una de sus principales atributos (Tizard., 2002)

El VDVB parece inducir respuestas mediadas por células T y B, existiendo
una distincién entre respuestas humorales y mediadas por células, lo que sugiere
la existencia de subpoblaciones de linfocitos T cooperadores Th1 y Th2 en la
regulacion de las respuestas inmunes especificas dirigidas contra el VDVB
(Lambot., 1997). Esto puede deberse a la afeccion de la funcién de células
presentadoras de antigeno, llevando a una reduccion en la habilidad para

estimular respuestas de las células T (Glew., 2001).

2.2.6. Diagnostico

Al igual que la mayoria de microorganismos. Los virus pueden ser
detectados de forma directa o indirecta. Las pruebas directas, son las que
evidencian al virus o algunos de los antigenos virales; mientras que las pruebas
indirectas, son las que se utilizan con mas frecuencia y basicamente demuestran

un contacto del huésped con el agente viral mediante la determinacién de
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anticuerpos especificos contra el virus. El objetivo principal del diagnostico es la
deteccién y remocion de bovinos PI, principal fuente de infeccidon y reservorio del

virus. Estas pruebas son las siguientes:

1. Aislamiento viral en cultivo celular
2. Deteccidn de antigenos virales
a. Inmunofluorescencia
b. Inmunoperoxidasa
c. ELISA captura de antigenos
3. Deteccion de anticuerpos
a. Neutralizacion viral (VN)
b. Inmunoabsorvancia Ligada a Enzimas (ELISA)
4. Deteccion del acido nucleico viral
5. RT-PCR
2.2.7. Epidemiologia
2.2.7.1. Prevalencia
El VDVB se encuentra ampliamente distribuido en el mundo entero; sin
embargo, la considerable variacion de las prevalencias, tanto de animales
seropositivos como de animales portadores o Pl, se deberian a las diferencias
entre los sistemas de manejo y al tamafio de los hatos de cada localizacion
(Lindberg., 1999). Aquellos lugares donde las explotaciones presentan altas
densidades poblacionales, suelen presentar las mayores prevalencias (Houe.,

1999).

En el Peru, estudios realizados por investigadores de la FMV-UNMSM ha
determinado una amplia distribucion del VDVB en las cuencas lecheras, con
prevalencias superiores al 70% (Contreras., 2000) (Rivera., 2003). Reportaron
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un prevalencia del 72.4% en el Valle del Mantaro, mientras que (Jayashi, 2005)
encontraron 80.2% en un establo de crianza intensiva de la provincia de
Arequipa. Otros estudios encontraron 73.7% en la Provincia de Canchis, Cusco

(Alvarez, 2001) y 85.3% en Parinacochas, Ayacucho (Rivera., 2001)

2.2.7.2. Fuentes de infeccion

Los animales Pl son considerados las principales fuentes de infeccion y
diseminacion del VDVB. Esto se debe a que estos animales eliminan
constantemente y abundantemente el virus durante toda su vida a través de sus
secreciones y excreciones (descarga nasal, saliva, lagrimas, leche, orina, heces
y semen), al grado al que en solo 3 0 4 meses pueden infectar al 90% del ganado
en contacto con ellos (Houe., 1999) (Houe., 1995). Las infecciones agudas son
también una fuente de infeccién aunque de menor importancia, debido al corto
periodo de duracion de la misma (unos 6 dias), como a la menor cantidad de

virus excretado (Houe., 1995) (Lindberg., 1999).

2.2.7.3. Formas de transmision
2.2.7.3.1. Transmision horizontal

La principal via de transmision horizontal es la directa. Esto ocurre por
contacto generalmente oro-nasal, de un animal susceptible con otro infectado, a
través de secreciones y excreciones como saliva, orina, heces, descarga
oculonasal, secreciones vaginales, fetos abortados y placentas (Tremblay.,
1996)También puede ocurrir por el semen de toros que se encuentren en la fase
aguda de la infeccion o que sean PI, tanto por monta natural como por

inseminacion artificial (Baker., 1995) (Vanroose et al., 1998).
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La via indirecta ocurre a través de la ropa de personal involucrado en el
manejo de los animales o instrumentos de uso veterinario contaminado y por
algunas moscas picadoras. Ademas, experimentalmente se demostrdé que el
VDVB puede transmitirse incluso por via a erégena desde un bovino Pl hacia

uno susceptible en un plazo aproximado de una semana (Mars et al., 1999).

2.2.7.3.2. Transmision vertical

La transmision vertical ocurre de una generacion a otra. Se incluye la
transmision del feto a través de semen infectado de toros con infeccion aguda o
persistentemente infectado (Pl). Las hembras seronegativas pueden
inseminadas con semen infectada pudiendo infectarse, sin embargo la
produccion del feto Pl raramente ocurre por esta ruta; en caso de ocurrir la
produccion de una cria de PI. Mientras en las hembras prefiadas, el biotipo NCP
se puede diseminar verticalmente a través de la placenta; si el feto es infectado
por este biotipo antes de adquirir competencia inmunolégica (antes del dia 125
de gestacién aproximadamente), desarrollara una infeccion persistente (IP);
estos terneros pueden actuar como fuente de infeccion. Pese a la elevada tasa
de mortalidad de los Pl en su primer afo de vida, muchos alcanzan la madurez
sexual y se reproducen (Los toros PI, infectan a las hembras durante la monta
directa y la inseminacion artificial). Hembras Pl siempre dan terneros PI. La
transmision vertical siempre ocurre luego de la transferencia embrionaria si el
receptor es PI, o la vaca donante es Pl y no se realiza el correcto lavado del

embrién (Houe., 1995).

Cuando se infecta una vaca prefiada no inmune con virus BVDV se

produce una enfermedad subclinica y el virus rapidamente atraviesa la placenta.
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2.2.8. Prevencion y control
2.2.8.1. Vacunas

Una complicacién para el desarrollo de las vacunas contra el virus BVDV
es la diversidad antigénica. La tendencia es identificada la mayor cantidad de
variantes antigénicas e incluirlos en la vacuna. Las evaluaciones realizadas a las
vacunas existentes dieron resultados muy variados, tanto para la infeccion post

natal como para la infecciéon pre natal. Entre las vacunas se tiene:

2.2.8.1.1. Vacunas a virus modificado

La vacuna de virus modificado contra la diarrea viral bovina (DVB) esta
asociado a una gran variedad de efectos adversos, tales como la induccién de la
enfermedad de las mucosas (EM), infeccion fetal e inmunosupresién, pueden
potenciar infecciones recurrentes, resultando en un incremento en la incidencia

de enfermedades respiratorias (Potgieter., 1995)

Existen mas 140 vacunas en USA, todas satisfacen requerimientos como
pureza, potencia y seguridad; garantizando una respuesta inmune. Libres de
agentes extrafos. La vacuna a virus vivo modificado, usualmente contiene un
solo biotipo de DVB citopatégeno. Los biotipos citopaticos usados usualmente
son virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) — NADL, DVB- Singer, DVB- G24V

(Bolin., 1995).

2.2.8.1.2. Vacunas inactiva
Las ventajas del uso de ese tipo de vacunas esta relacionada a las
desventajas del uso de las vacunas de virus vivo modificado, sin embargo las

desventajas de este tipo de vacuna y esto a su vez retrasa el tiempo necesario
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para que se establezca una inmunidad protectora, a su vez, la duracion de

inmunidad inducida es corta (Bolin., 1995).

2.2.8.2. Medidas de bioseguridad

El conocimiento detallado de la epidemiologia del virus (DVB) y del
comportamiento de las pruebas diagndsticos en uso son esenciales para la
identificaciéon de animales virémicos (Animales Pl y animales con infeccion
aguda), que son la fuente mas importante de diseminacién viral en hatos
afectados.

Un programa de prevencion, control o erradicacion de una enfermedad
puede ser adoptada a distintas estrategias que van a variar de acuerdo a la
situacion inicial de la explotacion pero apoyadas en tres pilares fundamentadas
que son: Las medidas de bioseguridad, identificacién y remocion de los animales

Pl y vacunacion contra DVB en el hato (Lambot., 1998).

e Bioseguridad la implementacion de medidas de bioseguridad estan dirigidas
a evitar el ingreso de virus de la diarrea viral bovina (DVB), asi como su
difusion dentro del hato, a través del control estricto de todo los animales que
se incorporan los cuales deben ser seronegativos a virus, antes del después
de cuarentena estricta, evitar el contacto directo con otros hatos, evitar el

servicio con semen sin certificacion de ser libre de la enfermedad.

e Identificacion y eliminacién de animales PI, estrategia indispensable por la

importancia epidemiolégica de estas animales.

¢ Inmunizacién con vacunas de virus muertos o modificado, con el objetivo de
prevenir la infeccion congénita asi como. Para evitar las infecciones

posnatales (Grahn., 1984).
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2.3 BASES CONCEPTUALES

2.3.1. Prueba de PCR en tiempo real (TR - PCR)

PCR son las siglas por las que se conoce (Reacciéon en cadena de la

polimerasa), cuyas iniciales en inglés son PCR ("polymerase chain reaction").

2.3.1.1. Definicién

La técnica de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) fue creado
por Kary Mullis en 1983 (Mullis., 1990). La gran utilidad de esta técnica se
difundio a principios de los ochenta por toda la comunidad cientifica. Los nuevos
equipos Yy las avanzadas técnicas de secuenciacion, asi como los programas de
computacién para la manipulacion de datos que se fueron sucediendo,

permitieron el desarrollo de mejores ensayos de PCR(Spanakis., 1993).

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, también
conocida como Real Time PCR (RT-PCR) muestra la capacidad de monitorear
el progreso de la reaccion de PCR a medida que esta ocurre. Los datos son
colectados a lo largo del proceso de PCR y no al final como se realizaba antes.
Este método revoluciond la forma en que se usaba la técnica de PCR para
cuantificacion de ADN y ARN. ElI RT-PCR usa moléculas de un reportero
fluorescente para monitorear la amplificacion de productos durante cada ciclo de
reaccion. Su simplicidad, especificidad y sensibilidad junto con su potencial como
técnica en aplicaciones futuras y la evolucion hacia nuevos conocimientos de la
quimica, ademas de la confiabilidad en la instrumentacion y protocolos
mejorados, han hecho del RT-PCT una tecnologia altamente competitiva para la

deteccion de ADN y ARN (Weller et al., 2000).
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2.3.1.2. RT - PCR

La PCR de transcripcion inversa o RT-PCR, permite el uso de RNA como
molde. Un paso adicional permite la deteccion y amplificacién del RNA. EI RNA
se transcribe de forma inversa en DNA complementario (cDNA) utilizando una
transcriptasa inversa. La calidad y pureza del RNA molde es esencial para el
éxito de la RT-PCR. El primer paso de la RT-PCR es la sintesis de un hibrido
DNA / RNA. La eficiencia de la reaccion de la primera cadena puede afectar al
proceso de amplificacion. A partir de aqui, se utiliza el procedimiento de PCR
convencional para amplificar el cDNA. La posibilidad de revertir el RNA en cDNA

por RT-PCR tiene muchas ventajas (Genesig).

2.3.1.2.1. PCR de un paso frente a dos pasos en tiempo real

Al detectar / cuantificar la presencia de un objetivo con un genoma de ARN
se recomienda el uso de un protocolo RT-PCR de un solo paso. Un paso RT-
PCR combina la transcripcion inversa y la reaccion de PCR en tiempo real en un
simple de tubo cerrado. Esto ahorra un tiempo de banco significativo pero
también reduce los errores. La sensibilidad de un protocolo de un paso protocolo
también mayor que un paso doble porque la muestra bioloégica completa esta
disponible sin dilucion (Genesig).
2.3.1.2.2. Controles para PCR

Control Interno: Se define como una secuencia de ADN o ADNc que es
co-amplificado con el ADN blanco y se usa principalmente para aumentar la
confiabilidad de los ensayos, ya que permite la deteccién de falsos negativos.
Es decir determina un ensayo fallido o inhibicién de la reaccion. El control interno
mas usado para la PCR-RT es un plasmido que contiene secuencias de

organismos distantes filogenéticamente. Estos plasmidos pueden ser
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adicionados a la mezcla de PCR o directamente a la muestra clinica (de esta
forma se verificaria si la extraccion de ADN a partir de la muestra se llevé a cabo
correctamente). La longitud del templado del control interno debe ser mayor a la
longitud del templado de ADN blanco para asegurar que la competencia de la
reaccion tienda mas hacia el ultimo

Control positivo o externo: No permite verificar la reaccion
individualmente ya que la reaccion se da en un tubo diferente; no revela la
ineficiencia en la extraccion de ADN o ARN.

Control negativo: se puede utilizar otro organismo no relacionado con el
organismo en estudio, o también se puede utilizar agua o buffer en lugar de ADN
templete.
2.3.1.3. VENTAJAS DE LA PRUEBA DE PCR - TR

v' Simplicidad y rapidez.
v Especificidad.
v Sensibilidad.
2.3.1.4. DESVENTAJAS DE LA PRUEBA DE PCR - TR
v" Costo de micro placas.
v' Costo de equipo automatico.

v" Costo del kit.
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. AMBITO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realizo en la Provincia de Anta en
los distritos de Ancahuasi, Anta, Zurite, Huarocondo y Cachimayo de la region
del Cusco. El procesamiento de las muestras en el laboratorio de “Desarrollo y
Validacion de Pruebas Serolégicas y Moleculares para la investigacion vy
Diagnéstico de Enfermedades Infecciosas de la Escuela Profesional de
Zootecnia, Area de Sanidad Animal-UNSAAC”, en el periodo de Junio a Agosto

del 2018.

3.1.1. Ubicacién politica

e Regidn : Cusco

e Departamento : Cusco

e Provincia : Anta

e Distritos : Ancahuasi, Anta, Cachimayo, Huarocondo y Zurite

3.1.2. Ubicacion geogréafica
e Latitud Sur :13°27°20”
e Longitud oeste 1 72°15'217
e Altitud maxima : 3405 m.s.n.m
e Superficie : 52.32 km?

Fuente: (SENAMHI, 2010).
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Figura 02: Mapa de la provincia de Anta
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Figura 03: Ubicacion de los distritos de la provincia de Anta (Ancahuasi, Anta,
Cachimayo, Huarocondo y Zurite)

Fuente: Instituto Geografico Nacional (IGN).
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3.1.3. Clima

El clima de la zona es del tipo tropical de altura, caracterizado por un
contraste muy fuerte entre una estacion de lluvia y una estacion de seca: hay
presencia lluvia entre los meses de Noviembre a Marzo que termina en Abril y
una estacion seca entre los meses de Noviembre a Marzo, con heladas
nocturnas desde fines de Mayo hasta principios de Agosto. La precipitacion anual
esta entre 650 mm de Diciembre a Marzo y 150 mm entre Abril y Noviembre en
las principales zonas de vida (3600 m.s.n.m). El déficit hidrico permanece nueve
meses de Abril a Diciembre (SENAMHI, 2010).

3.2. MATERIALES DE ESTUDIO

3.2.1. Poblacién y muestra

Vacunos de las razas Holstein, Brow swiss e Hibridos, de los Disritos,
Ancahuasi, Anta, Cachimayo, Huarocondo y Zurite.
3.2.1.1. Muestra

Se analizé muestras de vacunos persistentemente infectados (Pl) que

fueron detectados por la prueba de ELISA captura de antigenos.

3.2.1.1.1 De las muestras
Las muestras estuvieron constituidas por suero sanguineo de 14 vacunos

persistentemente infectados (PI).
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Tabla 02. Distribucion de muestras para cada Distrito de vacunos

persistentemente infectados (PI) al Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

Animales
Distrito > 6
1-2 afos 2.5-3 anos 3.5-4 ainos Pl
meses

Ancahuasi 1 1 3 0 5
Anta 0 0 1 1 2
Cachimayo 0 3 0 0 3
Zurite 3 0 0 0 3
Huarocondo 0 0 0 1 1
Total 14

3.2.2. Equipos e instrumentos para el procesamiento de muestras

Micro Centrifuga (AL220VAC).

Cabina de flujo laminar (Kossodo), (BIOBASE).
Equipo de PCR (Applied Biosystems).

Vortex (VORTEX 2 GENIE).

Micropipetas de (1 - 20 pl; 20 — 200 pl'y 100 - 1000 pl).

Rack Magnético (BioLabs).

3.2.3. Materiales para el procesamiento de muestras

Tips desechables y estériles.

Viales criogénicas de 2.5 mly 5 ml.

Barbijos.
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e Gorros.

e Lentes.

e Guantes de latex.

¢ Mandiles descartable.

e Cronometro.

e Multi portador de tubo para el vortex.

e Tubos de reaccién rapida (8 tubosttira).

Tapa de tubos de reaccion rapida.

3.2.4. Reactivos para el analisis del genotipo de la VDVB en el laboratorio

¢ Kitde TR-PCR para Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

v

v

Polyprotein (VDVB 1) primer/probe mix

Polyprotein (VDVB 2) primer/probe mix

Polyprotein (VDVB 1) positive control template

Polyprotein (VDVB 2) positive control template

VDVB 1 and VDVB 2 RT primer mix

RNAse/DNAse free water

Template prepration buffer
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e Kit extractor de RNA

v

v

v

MagMAX™ CORE Lysis Solution

MagMAX™ CORE Binding Solution

MagMAX™ CORE Wash Solution 1

MagMAX™ CORE Wash Solution 2

MagMAX™ CORE Elution Buffer

MagMAX™ CORE Magnetic Beads

MagMAX™ CORE Proteinase K

e Suero sanguineo 200 yl de cada muestra
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3.3. METODOLOGIA

FLUJOGRAMA DE TRABAJO

Identificacion de las muestras persistentemente infectadas
(PI) analizadas por ELISA.

U

Extraccidn del material genético de las muestras para el

analisis en el PCR

i

Procesamiento del material genético con los reactivos para
la identificacion del genotipo de la diarrea viral bovina
(DVB) por el método del PCR-TR

i

Procesamiento de resultados

Positivo al genotipo del
virus de la diarrea viral

bovina tipo 1

g

Positivo al genotipo del
virus de la diarrea viral

bovina tipo 2

Conclusiones
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3.3.1. Metodologia de laboratorio

3.3.1.1. Metodologia de TR - PCR para la identificacion del virus de la
diarrea viral bovina
3.3.1.1.1. Principios de la prueba

El kit Primerdesign denesig para los genomas del virus de la diarrea viral
bovina (VDVB) disefiado para el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) disefiado
para la cuantificacion in vitro de los genomas del VDVB. El kit esta disefiado para
tener el perfil de deteccion lo mas amplio posible, mientras permanece especifico
para el genoma de VDVB.

Los primers y las secuencias de sonda en este kit tienen 100% de
homologia con un amplio rango de secuencias de VDVB basado en un analisis
bioinformatica completo.

El kit contiene dos conjuntos de cebadores y sondas. Cada uno de los
cebadores del gen de la poliproteina y los conjuntos de sondas estan disefiados
para detectar el virus de la diarrea viral bovina 1 y la diarrea viral bovina Virus 2
(Genesig).
3.3.3.1.2. Extraccién del material genético.
3.3.3.1.2.1. Preparacién de las muestras y reactivos.

o Esterilizar la cabina de flujo laminar para evitar la contaminacion de las
muestras.

e Solucion de lisis union.
Realizar los calculos para la cantidad de muestras a trabajar, siempre

incluir el 10% de excedente para compensar la imprecision del pipeteo.
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Tabla 03: Cantidad de reactivo por reaccion para la solucion de lisis union

Componente Por reaccion Por reaccion (+10%)
MagMAX™ CORE Lysis
. 350 yL 385 L
Solution

MagMAX™ CORE Binding

350 uL 385 uL
Solution H H

e Solucion de perlas magnéticas.
Realizar los calculos para la cantidad de muestras a trabajar, siempre

incluir el 10% de excedente para compensar la imprecision del pipeteo.

Tabla 04: Cantidad de reactivo por reacciéon para la solucion de perlas

magnéticas
Componente Por reaccion Por reaccion (+10%)
MagMAX™ CORE Magnetic
20 pL 22 uL
Beads
MagMAX™ CORE Proteinase K 10 uL 11 yL

e Descongelar las muestras de suero sanguineo y homogenizar.
3.3.3.1.2.2. Procedimiento para la extraccién del material genético
1. En un vial criogénica marcar LU (solucion de lisis union), mezclar 385 L
de MagMAX™ CORE Lysis Solution y 385 uyL de MagMAX™ CORE
Binding Solution.
2. Enun vial criogénico marcar PM (solucién de perlas magnéticas), mezclar
22 pL de MagMAX™ CORE Magnetic Beads y 11 yL de MagMAX™

CORE Proteinase K.
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3. Unidn de acidos nucleicos a las perlas magnéticas.

a. Para una reaccién combinar en el siguiente orden:

Tabla 05: Combinacién de reactivos por reaccion

Combinar Componente Cantidad
1 PM (solucién de perlas magnéticas) 30 uL
2 Suero 200 uL

Antes del paso 3: mezclar mediante pipeteo y dejar incubar 2 minutos

a T° Ambiente

3 LU (solucion de lisis union) 700 uL

b. Usar un vortex, agitar a una velocidad moderada por 3 minutos.

c. Usar un rack magnético, capturar las perlas. El tiempo de captura
es de 1 a 3 minutos.

d. Cuidadosamente aspirar y descartar todo el sobrenadante sin
remover la perlas.

e. Retirar los tubos del rack magnético.

4. Lavado de las perlas con MagMAX™ CORE Wash Solution 1.

a. Adicionar 500 yL de MagMAX™ CORE Wash Solution 1 a cada

tubo.

b. Usando un vortex, agitar a una velocidad moderada por 1 minuto.

c. Usar un rack magnético para capturar las perlas. El tiempo de
captura es de aproximadamente 1 minuto. Cuando la muestra se

torne transparente, las perlas habran sido capturadas.
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d. Cuidadosamente aspirar y descartar todo el sobrenadante sin

remover las perlas.
e. Retirar los tubos del rack magnético.
5. Lavado de las perlas con MagMAX™ CORE Wash Solution 2.

a. Adicionar 500 yL de MagMAX™ CORE Wash Solution 2 a cada

tubo.
b. Usar un vortex, agitar a una velocidad moderada por 1 minuto.

c. Usar un rack magnético para capturar las perlas. El tiempo de
captura es de aproximadamente 1 minuto, cuando la muestra se

torne transparente, las perlas habran sido capturadas.

d. Cuidadosamente aspire y descarte todo el sobrenadante sin

remover las perlas.
e. Retirar los tubos del rack magnético.

6. Secado de las perlas.
a. Dejar el tubo abierto a temperatura ambiente durante 2 minutos
para que el alcohol restante de MagMAX™ CORE Wash Solution
2 se evapore.
b. Inspeccionar el tubo y si hay solucion residual, quitar lo mas posible
con una pipeta de punta fina, dejar el tubo abierto en el rack
magnético por otro minuto.

7. Elucion de acidos nucleicos.
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. Dejar el tubo abierto a temperatura ambiente durante 2 minutos

para permitir que el alcohol restante de MagMAX™ CORE Wash

Solution 2 se evapore.

. Adicionar 90 pL de MagMAX™ CORE Elution Buffer pre calentado

a 65°C a cada tubo.

Usar un vortex, agite vigorosamente durante 3 minutos, la muestra
debe tornarse marrén, indicando la completa suspension de las

perlas.

. Usar un rack magnético capture las perla, la captura de tardar

aproximadamente 2 minutos.

. Tener cuidado de no remover las perlas, transferir 90 pyL de

sobrenadante a un vial criogénico limpio. No desechar el
sobrenadante; los acidos nucleicos purificados estan en el

sobrenadante.

3.3.3.1.3. Deteccion TR — PCR de un solo paso, para la identificacién del

virus de la diarrea viral bovina

3.3.3.1.3.1. Preparacion de las muestras y reactivos

Esterilizar la cabina de flujo laminar de trabajo durante 15 minutos.

3.3.3.1.3.1.1 Reconstitucién de los componentes del kit

Girar cada tubo en una centrifuga antes de abrirlo. Esto asegura que la
mezcla liofilizada de la imprimacién y la sonda se encuentre en la base
del tubo y no se derrame al abrir el tubo.

Reconstituir los componentes del kit con agua libre de nucleasas.

38



Tabla 06: Cantidad de agua libre de nucleasas para la reconstitucion de los

componentes del kit

Resuspender componentes en agua Volumen
Polyprotein (BVDV 1) primer/probe mix 165 pL
Polyprotein (BVDV 2) primer/probe mix 165 uL
BVDV 1 and BVDV 2 RT primer mix 165 L

o Reconstituir los componentes del control positivo con el tampén de

preparacion de plantillas.

Tabla 07: Cantidad de buffer de preparacion de plantilla para la reconstitucion
de los componentes del kit

Resuspender componentes en buffer de preparacion de

_ Volumen
plantilla
Polyprotein (BVDV 1) positive control template 500 uL
Polyprotein (BVDV 2) positive control template 500 pL

e Agitar en un vortex cada tubo.

3.3.3.1.3.2. Procedimiento para la identificacién del genotipo del virus de la
diarrea viral bovina por el método de TR-PCR de un solo paso
Los pasos del pipeteo deben realizarse en hielo.

1. Para cada muestra de ARN preparar una mezcla de reaccion de acuerdo

con la siguiente tabla (se incluyo lo suficiente para los controles).

39



Tabla 08: Cantidad de reactivos para la preparacion del master mix.

Componente Volumen
Oasig™ OneStep or precision™ OneStep 2x Qrt-pcr 10 L
MaterMix
BVDV2 or BVDV2 primer/probe mix 1L
RNAse/DNAse free water 4 uL
Volumen final 15 uL

2. Pipetear 15 uL de esta mezcla (master mix) en cada pocillo de acuerdo
con su configuracion de placa experimental de PCR en tiempo real.

3. Pipetear 5 pL de plantilla de RNA sin diluir en cada pocillo de acuerdo con
la configuracion de su placa experimental. Para el pocillo de control
negativo usar 5 pL de agua libre de RNAsa / DNAsa. El volumen final sera
20 ul.

4. Pipetear 5 pL de control positivo tipo 1 y control negativo en el pocillo de
acuerdo a la configuracion de placa experimental.

5. Pipetear 5 pL de control positivo tipo 2 y control negativo en el pocillo de
acuerdo a la configuracién de placa experimental.

Se trabajé por separado los dos genotipos de la diarrea viral bovina (BVDV),

para una mejor comprension.
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3.3.3.1.3.2.1. Amplificacion TR-PCR de un solo paso, paralaidentificacion

del virus de la diarrea viral bovina

Tabla 09: Tiempos y temperaturas para la amplificacién del PCR en tiempo real.

Paso
Transcripcion inversa
Activacion enzimatica

Desnaturalizacion

50 CICLOS
Recopilacion de datos

Tiempo
10 minutos
2 minutos

10 segundos

60 segundos

Temperatura

42°C
95°C
95°C
60°C
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Flujograma de la metodologia de la extraccion del material genético

PASO 01: Esterilizar la
cabina, los materiales y
marcar los viales
criogenios con el
numero de muestra.

PASO 02: Realizar la
mezcla de la solucién
Perlas Magneticas
(PM), (A.11uL
Proteinase K, B. 22 uL
Magnetic beads).

PASO 03: Realizar la
mezcla de la solucion
Lisis  unién  (LU),
(A. 385 pL Lysis
solution; B. 385 pL
Binding solution).

PASO 06: Con el rack
magneético capturar las
PM, durante 1 a 3
minutos, descartar el
sobrenadante sin
remover las PM y sin
retirar los viales
criogénicos del rack
magnético.

PASO 05: Usando el
vortex agitar a una
velocidad moderada
durante 3 minutos.

PASO 04: Combinar
30 uL de PM, 200 pL
de suero y 700 pL de
LU.

PASO 07: Adicionar
500 upL de Wash
Solution 1 a cada tubo.

PASO 08: Usando
el vortex agitar a
una velocidad
moderada durante
1 minutos.

PASO 09: Con el rack
magnético capturar las PM,
durante 1 a 3 minutos, se
descartar el sobrenadante
sin remover las PM ni
retirar los viales
criogénicos del rack
magnético.

e

h

PASO 12: Con el

rack PASO 11: Usando

magnético se capturo las
PM, durante 1 a 3 minutos,
se descarto el sobrenadante
sin remover ni retirar los
viales criogénicos del rack
magnético.

un vortex se agitd
a una velocidad
moderada durante
1 minutos.

PASO 10:
Adicionar 500
ML de Wash

Solution 2 a

« cada tubo.
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PASO 13: Dejar abierto los
viales criogénicos por 2
minutos para que el alcohol
restante de wash solution 2
se evapore.

PASO 14:
Adicionar 90 pL de
Elution Buffer.

criogénico.

PASO 17: Con cuidado transferir
90 uL de sobrenadante a un vial

PASO 15: Usando el
vortex agitar a una
velocidad moderada
durante 3 minutos.

PASO 16: Con el rack
magnético capturar las
perla magnéticas, durante
2 minutos.

muestras de suero.

Se extraj6 el material genético (RNA) de 14
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Flujograma para reconstitucion de los componentes del kit para la

identificacion del genotipo del virus de la diarrea viral bovina por el método

de PCR Tiempo real

e Reconstitucién de VDVB-1 primer/probe mix y VDVB-2 primer/probe mix

PASO 01: Agregar 165 pL de
agua libre de RNAsa/DNAsa
a cada tubo de VDVB-1
primer/probe mix y VDVB-2
primer/probe mix.

PASO 02: Para
garantizar la
resuspension
completa agitar en
el vortex.

PASO 03:
Centrifugar.

e Reconstitucion de BVDV-1 positive control template, BVDV-2 positive control

template

BVDV-1
template,
control template.

positive

PASO 01: Agregar 500 uL de
baffer de preparacion de
plantila a cada tubo de
control
BVDV-2 positive

PASO 2: Para
garantizar la
resuspension
completa agitar en el
vortex.

PASO 03:
Centrifugar.
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Flujograma de la metodologia para la identificacion del genotipo del virus

de la diarrea viral bovina por el método de PCR Tiempo real

PASO 01: Esterilizar la
cabina para la
preparacion de las
mezclas (master mix).

PASO 02: Configurar el equipo del
RT-PCR

PASO 4: Combinar 15 yL de master
mix en cada tubo de reaccion rapida,
5 uL de control positivo tipo 2 en el
tubo de reaccion rapida para el control
positivo, 5 pL de agua libre de
RNAsa/DNAsa en el tubo de reaccion
rapida del control negativo, 5 uL de
RNA sin diluir en cada tubo de
reaccion rapida de acuerdo con la
configuracion de la placa
experimental de RT-PCR.

PASO 03: Combinar 15 yL de master
mix en cada tubo de reaccién rapida, 5
uL de control positivo tipo 1 en el tubo
de reaccién rapida para el control
positivo, 5 pL de agua libre de
RNAsa/DNAsa en el tubo de reaccion
rapida del control negativo, 5 pL de
RNA sin diluir en cada tubo de reaccion
rapida de acuerdo con la configuracion
de la placa experimental de RT-PCR.

PASO 05: Sellar los
tubos de reaccion
rapida con

PASO 06: Agitar en
el vortex los pocillos

sus a una velocidad

respectivas tapas, para moderada para experimental y se dio
evitar la contaminacion garantizar la inicio a la amplificacién en
de las muestras. homogeneidad  de »

las mezclas.

PASO 07: Ubicar cada
pocillo de acuerdo con la
configuracion de la placa
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3.3.3.1.4. Validacion de la prueba.
Para la validacién de la prueba el valor del Ct (Ciclo umbral) del control

positivo tiene que ser menor de 30 y la extraccion del control no presentara sefal.

Tabla 10: Criterios para la ejecucion valida de PCR — tiempo real

Tipos de reaccion Valor de Ct para RNA

de VDVB
Control positivo <30
Extraccién del control 40 (sin senal)

3.3.3.1.5. Interpretacion de resultados

Se considera como positivo a las muestras cuyo valor de Ct (ciclo umbral)
sean menores de 38, como negativo a las muestras que no presentaron senal
por ende no tienen Ct y es sospechoso cuando el valor del Ct se encuentra entre

=38 y <40 dichas muestras tendran que volver a ser evaluadas.

Tabla 11: Interpretacion de los resultados de las pruebas de muestra individual

Valor Ct para el RNA

Interpretacion
de BVDV

Muestra positiva para
VDVB
Muestra negativa para
VDVB

Consulte solucion de

<38

problemas si el valor de
CT para xeno™ RNA

control es 38 en una

40 sin senal

muestra negativa para
VDVB

238 y <40 Resultado sospechoso.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 GENOTIPIFICACION DEL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA (VDVB)

Tabla 12: Valor del Ct (Ciclo umbral) de las muestras, control positivo, control

negativo para el genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDBV-1)

N° Ct Ct Ct
Muestra/Distrito VDVB-1 Control positivo  Control negativo
130 Zurite 24.8 27.7
215 Zurite 24.7 27.7
122 Zurite 23.2 27.7
16 Huarocondo 24 .4 28.3
43 Cachimayo 24.5 28.3
5 Cachimayo 22.2 28.3
112 Cachimayo 18.0 23.6 -
37 Anta 18.1 23.6 SIN SENAL
4 Anta 18.1 23.6
281 Ancahuasi 18.2 23.6
216 Ancahuasi 24.3 28.2
130 Ancahuasi 24 .4 28.2
28 Ancahuasi 24.3 28.2
348 Ancahuasi 18.1 23.6

En la tabla 12 se observa las muestras 130 Zurite, 215 Zurite, 122 Zurite,
16 Huarocondo, 43 Cachimayo, 5 Cachimayo, 112 Cachimayo, 37 Anta, 4 Anta,
281 Ancahuasi, 216 Ancahuasi, 130 Ancahuasi, 28 Ancahuasi, 348 Ancahuasi,
cuyo Ct (Ciclo umbral) del VDVB-1 son 24.8, 24.7, 23.2, 24.4, 24.5, 22.2, 18,
18.1,18.1, 18.2, 24.3, 24.4, 24.3, 18.1 respectivamente, el Ct del control positivo
27.7,27.7, 27.7, 28.3, 28.3, 28.3, 23.6, 23.6, 23.6, 23.6, 28.2, 28.2, 28.2, 23.6

respectivamente, el Ct del control negativo no presenta sefial.
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Tabla 13: Valor del Ct (Ciclo umbral) de las muestras, control positivo, control

negativo para el genotipo 2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-2)

Ct Ct Ct

N° Muestra-Distrito
BVDV-2 Control positivo  Control negativo

130 Zurite

215 Zurite

122 Zurite

16 Huarocondo 28.2
43 Cachimayo
5 Cachimayo
112 Cachimayo
37 Anta

4 Anta

281 Ancahuasi
216 Ancahuasi 28.4
130 Ancahuasi

28 Ancahuasi

348 Ancahuasi

SINSENAL SIN SENAL

En la tabla 13 se observa las muestras 130 Zurite, 215 Zurite, 122 Zurite,
16 Huarocondo, 43 Cachimayo, 5 Cachimayo, 112 Cachimayo, 37 Anta, 4 Anta,
281 Ancahuasi, 216 Ancahuasi, 130 Ancahuasi, 28 Ancahuasi, 348 Ancahuasi,
cuyo Ct (Ciclo umbral) VDVB-2 no presentan sefial, el Ct del control positivo en
los distritos de Zurite, Huarocondo y Cachimayo es 28.2 y en los distritos de Anta

y Ancahuasi es de 28.4, Ct del control negativo no presenta sefal.
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Tabla 14: Resultado para la genotipificacion del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1, VDVB-2) en los distritos de Ancahuasi, Anta, Cachimayo, Zurite y

Huarocondo

N° Positivo Positivo
Ditrito muestras BVDV-1 BVDV-2
Ancahuasi 5 5 0
Anta 2 2 0
Cachimayo 3 3 0
Zurite 3 3 0
Huarocondo 1 1 0
TOTAL 14 14 0

En la tabla 14 se observa un total de 14 muestras de vacunos evaluados,
donde 5 son muestras del Distrito de Ancahuasi, 2 son muestras del distrito de
Anta, 3 son muestras del Distrito de Cachimayo, 3 muestras del Distrito de Zurite
y 1 es muestra del Distrito de Huarocondo, las 14 muestras evaluadas son
positivos al genotipo 1 de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-1) y ninguna muestra

evaluada es positivo al genotipo 2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-2).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son: De las 14 muestras
evaluadas de los Distritos de Ancahuasi, Anta, Cachimayo, Zurite y Huarocondo.
Las 14 muestras son positivos al genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) y ninguno al genotipo 2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB -2).

Este resultado es similar con el trabajo realizado por (Arainga et al., 2010)
en Arequipa, Cajamarca, Junin, La Libertad, Lima y Puno, que evaludé 55
muestras de animales sospechosos, fueron procesadas mediante la prueba

TR - PCR usando primers especificos para cada genotipo viral, indico que 14 de
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55 muestras fueron positivas al genotipo VDVB-1, siendo el 25% del total de
muestras evaluadas y ninguna al genotipo VDVB-2, los resultados son similares
al presente trabajo al no encontrarse positivos al genotipo 2 (VDVB-2); la
presencia del genotipo 1 (VDVB-1) se deberia a que dicho genotipo es el mas
difundido en poblaciones bovinas de muchos paises como es el caso de EEUU
de donde el Peru importo bovinos sin restriccion respecto al Virus de la Diarrea
Viral Bovina, la ausencia o baja prevalencia del genotipo VDVB-2 puede deberse
a una baja prevalencia o bajo numero de cepas analizadas (14 muestras) a
comparacion con el numero de cepas analizadas en otras estudios donde si se

detect6 ambos genotipos.

Por otro lado (Stahl et al., 2009) aislé6 25 muestras Persistentemente
Infectados (PI) siendo 15 muestras originarias del Perd y 10 muestras originarias
de Chile, fue procesada por el método TR-PCR donde se muestra que las 25
cepas pertenecen al genotipo 1 y ninguna cepa pertenece al genotipo 2, los
resultados son iguales a los obtenidos en el presente trabajo al no encontrar
positivos al genotipo 2, la ausencia del genotipo 2 puede deberse a que en el
Peru la vacuna empleada es a virus inactivado y la vacunacion no es una practica

comun (Wageck et al., 1998)(Flores et al., 2000).

También (Gollan et al., 2006) en San Cristébal de la provincia de Santa
Fe (Argentina) en la cuenca lechera santafesina, las muestras fueron
procesadas por Aislamiento Viral (AV), Neutralizacion Viral (NV),
inmunoflorescencia directa (IFD), técnicas histologicas y mediante la prueba de
TR - PCR, ha reportado variabilidad entre las cepas del VDVB, que se manifiesta
por la existencia de los biotipo CP y NCP vy los tipo virales 1 y 2, los analisis

realizados revelan un 90-98% de homologia con las cepas de genotipo 1, no
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encontrandose cepas genotipo 2, los resultados son iguales a los obtenidos en
el presente trabajo no encontrando positivos al genotipo 2, esto puede deberse
al bajo numero de muestras evaluadas y también a la degradacién del RNA viral
debido a factores como tiempo de permanencia e inadecuada conservacion de

las muestras sobre todo en los primeros afos de coleccion.

También (Morrell et al., 2014) en seis establecimientos de la provincia de
Buenos Aires (Argentina), las muestras fueron procesadas mediante el método
de RT - PCR, donde en un caso se aislo la cepa NCP perteneciente al genotipo
Il'y en dos casos se aisl6 la cepa CP el cual permite el cuadro de Enfermedades
de las Mucosas, los resultados son diferentes a los obtenidos en el presente
trabajo ya que dicho autor encontré la presencia del genotipo1 y genotipo 2, lo
cual puede deberse a que las muestras evaluadas fueron colectadas y
procesadas en el momento, también a que en Argentina la vacunacion es una

practica constante.

En los resultados de la genotipificacién, se considera como positivo a la
honda de la muestra que se levanta junto a la honda del control positivo y la
honda de control negativo se debe mostrar de forma lineal, la validacion de los

resultados se realiza con el valor del Ct (Ciclo umbral).

La amplificacién de las muestras fue procesada de forma individual

usando diferentes controles positivos.
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Grafico 01: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 130 del distrito Zurite

Amplification Plot
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I CONTROL POSITIVO (genotipo 1)(27.7) [l CONTROL NEGATIVO 130 ZURITE(24.8)

En el grafico 1 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra
130 del distrito de Zurite, siendo su Ct (Ciclo umbral) 24.8, teniendo el Ct del

control positivo 27.7 resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 02: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 215 del distrito de Zurite

Amplification Plot
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En el grafico 2 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra
215 del distrito de Zurite, siendo su Ct (Ciclo umbral) 24.7, teniendo el Ct del

control positivo 27.7; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 03: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 122 del distrito de Zurite

Amplification Plot
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En el grafico 3 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra
122 del distrito de Zurite, siendo su Ct (Ciclo umbral) 27.7, teniendo el Ct del

control positivo 27.7; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 04: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 16 del distrito de Huarocondo

Amplification Plot
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En el grafico 4 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra
16 del distrito de Huarocondo, siendo su Ct (Ciclo umbral) 24.4, teniendo el Ct

del control positivo 28.3; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 05: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 43 del distrito de Cachimayo
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43 del

En el grafico 5 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra

distrito de Cachimayo, siendo su Ct (Ciclo umbral) 24.5, teniendo el Ct del

control positivo 28.3; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 06: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 5 del distrito de Cachimayo

Amplification Plot
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En el grafico 6 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra 5
del distrito de Cachimayo, siendo su Ct (Ciclo umbral) 22.2, teniendo el Ct del

control positivo 28.3; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 07: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 112 del distrito de Cachimayo

Amplification Plot
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En el grafico 7 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra
112 del distrito de Cachimayo, siendo su Ct (Ciclo umbral) 18.0, teniendo el Ct

del control positivo 23.6; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 08: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 37 del distrito de Anta
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En el grafico 8 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestras

37 del distrito de Anta, siendo su Ct (Ciclo umbral) 23.6, teniendo el Ct del control

positivo 18.1; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 09: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1), de la muestra 16 del distrito de Anta
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En el grafico 9 se muestra la amplificacion del genotipo 1 del distrito de

Anta de la muestra 4, siendo su Ct (Ciclo umbral) 18.1, teniendo el Ct del control

positivo 23.6; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 10: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 281 del distrito de Ancahuasi

Amplification Plot
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En el grafico 10 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra
281 del distrito de Ancahuasi, siendo su Ct (Ciclo umbral) 23.6, teniendo el Ct

del control positivo 18.2; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 11: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 216 distrito Ancahuasi

Amplification Plot
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En el grafico 11 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestra
216 del distrito de Ancahuasi, siendo su Ct (Ciclo umbral) 24.3, teniendo el Ct

del control positivo 28.2; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 12: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 130 del distrito Ancahuasi

Amplification Plot
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En el grafico 12 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestras
130 del distrito de Ancahuasi, siendo su Ct (Ciclo umbral) 24.4, teniendo el Ct

del control positivo 28.2; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 13: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 16 del distrito de Ancahuasi
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En el grafico 13 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestras
28 del distrito de Ancahuasi, siendo su Ct (Ciclo umbral) 24.3, teniendo el Ct del

control positivo 28.2; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 14: Resultado del genotipo 1 del Virus de la Diarrea Viral Bovina

(VDVB-1) de la muestra 16 del distrito de Ancahuasi
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En el grafico 14 se muestra la amplificacion del genotipo 1 de la muestras
348 del distrito de Ancahuasi, siendo su Ct (Ciclo umbral) 18.1, teniendo el Ct

del control positivo 23.6; resultando la muestra positivo al genotipo 1.
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Grafico 15: Resultado del genotipo 2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina
(VDVB-2), de la muestra 130; 215; 122 del distrito de Zurite, 16 del distrito de
Huarocondo y 43; 5; 112 del distrito de Cachimayo
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En el grafico 15 se muestra la amplificacion del genotipo 2 de las muestras
130; 215; 122 del distrito de Zurite, de la muestra 16 del distrito de Huarocondo,
de las muestras 43; 5; 112 del distrito de Cachimayo, los cuales fueron negativos
por que no presentaron sefal fluorescencia, teniendo el Ct del control positivo

28.2; resultando las muestras negativo al genotipo 2.
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Grafico 16: Resultado del genotipo 2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina
(VDVB-2), de las muestras 37; 4 del distrito de Anta, las muestras 281; 216;

130; 28; 248 del distrito Ancahuasi
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En el grafico 16 se muestra la amplificacion del genotipo 2 de las muestras
37; 4 del distrito de Anta, de las muestras 281; 216; 130; 28; 248 del distrito de
Ancahuasi, los cuales fueron negativos por que no presentaron sefal de
fluorescencia, teniendo el Ct del control positivo 28.2; resultando las muestras

negativo al genotipo 2.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1. En las 14 muestras evaluadas se determiné la presencia del genotipo 1
del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-1) y la ausencia del genotipo
2 del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB-2), en vacas de la pampa de

Anta de la Regién del Cusco.
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5.2 RECOMENDACIONES.

1.

Basandonos en los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion,
se recomienda eliminar a los animales Persistentemente Infectados (PI)
ya que son los principales focos de diseminacion del Virus de la Diarrea
Viral bovina.

Basandonos a los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda
crear una vacuna especifico contra el genotipo presente en el Peru para
tener un control de la enfermedad.

Implementar medidas de bioseguridad manteniendo a los animales
adquiridos por los pobladores en cuarentena, para evitar la propagacion
de la enfermedad.

Realizar charlas o capacitaciones a las poblaciones para brindar un mayor

conocimiento de la enfermedad.
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ANEXOS



Anexo 01: Ambiente de Reaccion de la Cadena de la Polimerasa en Tiempo

Real (RT- PCR)
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Anexo 02: Materiales para la extraccion del material genético y detecciéon del

genotipo del Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

(A. Lentes, B. Mandil descartable, C. gorro, D. Barbijo, E. Guantes de latex, F.
Cabina de bujo laminar, G. Vortex, H. Pipetas, I. Tips esteriles, J. Multi portador

de tubo para el vortex, K. Rack magnetico, L. Viales criogénicos).
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Anexo 03: Reactivos para la extraccion de material genético

A.Wash solution 1, B. Wash solution 2, C. Lysis solution, D. Binding solution, E.
Elution buffer, F. Magnetic beads, G. Proteinase K (Los reactivos mantener a T°

ambiente).

Anexo 04: Reactivos para la identificacion del genotipo del Virus de la Diarrea

Viral Bovina (VDVB)

A. BVDV1 primer/probe mix, B. BVDV2 primer/probe mix, C. BVDV1 positive
control template, D. BVDV2 positive control template, E. Template prepration
buffer, F. RNAse/DNAse free water, G. BVDV1 and BVDV2 RT primer mix (los

reactivos mantener en hielo durante todo el proceso).

79



08

9€.¥'0 ¥S.°0 epnyoed 9l peplunwo) Inbuemey }
ejeyo ejewieq
O2JILSONSVIA d/N 3 VOILdO IVININY Vd1S3NN N Oldv131d0odd d0103S oN
IN3IIO0D | dvdisSN3d / 349NON /3449INON

OdNODOdVNH 3d Ol1d1s1d

v¥22'0 050 Apued zzL IyouIs sloq leay z8l
oqwe]
801€0 6150 eoue|g SLZ epenbed ouoong esnjues | oiNyoeouy | 6L1
G/1€0 8190 u/s o€l olnyoeouy |/
OJILSONSDVIA d/IN vOl1ldO TVININY VH1S3NIN oN | OldV13ldOdd /AddNON | d0103S oN
31IN3ID0D avdaisN3d / 3H49INON

3114NZ 3 OLI¥1SIa
‘ajunz

A oAewiyoe) ‘opuoooieny ‘ISenyeouy ‘ejuy ap SolNSIp so| ap (|d) SOpeIosju| 8JuUsWBIUB]SISIad SOUNJBA ap oJisiBay G0 oxauy



18

00€S°0 9190 ejopeg 1€ sebiep Aojued ouejiH auodwo) 6
ODILSONOVIA d/n VOILdO IVININY VALSINN N oldv131doad "d0103S | N
3IN3I00D | avaisNaa / IYENON /A4GINON
VLNV 3d OLl1d1SIa
1€9L0 1S¥0 epaqio Zh SO|EeD Sejes UoaT ¢ eluein 9
ODJILSONOVIC d/N VOILdO IVININY VALSINN N Oldv131dodd d0103S oN
3IN3I00D | avaIsN3d / I4ENON /A49INON
OUY O
168270 1650 IS0y g eliooeg eoleweled | G|
ejfewleoned ueyor IUIND
ODILSONOVIC d/N VOILdO IVININY VELSININ N Oldv131dodd d0103S oN
3INJID0D | avaIsN3d / I4ENON /A49INON
15910 11v°0 ESOY op elD e a1i0] €7 LIND Ja)eM sowely zl
OJILSONOVIA d/N VOILdO IVININY VHLSINN N Oldv131doyd J0103S oN
3IN3I00D | avaIsN3d / I4ENON /A49INON

OAVINIHOVO 3d Ol1d1SId




8

10820 ¥€8°0 eunsnr 8z Iyoewed|jeny ejuy Uey Ues | €0l

ODILSONOVIA d/N VOILdO IVININY VaLSINN N Ol4v131doyd d0103S | oN
3INIIO0D | AvaIiSNIa |/ IYENON /A4GINON

G8%€0 Sv9°0 ESE|0dIN e nuouny| eyoded) oinpy | Aeliueled | Geb

09510 €650 Kueq 0cl "V EZOPUSI\ 1UOA B0IBWO0200S | G

SIN "00SY

0v0€0 888°0 elo|4 91T BUdUEDD UlUeld equieqnyd| | ¢i

ODILSONOVIA d/N VOILdO IVININY VaLS3INA N olgv131doyd d0103S | N
3IN3I00D | avdisNaa / I4EGNON /A4ENON

9eEY 0 6550 esoy 182 saleueq Relueied g

o[IliSED EpUIIBULISH

ODJILSONOVIA din VOILdO IVININY VaLSINN N oldv131doyd 90103S | N

3IN3ID0D | avdisSNaa / IYENON /A4GINON
ISVNHYONY 3d OLI¥1SIa

05850 1680 eyoued v BUE|\ BUY E[IWED 0INI0220 | ¥l

ODILSONOVIA d/N VOILdO IVININY VaLSINA N Oldv131doyd "0103S | .N
3INIID0D | avaisNaa / IYENON /A4EINON




83



