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FENOTIPOY GENOTIPO DEL VIRUS DE LADIARREA VIRAL AISLADO
DE BOVINOS EN EL PERU

PHENOTYPE AND GENOTYPE OF BOVINE VIRAL DIARRHOEA VIRUS ISOLATED IN
PERUVIAN CATTLE

Mariluz Arainga R.'?, Hermelinda Rivera G.!3, Juan Carlos Huaman G.',
Alberto Manchego S.!

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el fenotipo y genotipo de cepas del
Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) aisladas de bovinos de diversos lugares del Pert.
Entre 1998 y 2007 se colecté muestras de tejidos de fetos abortados, sangre, suero o
plasma de bovinos con infeccion aguda o portadores del virus procedente de las princi-
pales cuencas lecheras del pais para la busqueda del antigeno del VDVB mediante
inmunofluorescencia y ELISA de captura. Las muestras positivas al antigeno viral fueron
cultivadas en monocapas de células de cornete nasal de feto bovino (CNB), libre del
VDVB hasta el tercer pasaje, para determinar el biotipo. Las muestras positivas, tanto de
los tejidos como del tercer pasaje, fueron procesadas por la técnica RT-PCR en tiempo
real, para determinar el genotipo viral. Se aislaron 41 cepas del VDVB en CNB. E1 85.4%
(35/41) correspondieron al fenotipo no citopatico y 14.6% (6/41) al citopatico. E145.5%
(25/55) y el 74.5% (41/55) de las muestras de tejidos y del 3¢ pasaje en CNB, respectiva-
mente, resultaron positivas al VDVB mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. Todas
las cepas pertenecieron al VDVB-1. Los resultados enriquecen la epidemiologia de la
DVB en el pais y sugieren la ausencia o baja prevalencia de cepas del VDVB-2 en la
poblacion bovina de las principales cuencas lecheras.

Palabras clave: virus de la diarrea viral bovina, ARN, fenotipo, genotipo, PCR en tiempo
real, cultivo celular

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the phenotype and genotype of Bovine Viral
Diarrhoea Virus (BVDV) in Peruvian cattle. During the period 1998-2007, tissues of aborted
foetus, blood, serum or plasma samples of bovine with acute infection or persistently
infected from dairy herds of various locations in the country were collected and the
BVDV antigen was detected by immnunofluorescence or capture ELISA tests, and positive
samples were inoculated en BVDV free BT cells and cultured until third passage to

! Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, Facultad de Medicina Veterinaria, Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima
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determine the biotype. Both animal tissues and third passage of positive samples were
tested by a Real Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) for
genotyping the strains. Forty one BVDYV strains were isolated in BT cells. Eighty five
percent (35/41) of the isolates were non-cytopathic and 14.6% (6/41) cytophatic. Forty
five and a half percent (25/55) and 74.5% (41/55) of the animal tissues and from the 3
passage samples respectively, were positive to BVDV by Real Time RT-PCR test. All
isolates belonged to BVDV-1 genotype. These results contribute to a better understanding
of the epidemiology of the bovine viral diarrthoea disease in Peru and suggest that

BVDV-2 is absent or has low prevalence in dairy herds.

Keywords: bovine viral diarrhea virus, RNA, phenotype, genotype, real time PCR, cell

culture

La industria lechera en el Peru esta
concentrada en las cuencas de Arequipa,
Lima y Cajamarca (MINAG, 1996), aunque
también se encuentra en zonas como Trujillo
(La Libertad), valle del Mantaro (Junin) y
valles interandinos con disponibilidad de re-
cursos forrajeros. La ganaderia lechera
afronta serias limitantes que afectan su de-
sarrollo, entre ellas, enfermedades infeccio-
sas como el virus de la diarrea viral bovina
(VDVB).

La DVB es una enfermedad amplia-
mente distribuida en el pais, con prevalencias
mayores al 50%, siendo causa importante de
fallas reproductivas y un componente del
complejo respiratorio en terneros (Rivera et
al., 1994). Las pérdidas estimadas a causa
de esta enfermedad son muy variables, de-
pendiendo de las condiciones de cada esta-
blo; pues ocasiona reduccion en la produc-
cion de leche, menor tasa de concepcion,
desordenes respiratorios, abortos, defectos
congénitos y retardo en el crecimiento, entre
otros (Houe, 2003). El virus puede cruzar la
barrera placentaria, infectar al feto y ocasio-
nar el nacimiento de un ternero con infec-
cion persistente durante la vida postnatal,
convirtiéndose en el principal diseminador del
virus (Becher et al., 1997). Los animales
persistentemente infectados (PI) posibilitan
la generacion de los dos fenotipos virales,
citopatico y no citopatico, pudiendo, ademas,
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desarrollar una enfermedad de caracter mor-
tal, denominada Enfermedad de las Mucosas
(Baker, 1987).

Los métodos de diagndstico, como
serologia con anticuerpos policlonales o
monoclonales, pruebas de neutralizacion viral,
pruebas de Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y analisis filogenéticos sos-
tenidos por estudios de secuenciamiento
genético de pestivirus, han identificado va-
rios genotipos pestivirales: virus de la diarrea
viral bovina genotipo 1 (VDVB-1), virus de
la diarrea viral bovina genotipo 2 (VDVB-2),
virus de la enfermedad de la frontera (VEF),
virus de la peste porcina clasica (VPPC) y
una quinta especie tentativa, representada por
pestivirus de animales silvestres y atipicos
(Ridpath et al., 1994; Paton 1995; Becher et
al., 1997, 2003).

EL VDVB ha sido aislado en varios pai-
ses europeos (Wolfmeyer et al., 1997,
Letellier et al., 1999; Vilcek et al., 1999, 2005;
Falcone et al., 2001; Tajima et al., 2001),
EEUU y Canada (Ridpath et al., 1994; Chul
et al., 2005; Ridpath, 2005), Japon (Sakoda
et al., 1999), y en América Latina (Flores et
al., 2000; Jones et al., 2001; Pizarro-Lucero
et al., 2006). Asimismo, se han desarrollado
estudios de genotipificacion y cuantificacion
del VDVB, usando para ello técnicas mas
rapidas, con alta sensibilidad y especificidad,
como es el PCR en Tiempo Real (Letellier y
Kerkhofs, 2003).
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En el pais, la informacion sobre el
VDVB se limita a la prevalencia de la enfer-
medad, pero no se conocen las caracteristi-
cas biomoleculares de las cepas que circulan
en la poblacion bovina. El objetivo del presen-
te estudio fue conocer el fenotipo y genotipo
del virus y su distribucion en la poblacion bo-
vina de varios lugares del pais como una vigi-
lancia de la emergencia de cepas patdgenas
y para un mejor conocimiento de la
epidemiologia de la enfermedad.

Lugar de Estudio

El estudio se llevo a cabo en el Labora-
torio de Virologia y el Laboratorio de Diag-
néstico Molecular de la Facultad de Medicina
Veterinaria (FMV) de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos (UNMSM), Lima.

Muestras

Se seleccionaron 55 muestras de bazo,
timo, rifion, pulmon de fetos bovinos aborta-
dos y muestras de sangre, suero o plasma de
bovinos con sospecha de infeccion aguda o
PI, procedentes de establos lecheros de
Arequipa, Cajamarca, Junin, La Libertad,
Lima y Puno, que fueron remitidas para la
deteccion de antigenos del VDVB entre 1998
y 2007 y que resultaron positivas o sospecho-
sas a antigenos del VDVB mediante pruebas
convencionales (Inmunofluorescencia y
ELISA de captura).

Determinacion del Antigeno Viral

Se determiné la presencia del antigeno
viral en los tejidos mediante la técnica de
inmunofluorescencia directa, usando un con-
jugado comercial (Ames, lowa, USA), siguien-
do el protocolo disponible en el Laboratorio
de Virologia de la FMV; mientras que las
muestras de sangre y suero sanguineo fueron
analizadas mediante ELISA de captura (kit
comercial Moredun-UK o IDEXX-USA).
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Todas las muestras positivas y sospechosas
se conservaron en congelacion a -35 6 -70
°C hasta el momento del aislamiento viral.
Las muestras de sangre que resultaron posi-
tivas a virus fueron centrifugadas a 3000 g x
10 minutos para la obtencion de leucocitos y
plasma, antes de ser congeladas.

Aislamiento Viral y Determinacion del
Fenotipo

Las muestras de tejido que resultaron
positivas a virus fueron homogenizadas al
10% Peso/Volumen en medio MEM, vy se
centrifugaron para obtener el sobrenadante.
Este, asi como leucocitos y suero sanguineo
se inocularon en monocapas de cornete na-
sal de feto bovino (CNB), cultivadas en pla-
cas de 24 hoyos en una incubadora a 37 °C
con una atmosfera de 5% de CO,, durante 5
dias, y observadas diariamente en busca de
lesion celular para determinar el fenotipo
(biotipo) viral. Cumplidos los 5 dias, se cose-
charon las células infectadas, para luego ha-
cer pasajes ciegos (hasta por tercera vez)
en nuevas monocapas de células. En cada
pasaje se realizaron pruebas de identifica-
cion de antigenos virales con la técnica de
inmunoperoxidasa (kit comercial “Trop-IIP
Pestivirus”, Trop-Bio, Australia). Las mues-
tras positivas al virus y que no mostraron
efecto citopatico fueron consideradas cepas
No Citopaticas (NCP) y las que presenta-
ron lesiones celulares fueron consideradas
cepas Citopaticas (CP).

Determinacion del Genotipo Viral

Se realizo la extraccion del ARN de las
55 muestras originales y de las muestras del
tercer pasaje en cultivo celular, utilizando el
kit comercial de extraccion y purificacion de
ARN “SV Total RNA Isolation System”
(Promega, EEUU). Ademas, se extrajo el
ARN de las cepas virales controles NADL
(VDVB genotipo 1) y cepa 125 (VDVB
genotipo 2), y del cultivo celular normal
(cornete nasal bovino), asi como de las mues-
tras de suero de bovinos de un hato negativo
al VDVB. El ARN aislado fue cuantificado

Rev Inv Vet Peru 2010; 21 (2): 192-203
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usando un espectrofotometro de luz UV visi-
ble (Varian - Casy 50 Bio) y conservado en
congelacion a -70 °C.

Para la reaccion de RT-PCR en Tiem-
po real se utilizo el kit “DyNamo SYBR Green
2-Step qRT-PCR F-430L” (Finnzymes, Fin-
landia), considerando, ademas, las especifi-
caciones para cada set de primers especifi-
cos (Cuadro 1). Brevemente, la técnica con-
sistio en:

Extraccion del ARN viral y de los controles

Todos los ARN fueron extraidos de 100
W de la muestra utilizando 175 pl del buffer
de lisado del ARN siguiendo las instruccio-
nes del fabricante del kit SV (Promega). La
lisis se realizo a 70 °C por 3 minutos y los
tubos enfriados en hielo. Los tubos contenien-
do el lisado fueron centrifugados a 14 000 x g
a20-25 °C por 10 minutos continudandose con
la purificacion del ARN por centrifugacion.
Finalmente el ARN purificado fue eluido con
100 pl de agua libre de nucleasas y fue alma-
cenado a -70 °C hasta su procesamiento.

PCR en Tiempo Real en 2 pasos

a) Transcripcion Reversa (Sintesis de
ADNCc). Para la Transcripcion Reversa
se utiliz6 el kit DyNAmo SYBR Green
2-step qQRT-PCR F430L (Finnzymes, Fin-
landia) que contiene los reactivos nece-
sarios para la sintesis de ADNc y para
la amplificacion del ADN (PCR) por los
primers especificos. Para la sintesis del
ADNC se preparo la mezcla de reactivos
que contiene el kit en un volumen de 20
pl al cual se le afiadio el ARN extraido y
purificado colocandose en el equipo
termociclador PTC 200 (Peltier Therme
Cycler) Chromo 4 (detector continuo de
fluorescencia) (MJ Research, UK) por
10 minutos a 25 °C, 30 minutos a 37 °C,
5 minutos a 85 °C, y una vez finalizado
se mantuvo a 4 °C.

Rev Inv Vet Pera 2010; 21 (2): 192-203

b) PCR en Tiempo Real. Se preparé una
mezcla de reaccion final de 20 pl/mues-
tra/genotipo por cada set de primers
(VDVB-1 y VDVB-2) y se programo
en el termociclador de acuerdo a la tem-
peratura de hibridizacion (annealing) de
los primers especificos. El programa
constd de 15 minutos a 95 °Cy 35 ciclos
de: 10 segundos a 94 °C, 30 segundos a
la temperatura promedio de los primers
(52 °C), 30 segundos a 72 °C, luego 10
minutos a 72 °C. Se continu6 con 55 °C
con incremento de 0.2 °C cada 2 segun-
dos hasta 95 °C y al finalizar se mantu-
vo a 4 °C. Al término de la prueba, se
visualizo6 las curvas de amplificacion (CT)
en forma logaritmica y se analiz6 las tem-
peraturas de disociacion (TD) para cada
genotipo viral de referencia VDVB-1 y
VDVB-2 que estuvieron entre 84 y 85
°C, respectivamente (Fig. 1), comparan-
do con la TD de los aislados de campo

(Fig. 2).
Analisis de Datos

La positividad al VDVB-1y VDVB-2
fue determinada por el analisis de la tempe-
ratura de disociacion (Melting), del progra-
ma “Opticon Monitor” del equipo del PCR
en Tiempo Real. El nimero de muestras po-
sitivas a antigenos virales, fenotipos y
genotipos se representan mediante porcen-
tajes.

Las 55 muestras que resultaron positi-
vas o sospechosas al VDVB por
inmunofluorescencia (IF) o ELISA de captu-
ra, asi como al tercer pasaje en cultivo celu-
lar de CNB se muestran en ¢l Cuadro 2, en
tanto que los resultados de las muestras ori-
ginales y del tercer pasaje en CNB mediante
la técnica molecular de RT-PCR en tiempo
real, usando primers para la deteccion de
Pestivirus, se muestran en el Cuadro 3.
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Cuadro 1. Relacion de primers de la regiéon 5 UTR (Pan Pestivirus, VDVB-1 y VDVB-2)'
comerciales utilizados con la técnica de PCR en Tiempo Real

Posicion

Primer’  Especificidad Secuencia del genoma Tamaiio’
Pan F Pestivirus  5’AGGGTA GTC GTCAGT GGT TCG3®  185-195 210bp
Pan R Pestivirus ~ 5’TCAACT CCA TGT GCC ATG TAC3>  395-375

Genl F VDVB-1 5" GGT AGC AAC AGT GGT GAG 3’ 139-155 221 bp
Genl R VDVB-1  5° GTA GCA ATA CAG TGG GCC 3’ 360-343

Gen2 F VDVB-2  5° ACT AGC GGT AGC AGT GAG 3’ 139-145 221 bp
Gen2 R VDVB-2 5’ CTA GCG GAA TAG CAG GTC 3’ 360-343

' Descrito por Letellier et al. (1999)
2 F: Forward, R: Reverse
® Tamafio del producto amplificado

Cuadro 2. Deteccion del virus de la diarrea viral bovina, en muestras originales, mediante
las técnicas de inmunofluorescencia directa y ELISA de captura, y en muestras
del tercer pasaje en cultivo celular de cornete nasal bovino mediante la técnica de

inmunoperoxidasa
Antigeno Pestiviral

Estatus Muestras originales Tercer pasaje CNB

N.° % N.° %
Positivo 36 65.5 43 78.2
Sospechoso 5.5
Negativo 19 34.5 9 16.3
Total 55 100 55 100

Cuadro 3. Deteccion del ARN Pestiviral, procedente de muestras originales y del tercer

pasaje en cornete nasal bovino, utilizando primers pan pestivirus, mediante la
técnica de RT-PCR en Tiempo Real

ARN Pestiviral
Estatus Muestras originales Tercer pasaje CNB
N.° % N.° %
Positivo 25 45.5 41 74.5
Negativo 30 54.5 14 25.5
Total 55 100 55 100
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Figura 1. Grafico de la curva de “melting” del RT-PCR en Tiempo Real, mostrando las tempe-

raturas de disociacion para los virus de la diarrea viral bovina-1y 2 (VDVB-1 y

VDVB-2)
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Figura2. Grafico de la curva de “melting” del RT-PCR en Tiempo Real, mostrando las tempe-
raturas de disociacion para el virus de la diarrea viral bovina-1 de referencia, y mues-

tras positivas al genotipo 1

La genotipificacion del VDVB usando
el ARN extraido del tercer pasaje en cultivo
celular de las muestras, determinada mediante
RT-PCR en tiempo real, usando primers es-
pecificos para cada genotipo viral, indicé que
14 de las 55 muestras fueron positivas el
genotipo VDVB-1 y ninguna al genotipo
VDVB-2.

Rev Inv Vet Pera 2010; 21 (2): 192-203

La Fig. 1 muestra las curvas de diso-
ciacion para las cepas del VDVB de refe-
rencia, y genotipos 1 y 2 observandose tem-
peraturas de disociacion de 84 y 85 °C, res-
pectivamente. Asimismo, en la Fig. 2, se com-
para los productos amplificados del VDVB-
1 de referencia y de las cepas aisladas, usan-
do primers especificos para el genotipo 1.

197



M. Arainga et al.

En relacion al fenotipo viral de los aislados, el 85.4% (35/41) fue de cepas NCP y el 14.6%

(6/41) fue CP (Figs. 3 y 4).

Cepa No Citopatica (NCP)

Cepa Citopatica (CP)

Figura 3. Fenotipos del Virus de la Diarrea Viral Bovina, aislados y determinados en cultivos

celulares de cornete nasal bovino. 40X

Cepa No Citopatica (NCP)

Cepa Citopatica (CP)

Figura4. Fenotipos del Virus de la Diarrea Viral Bovina, aislados en cultivos celulares y detec-
tados por la prueba de inmunoperoxidasa. 40X

DiIScUSION

Las diferencias a nivel molecular han
permitido agrupar las cepas como genotipo 1
y 2 y en subgenotipos dentro de cada genotipo.
Se sabe que las cepas del VDVB exhiben
una amplia variaciéon antigénica, que son
citopaticas y no citopaticas. En el Peru, tal

198

clasificacion no se habia realizado, aunque
en un analisis preliminar se ha reportado la
presencia del genotipo 1b (Stahl ez al., 2009).

En este estudio, el 65.5% (36/55) de
muestras positivas y 34.5% sospechosas del
VDVB, diagnosticadas mediante las pruebas
de IF y ELISA de captura, representan ce-
pas de campo aisladas de animales de diver-

Rev Inv Vet Peru 2010; 21 (2): 192-203
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sos lugares y situaciones climaticas del pais,
entre 1998-2007 (Cuadro 2). La utilizacion
de las pruebas de IF o ELISA permite la
identificacion rapida y econdmica del VDVB.
Sin embargo, la sensibilidad y especificidad
de estas pruebas pueden ser influenciadas por
factores como la gran diversidad antigénica
viral, calidad de los reactivos utilizados, y tipo
de muestras, entre otros, por lo que un resul-
tado positivo confirma la presencia del
antigeno viral, pero un resultado sospechoso
o0 negativo no descarta definitivamente la pre-
sencia del mismo (Saliki y Dubovi, 2004; Mars
y Van Maanen, 2005).

Una de las razones de inocular las 55
muestras en una linea celular secundaria de
CNB libre de VDVB endogeno fue definir
los resultados obtenidos directamente de los
tejidos. Luego de tres pasajes sucesivos en
las células de CNB, la identificacion del
antigeno pestiviral utilizando mAbs contra la
proteina P125/NS23 (region muy conserva-
da entre los pestivirus) evidencié un 78.2%
(43/55) de muestras positivas a Pestivirus
(Cuadro 2). La técnica de aislamiento del vi-
rus en cultivo celular, a pesar de los avances
en técnicas de diagnostico del VDVB, conti-
nua siendo la técnica estandar de oro, sobre
todo si se utilizan células de CNB y de testi-
culo bovino, que son las mas sensibles para
aislar VDVB (Saliki y Dubovi, 2004).

El andlisis molecular de un fragmento
delaregion 5" UTR del ARN extraido de las
muestras originales indic6 que solo el 45.5%
(25/55) fueron positivas al VDVB, pero el
analisis de esta misma region del ARN ex-
traido de las muestras del tercer pasaje en
CNB, mostré una positividad al VDVB de
74.5% (41/55), indicando que en el trabajo
no solo se aisldo ARN viral, sino también virus
viable (Cuadro 3). El mayor porcentaje de
positividad detectado en las muestras del ter-
cer pasaje evidencia recuperacion viral pro-
ducto de la replicacion en los sucesivos pa-
sajes en CNB. El menor nimero de mues-
tras originales positivas obtenido al analizar
este fragmento podria deberse a la degrada-
cion del ARN viral, debido a factores como

Rev Inv Vet Pera 2010; 21 (2): 192-203

tiempo de permanencia en el laboratorio (des-
de 1998) e inadecuada conservacion de las
muestras, sobre todo, durante los primeros
afios de coleccion (a -20 6 -30 °C). Las mo-
léculas del ARN viral son mas facilmente
degradadas por las RNasas presente en los
tejidos comparados con las moléculas de
ADN.

Todos los aislados positivos al VDVB
pertenecieron al genotipo 1 y no se detecto
alguno del genotipo 2, segun las Curvas de
Melting. El genotipo 1 es el mas difundido en
poblaciones bovinas de muchos paises como
EEUU (Vilcek et al., 1999; Chul et al., 2005),
de donde el Perti importd bovinos sin restric-
cion respecto al VDVB, sobre todo a fines
de la década del 80.

Las cepas del VDVB-1 son conocidas
como las cepas clasicas utilizadas en la ela-
boracion de vacunas, en pruebas diagnosticas,
y en investigacion. Ejemplo de este genotipo
son los virus NADL, Singer, C24V, entre otros,
aislados en EEUU, pero distribuidos
globalmente (Fulton et al., 2005). En el Pert,
el Gnico tipo de vacuna utilizada para el con-
trol del VDVB es la vacuna a virus inactivado,
por lo que seria poco probable que el virus de
origen vacunal forme parte del ejambre viral
en el pais. En un estudio preliminar con po-
cas muestras se determino la presencia del
genotipo 1, subgenotipo 1b del VDVB en el
Pert (Stahl et al., 2009); ademas, se conoce
que el subgenotipo 1b es el mas predominan-
te en la poblacion bovina mundial (Ridpath et
al., 1994, 2000; Fulton et al., 2003, 2005).

La no deteccion del VDVB-2 pude de-
berse a una baja prevalencia o al bajo niime-
ro de muestras de campo analizadas, compa-
rado con el nimero de cepas analizadas en
otros estudios donde se ha detectado ambos
genotipos (Ridpath et al., 1994; Sakoda et
al., 1999; Vilcek et al., 1999; Flores et al.,
2000; Falcone et al.,2001; Jones et al., 2001;
Tajima et al., 2001; Chul et al., 2005; Pizarro-
Lucero et al., 2006), ain cuando el VDVB-1
es mas frecuentemente detectado en com-
paracioén al VDVB-2 (Chul et al., 2005). El
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VDVB-2 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, ya que fueron ais-
ladas de terneros PI nacidos de vacas vacu-
nadas con VDVB-1 (Ridpath et al., 1994,
2000). Una de las razones de la ausencia o
baja prevalencia del VDVB-2 en el pais se
deberia a que la vacuna empleada es a virus
inactivado y la vacunacion no es una practi-
ca comun. No obstante, y si bien el VDVB-2
esta presente en Norte América, también se
ha detectado en paises de América Latina
como Brasil (Wageck et al., 1998; Flores et
al., 2000), Argentina (Jones et al., 2001) y
Chile (Pizarro-Lucero ef al., 20006).

La diversidad genética del VDVB, tam-
bién expresada como diversidad antigénica
(Fulton et al., 2003), tiene impacto en el con-
trol de la enfermedad a través del uso de va-
cunas, pues la mayoria de ellas emplea vacu-
nas a virus vivo modificado o muerto, y tiene
como antigeno al VDVB-lay VDVB 2a. Se
ha demostrado que anticuerpos dirigidos con-
trael VDVB-1b no neutralizan eficientemente
al VDVB-1a (Ridpath, 2005). Las potencia-
les cepas del VDVB y su diversidad genética
deben ser consideradas cuando se disefia pro-
gramas de control, tanto a nivel de hatos como
anivel nacional (Bolin y Grooms, 2004), por
lo que las 41 cepas del VDVB-1 aisladas
deben ser secuenciadas para conocer los
subgenotipos presentes y establecer su dis-
tribucion en las zonas de procedencia.

La técnica de RT-PCR en Tiempo Real
cualitativo que es la caracteristica del SYBR
Green 2 step, ha sido establecido en el labo-
ratorio para diagnostico e investigacion del
VDVB en el pais. Esta técnica amplifica el
producto de PCR y lo detecta durante cada
ciclo por la liberacion de un colorante fluo-
rescente, provee mas informacion permitien-
do una mejor estandarizacion de la técnica
comparado con el PCR convencional, evita
el consumo de reactivos para analisis poste-
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riores al PCR, y disminuye los riesgos de con-
taminacion post PCR (Wirz et al., 1993). Las
secuencias de nucleotidos en laregion 5' UTR
y en la region que codifica la proteina NS3,
son las mas conservadas de los pestivirus;
por lo que la RT-PCR usando cebadores es-
pecificos para estas regiones ofrece una alta
sensibilidad (Sandvik, 1999). Diversos estu-
dios sugieren que la deteccion y el analisis
filogenético de la region 5' UTR, es util para
una rapida caracterizacion de aislados de
campo (Letellier et al., 1999; Sakoda et al.,
1999). El desarrollo de la prueba de PCR en
tiempo real ha permitido la rapida deteccion
de otros pestivirus, tal como el VPPC (Risatti
et al.,2005); asi como la genotipificacion del
VDVB en “pools” de muestras de sangre
(Letellier y Kerkhofs, 2003).

El cultivo de las muestras en CNB per-
mitié determinar el fenotipo viral, observan-
dose que el 14.6 y 85.4% de las muestras
positivas fueron citopaticas y no citopaticas,
respectivamente (Figs. 3 y 4), similar a lo re-
portado en la literatura (Fulton et al., 2000;
Chul et al., 2005). La presencia de animales
Ply de cepas citopaticas en la poblacion bo-
vina del pais sugiere la existencia de riesgos
de la ocurrencia de la enfermedad de las
mucosas (EM), que es una de las formas cli-
nicas de la DVB de caracter fatal, no repor-
tada atin en el pais. Esta bien documentado
que el VDVB-NCP es la fuente para la apa-
ricién del VDVB-CP, como resultado de una
mutacion espontanea de virus NCP dentro
de un animal PI (Brownlie, 1991; Meyers et
al., 1992; Bolin, 1995; Tautz et al., 1998).

Los cultivos celulares utilizados duran-
te el aislamiento viral fueron comprobados
de ser libres del VDVB por diferentes prue-
bas convencionales y finalmente por pruebas
moleculares como el RT-PCR en tiempo real,
demostrando ser negativos al virus en el
cornete nasal bovino y el suero fetal bovino,
descartando la probabilidad de contaminacion
con las cepas analizadas durante el estudio
por lo que todos los virus aislados en este
estudio son cepas de campo genuinas al
VDVB. Esta evaluacion fue necesaria debido
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a que el VDVB es un contaminante frecuen-
te de productos biologicos derivados de bovi-
nos, en particular, el suero fetal bovino co-
mercial, componente de los medios de culti-
vos celulares (Saliki y Dubovi, 2004).

Hay una tendencia mundial para erra-
dicar al VDVB, debido a que se conoce bien
la patogénesis y las caracteristicas
biomoleculares de este virus; por tanto, los
estudios epidemioldgicos y la disponibilidad
de herramientas diagnosticas modernas po-
drian servir de base para la elaboracion de
un programa nacional de control-erradicacion
del VDVB en el Peru, que al inicio podria ser
de tipo voluntario como esta ocurriendo ac-
tualmente en dos hatos en Arequipa.

CONCLUSIONES

e Sedeterminaron 41 cepas del VDVB de
bovinos procedentes de diversos lugares
del Peru.

e Se encontrd los fenotipos virales no
citopatico (85.4%) y citopatico (14.6%)
entre las cepas de campo del VDVB ais-
ladas.

e Todas las cepas de campo del VDVB
fueron de genotipo 1.
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