[ |
XXVII Encuentro de Jovenes Jovenes Investigadores E I Encugntro
1 al 4 de octubre de 2024 | Santa Fe Argentina de JOVENES
I INVESTIGADORES

RECOPILACION DE RESULTADOS DE LA TECNICA RT-PCR A PARTIR DE
MUESTRAS DE ANIMALES CON SIGNOLOGIA CLINICA COMPATIBLE CON
DIARREA VIRAL BOVINA

ESTRADA JOAQUIN

Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral

Director/a: Marifio, Betina
Codirector/a: Favaro, Paula

Area: Ciencias Bioldgicas
Palabras claves: diarrea viral bovina, VDVB, RT-PCR.
INTRODUCCION

La diarrea viral bovina (DVB) es una enfermedad infectocontagiosa, de distribucion mundial que
ademas de bovinos afecta a una gran diversidad de especies animales, entre ellos bufalos,
ovinos, llamas, alpacas. Es responsable de grandes pérdidas econdmicas desde el punto de vista
productivo que se deben a la disminucion en la produccion lactea; menor tasa de concepcion;
abortos, malformaciones, retraso del crecimiento, y nacimientos de terneros persistentemente
infectados (IP), que suelen tener menor desarrollo corporal, y mayor susceptibilidad a contraer
otras enfermedades. Ademas, es responsable de otros trastornos, entre ellos respiratorios,
digestivos y la muerte de aquellos animales que padezcan la infecciéon aguda.* 3

El agente etioldgico pertenece al género Pestivirus de la familia Flaviviridae. Un virus envuelto
cuyo genoma es ARN de cadena simple con polaridad positiva.! Genéticamente se lo clasifica en
tres genotipos principales (I, Il y HoBi-like) y en dos biotipos, citopatico (CP) y no citopatico (NCP).
Los virus CP son aquellos que producen efecto citopatico en cultivos celulares y los NCP aquellos
gue no generen dicho efecto.® De ambos, este Ultimo es el de mayor relevancia epidemiolégica,
debido a que, si se infecta una hembra prefiada en el primer trimestre de la gestacién con este
biotipo, se infectara el feto y generara la infeccion persistente (IP) del mismo, lo cual es crucial
en el ciclo viral, ya que los animales que nacen con IP son reservorio del virus de por vida y la
principal fuente de diseminacion del mismo.2°
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Por su parte, el biotipo CP es responsable de generar la enfermedad de las mucosas por una
reinfeccion en animales con infeccion persistente. El Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)
ademas produce inmunosupresion, afecciones intestinales, respiratorias, sindrome hemorragico,
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trastornos congénitos y reproductivos.?

La transmision del virus puede ser de manera horizontal, cuando animales susceptibles entran
en contacto con secreciones de otros que padezcan la IP o infeccidn transitoria, de manera directa
e indirecta; como de forma vertical mediante la infeccion intrauterina.®

En este trabajo se recopilan y analizan los resultados obtenidos mediante la técnica RT-PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion) a partir de muestras de liquidos y
tejidos provenientes de bovinos con sinologia compatible con DVB, llevada a cabo en el
Laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del
Litoral (FCV-UNL)

OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio fue recopilar y analizar los resultados obtenidos tras realizar la
técnica RT-PCR para la deteccion del VDVB en muestras de liquidos vy tejidos de bovinos con
sinologia clinica compatible con DVB.

METODOLOGIA

Para llevar a cabo el trabajo, desde agosto del afio 2019 hasta julio de 2024 se obtuvieron
muestras de bovinos con sinologia compatible con DVB. Todas fueron remitidas al Laboratorio
de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral por
parte de veterinarios privados y por el Hospital Escuela de Grandes Animales de la FCV-UNL. Se
obtuvieron 175 muestras, provenientes de 172 animales (fetos abortados, natimortos, terneros,
vaquillonas, vacas, toros, cordero), oriundos de la provincia de Santa Fe, Argentina. Consistieron
en muestras de animales vivos: suero, plasma, sangre entera, liquido cefalorraquideo; y de
animales muertos: bazo, higado, pulmén, ganglios, timo, cerebro, y cartilago de oreja. Todas
fueron sometidas a la reaccién de RT-PCR para la deteccién de acido nucleico viral del VDVB, y
luego segun su resultado se las clasifico en: “positivas” y “negativas”. Ademas, se las subclasifico
en funcién de qué tipo de liquidos o tejidos representaba la muestra.

Para llevar a cabo la reaccion RT-PCR se usé como control positivo una alicuota de suero fetal
bovino contaminada con VDVB. Como control negativo se utiliz6 agua libre de nucleasas. Los
cebadores utilizados en la RT-PCR fueron descriptos por Viléek en 19948 y permiten amplificar
una secuencia de 288 pares de bases (pb) correspondiente al sector 5"UTR del genoma del
VDVB3. Los cebadores contienen las siguientes secuencias: ATG CCCTTA GTA GGA CTA GCA
(324 Forward) y TCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC (326 Reverse).

Para la extraccion de ARN, se utilizé el método TRIzol (TRIzol LS Reagent, Invitrogen) segun
recomendaciones del fabricante. El ARN extraido se almacend a una temperatura de -80°C hasta
su procesamiento. Para la reaccion de retrotranscripcion, por cada tubo de reaccién, se utilizaron
5ul de buffer de MMLV, 1ul de mezcla de dNTP (Promega), 0.5 ul del cebador (326), 0.25ul de
enzima MMLV (Promega), 13.25 ul de agua libre de nucleasas y 5 pl del ARN extraido. En el
termociclador (TECHNE TC-3000) se realizé un programa consistente en: 30 minutos a 42°Cy 7
minutos a 95°C. Para la reaccion de PCR se utilizaron los cebadores 324 y 3263 en una mezcla
compuesta por 5 pl de buffer Taqg, 0.5 pl de MgClI2, 1ul de cada cebador, 0.5 ul de mezcla de
dNTP, 0.25 pl de enzima GoTaq Polimerasa (Promega), 11.75 pl de agua libre de nucleasas y 5
pl del ADN complementario obtenido en el paso anterior. En el termociclador, el programa
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consisti6 en un paso de desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por un minuto, alineamiento a 55°C por un minuto y extension a 72°C
por un minuto. Finalmente, un paso de extensioén a 72°C por 7 minutos. Los productos de PCR
fueron analizados mediante electroforesis, usando un gel de agarosa al 1,5% con tincién de SYBR
Safe DNA gel stain (Invitrogen), esperando detectar un producto de 288 pares de bases (pb)
correspondiente a un fragmento del sector 5"UTR del genoma del VDVB. Dichos productos fueron
visualizados en transiluminador (Safe Imager 2.0, Invitrogen). Para comparar el tamafo de los
fragmentos amplificados se utilizd6 un marcador de peso molecular (CienMarker, Biodynamics)
desde 100 a 1000 pb con incrementos de 100 pb. Para que una muestra se considere positiva,
debe visualizarse una banda de amplificacion coincidente con la del control positivo, a la altura
de 288 pb respecto al marcador de peso molecular. Las muestras negativas se observaron como
la ausencia de bandas de amplificacion.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

De las muestras analizadas mediante la técnica de RT-PCR para la deteccién del VDVB, el
17,15% (30 de 175) resultaron positivas, mientras que el 82,85% (145 de 175) resultaron
negativas.

En relacion a las muestras positivas, 21 eran de suero (70%); 2 de bazo (6,6%); 2 de sangre
entera (6,6%); 2 de plasma (6,6%); 1 de LCR (3,3%); 1 de cerebro (3,3%); y 1 de pool de bazoy
pulmon (3,3%); Por su parte, las que resultaron negativa, 96 fueron muestras de suero (66,2%);
34 de bazo (23,45%); 2 de LCR (1,38%); 4 de higado (2,75%); 2 de cartilago de oreja (1,38%); y
7 de pooles de 6rganos varios (4,83%).

El diagnostico etiologico de esta enfermedad tan prevalente en nuestro pais (en 70-100% de los
rodeos se puede detectar la circulacion del VDVB) es de suma importancia debido a las grandes
pérdidas econémicas que genera en la producciéon pecuaria.® Es fundamental la deteccién e
identificacion de los animales con IP para su eliminacion, y asi disminuir en gran medida el riesgo
de transmisién del VDVB dentro y entre los establecimientos, ya que estos excretan virus de
manera constante mediante diferentes fluidos, siendo la principal fuente de diseminaciéon del
virus. Para la deteccidn de estos animales se debe confirmar dos veces consecutivas la presencia
del virus en un muestreo pareado con 3-4 semanas de diferencia. Esto se puede lograr a partir
de las muestras mencionadas anteriormente en el presente trabajo o a partir otras, como semen
e hisopados nasales u oculares.’
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