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IX 

La Diarrea Viral Bovina (DVB) se presenta con múltiples cuadros y genera importantes 

pérdidas económicas a nivel mundial. La presente tesis tuvo como objetivo general mejorar las 

posibilidades diagnósticas de la DVB en rodeos lecheros de la provincia de Santa Fe, así como 

obtener datos actualizados de prevalencia y genotipos circulantes. Se desarrollaron técnicas y 

procedimientos diagnósticos que permitan facilitar la toma y remisión de muestras, la 

conservación del ARN viral y la detección molecular del virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB), 

incluyendo una RT-qPCR, así como un método de procesamiento de muestras sembradas en 

papeles de filtro para preservar material genético viral. Además, se incluyeron estudios de 

estimación de prevalencia de anticuerpos anti-VDVB realizados en muestras de leche de tanque, 

un plan de monitoreo de la enfermedad en un establecimiento de la región y un estudio 

filogenético donde se clasificaron genéticamente las cepas del VDVB encontradas. Esta tesis 

permitió desarrollar una RT-qPCR altamente sensible que detecta todos los genotipos bovinos 

hallados en la región. Además, pudo recuperarse ARN del VDVB por hasta 12 meses en papel 

cromatográfico y tarjetas FTA. Respecto al establecimiento monitoreado, no se encontró 

circulación viral.  Mediante una estimación de la prevalencia, se observó una alta circulación 

viral en la cuenca lechera de Santa Fe. Las muestras secuenciadas indican mayor circulación de 

genotipo 1b. Se logró obtener datos actualizados de la DVB en Santa Fe, que reflejan la 

necesidad de implementar planes de control a nivel regional. 
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Bovine Viral Diarrhea (BVD) is a complex disease with several clinical manifestations that causes 

significant economic losses worldwide. The overall objective of this thesis was to improve the 

diagnostic possibilities of BVD in dairy herds in the province of Santa Fe, as well as to update 

data on prevalence and circulating genotypes. Diagnostic techniques and procedures were 

developed to facilitate sample collection and shipping, viral RNA preservation, and molecular 

detection of the Bovine Viral Diarrhea virus (BVDV), including a RT-qPCR technique and a method 

for processing samples sown in filter paper to preserve viral genetic material. In addition, studies 

estimating the prevalence of anti-BVDV antibodies in bulk tank milk samples, a disease 

monitoring plan at a dairy farm in the region, and a phylogenetic study to genetically classify the 

BVDV strains found were included. This thesis led to the development of a highly sensitive RT-

qPCR that detects all bovine genotypes found in the region. In addition, BVDV RNA could be 

recovered for up to 12 months on chromatography paper and FTA cards. No viral circulation was 

found at the monitored dairy farm. Prevalence estimates showed high viral circulation in the 

dairy farms collected in Santa Fe. Sequenced samples indicate broader circulation of 1b 

genotype. Updated data on DVB in Santa Fe was obtained, reflecting the need to implement 

control plans at the regional level. 
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La Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad infecciosa que afecta a bovinos 

mundialmente, caracterizada principalmente por trastornos reproductivos y respiratorios, que 

conllevan importantes pérdidas económicas, debidas a disminución en la producción de leche, 

disminución de la fertilidad en hembras (abortos, malformaciones y mortalidad embrionaria) y 

machos, menor ganancia de peso, inmunosupresión e incremento en las infecciones 

secundarias, diarreas, síndromes respiratorios, entre otros (Yarnall y Thrusfield, 2017). La 

extensión de la enfermedad depende del nivel de inmunidad del animal y la patogenicidad de la 

cepa del virus. El principal inconveniente que genera la DVB, desde el punto de vista 

epidemiológico, es la producción de animales con infección persistente o persistentemente 

infectados (PI), quienes representan la principal fuente de infección para sus convivientes 

(Moennig y Yarnall, 2021). 

 

La DVB es producida por virus pertenecientes a la familia Flaviviridae y clasificados dentro 

del género Pestivirus, junto con los virus de la Peste porcina clásica (o Pestivirus C) y de la 

Enfermedad de la frontera (o Pestivirus D). Históricamente, se conocían dos variantes del virus 

de la diarrea viral bovina, el VDVB-1 (actualmente denominado Pestivirus A) y el VDVB-2 

(denominado Pestivirus B) (Smith et al., 2017). A partir del año 2004, se comenzó a reportar la 

circulación de otros virus del género Pestivirus, que recibieron en conjunto el nombre de virus 

HoBi-like o VDVB-3 (actualmente llamados Pestivirus H) (Caro et al., 2020; Ridpath y Neill, 2015; 

Schirrmeier et al., 2004). Dentro del genotipo VDVB-1 se clasificaron 21 sub-genotipos, 

☛✝✆✟✄✡✂✟✁✝✄☎ ✝✆ ☎✁ ✄✁✁ ✁ ☎✁ ✄✝✁✍� ✁✆✟✞�✄ ✝✆☎ �✁�✂-2 y VDVB-3, existen 4 sub-genotipos 

☛✝✆✟✄✡✂✟✁✝✄☎ ✝✆ ☎✁ ✄✁✁ ✁ ☎✁ ✄✝✁✍� 

Los virus de la familia Flaviviridae son esféricos, con un tamaño aproximado de 40-60 ✟m 

y poseen una envoltura desde la cual se extienden glicoproteínas que rodean una cápside 

icosaédrica. El genoma consiste en una molécula simple de ARN monocatenario de sentido 

positivo con un tamaño de 12,3 kb. El genoma codifica la síntesis de una poliproteína flanqueada 

por los sectores 5´y 3´UTR (unstranslated region) y que es clivada en 4 proteínas estructurales 
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El VDVB puede ser transmitido de forma vertical u horizontal. La transmisión 

transplacentaria puede ocurrir en cualquier momento de la gestación y las consecuencias de la 

infección viral en el feto dependen principalmente del momento en que ocurre la infección y de 

la cepa que lo infecta. La forma horizontal de transmisión puede ser directa a través de aerosoles 

y contacto nariz con nariz o indirecta por contacto de animales susceptibles con secreciones 

(semen, secreción nasal, ocular, orina, leche, saliva o líquidos fetales) de animales infectados o 

con objetos, materiales y alimentos contaminados. Los animales PI representan la principal 

fuente de infección a través de sus secreciones, ya que contienen una carga viral mucho mayor 

que los animales transitoriamente infectados, y pasan toda su vida dispersando virus a través 

de ellas. Por otro lado, los animales con la infección aguda, pueden ser fuente de infección, pero 

por un corto periodo de tiempo (una semana o menos) y con una menor carga viral (Goyal y 

Ridpath, 2005). Por ejemplo, la carga viral en leche de una vaca con infección transitoria es 

aproximadamente de 102,5 DICT50/mL, mientras que en vacas PI la carga viral en leche es de 105,5 

✄ 106,5 DICT50/mL (Radwan et al., 1995).  La carga viral en suero de un animal PI es de 104 ✄ 105 

DICT50/mL (Bolin et al., 1985) y en semen llega hasta 106 DICT50/mL (Revell et al., 1988). El semen 

proveniente tanto de animales con la infección transitoria como de animales PI es una 

importante fuente de infección. Además, en forma atípica, algunos toros que sufren la infección 

transitoria y se recuperan, pueden presentar una infección persistente en los testículos, 

liberando virus en semen (Givens et al., 2009; Nugroho et al., 2022; Voges et al., 1998). 

Hay dos formas por las cuales un feto puede adquirir la infección persistente. Por un lado, 

un feto proveniente de una madre PI siempre nacerá persistentemente infectado. Por otro lado, 

la infección de la madre (no PI) hasta los 125 ✄ 150 días de preñez con un virus NCP, resultará 

en la infección del feto y el nacimiento de un ternero PI (Brodersen, 2014), siendo esta última la 

forma más frecuente. 

Otras formas de transmisión son la trasferencia embrionaria, iatrogénica (reutilización de 

agujas y guantes de palpación rectal), insectos que trasladen mecánicamente el virus y el uso de 

vacunas vivas modificadas. Además de los bovinos, otras especies del orden Artyodactila pueden 

ser reservorios de Pestivirus bovinos, como porcinos, ovinos, caprinos, llamas, alpacas y especies 

salvajes (Decaro et al., 2012; Goyal et al., 2002). La introducción al rodeo también puede darse 

a partir de productos biológicos que contengan suero fetal bovino contaminado con Pestivirus 

bovinos (Pecora et al., 2016; Pinheiro de Oliveira et al., 2013). 
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Infección posnatal en animales no preñados sin inmunidad: 

El virus ingresa al animal susceptible a través de las mucosas de la boca o nariz y realiza 

una replicación primaria en las células epiteliales y las tonsilas. Luego, se disemina libre en suero 

o a través de leucocitos infectados, principalmente linfocitos, monocitos, linfoblastos y 

precursores de macrófagos (Rondón, 2006) hacia el resto del organismo. El periodo de 

incubación dura de 5 a 7 días (MacLachlan y Dubovi, 2017) y la enfermedad se mantiene hasta 

que se desarrolla la inmunidad, dos semanas después de la entrada del virus al organismo 

(Lanyon et al., 2014). Durante este periodo se observa viremia que se relaciona con leucopenia, 

linfopenia y/o trombocitopenia, apoptosis en el timo, inmunosupresión, pirexia y diarrea. La 

infección aguda de los animales resulta en destrucción de tejido linfoide y la consecuente 

inmunosupresión (Chase et al., 2004). Los linfocitos y macrófagos son células diana para el VDVB, 

por tanto, durante la infección aguda, existe una depleción de linfocitos B, T (CD4 y CD8) y 

neutrófilos (Ellis et al., 1988), debida principalmente a una menor estimulación de la mitosis de 

los leucocitos infectados y a una menor producción de interferón, interleucinas y citotoxicidad 

(Peterhans et al., 2003). Como consecuencia de la inmunosupresión, pueden establecerse otros 

microorganismos como Mannheimia haemolytica, herpesvirus bovino tipo 1, virus respiratorio 

sincicial, rotavirus, coronavirus, Salmonella y E.coli (Potgieter, 1997; Ridpath, 2010). 

Los cuadros clínicos que pueden producirse como consecuencia de la infección por VDVB 

son muy variados y dependen principalmente de la edad y el estado fisiológico del animal 

infectado, de la cepa del virus actuante, del estado inmunitario, entre otros factores. La 

infección luego del nacimiento resulta en la infección transitoria o aguda y los cuadros pueden 

ser inaparentes, moderados o graves. El 60 a 70% de los casos de infección transitoria cursan de 

forma asintomática (Goyal y Ridpath, 2005). Los anticuerpos calostrales protegen contra la 

infección por VDVB hasta los 6 meses de edad (Baker, 1995), por ello, los cuadros de DVB se 

empiezan a observar a partir de esta edad. Las infecciones agudas asintomáticas se caracterizan 

por producir un leve aumento de temperatura, leucopenia, viremia de corta duración, 

eliminación de virus por pocos días y seroconversión a VDVB. Las infecciones asintomáticas se 

asocian con disminuciones en la producción de leche en animales de tambo (Moerman et al., 

1994). Las formas agudas sintomáticas cursan con fiebre, depresión, anorexia, leucopenia, 

descarga nasal y ocular, lesiones en la boca (erosiones y úlceras), diarrea, disminución en la 

producción de leche, viremia corta (15 días) y diseminación viral por corto tiempo (Goyal and 

Ridpath, 2005). Los cuadros más severos generalmente se asocian con el VDVB-2 e incluyen 

fiebre, trombocitopenia, diarrea sanguinolenta, petequias y equimosis en las superficies 
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mucosas, epistaxis, hemorragias en múltiples sitios, leucopenia y muerte (Corapi et al., 1990). 

Los cuadros son acompañados por inmunosupresión que los complica con agentes secundarios 

(Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis, virus Respiratorio Sincicial 

Bovino) generando distrés respiratorio con neumonías. 

La recuperación completa en animales transitoriamente infectados suele ocurrir a las 3 

semanas si otras infecciones no empeoran el cuadro (Lanyon et al., 2014). 

Infección en hembras preñadas:  

La infección de hembras preñadas tiene diversas consecuencias que dependen 

principalmente del momento de la gestación en que se infectan y la cepa del virus actuante. Los 

efectos incluyen disfunción ovárica, dificultades en la concepción, muerte embrionaria, abortos, 

malformaciones y alteración del ambiente uterino. El embrión comienza a ser susceptible a la 

infección del virus a partir de los 20 días de la concepción, ya que previo a esto, no puede 

atravesar la zona pelúcida (Singh et al., 1982). Durante los días 21 a 41 después de la concepción, 

los efectos del virus en el feto conducen a muerte embrionaria y disminución en las tasas de 

preñez. El aborto puede ocurrir cuando el feto se infecta a partir de los 40 días de gestación y 

en cualquier momento de ésta. La expulsión del feto puede darse inmediatamente después del 

aborto, o tiempo después, siendo común encontrar momificaciones (Grooms, 2004). 

La infección persistente ocurre cuando el feto se infecta con una cepa NCP del virus entre 

los 45 a 125 días de preñez (Caro et al., 2020). El virus tiene la capacidad de inhibir la secreción 

de Interferón tipo I en el feto, lo que permite su supervivencia y el establecimiento de la 

infección persistente (Charleston et al., 2001; Decaro et al., 2013). La consecuencia de la 

infección del feto en esta etapa determina la producción de un ternero inmunotolerante al VDVB 

y seronegativo. Esto se produce dado que el sistema inmune del feto, en este periodo de 

gestación, es incapaz de reconocer al VDVB como extraño y de reaccionar contra él. Como 

consecuencia, al nacer, el ternero PI elimina grandes cantidades de virus en todas sus 

secreciones y representa una fuente de infección para sus convivientes. Los animales PI pueden 

parecer clínicamente sanos o estar más predispuestos a infecciones secundarias, con 

crecimiento retardado y bajas ganancias de peso diarias (Lanyon et al., 2014). El 50% de los 

animales PI muere antes de cumplir un año de vida (Duffell y Harkness, 1985; MacLachlan and 

Dubovi, 2017). Cabe resaltar que el animal PI es inmunotolerante a la cepa de VDVB que originó 

la infección intrauterina, pero las infecciones con otras cepas de VDVB pueden a generar una 

cierta respuesta inmune (Fulton et al., 2003). La tolerancia es mantenida por linfocitos T CD4 y 

B no reactivos, pero las células presentadoras de antígenos reaccionan normalmente, por lo 

tanto, el sistema inmune puede montar una respuesta ante otros patógenos (Glew y Howard, 

2001). 
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Luego de los 125 días de preñez, el VDVB puede atravesar la placenta y la barrera 

hematoencefálica cerebral produciendo lesiones en el sistema nervioso central, 

incrementándose los efectos a medida que se incrementa la edad fetal. Estas malformaciones 

incluyen atrofia o hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, degeneración ocular, cataratas, atrofia 

retinal, lesiones esqueléticas en miembros, artrogrifosis, braquignatismo mandibular, alopecias 

e hipotricosis, debidas a una disfunción tiroidea fetal que resulta en niveles bajos de hormonas 

T3 y T4 (Rondón, 2006). La infección en esta etapa de la gestación también puede derivar en 

muerte fetal y aborto. Las lesiones encontradas en el feto incluyen: vasculitis en cerebelo, 

edema de la sustancia blanca y necrosis, hidrocefalia e hipomielinización que llevan a hipoplasia 

cerebelar y ataxia al nacimiento (Lanyon et al., 2014). Los mecanismos por los cuales el virus 

produce daño en el feto incluyen inhibición del crecimiento y diferenciación celular y lisis 

(Castrucci et al., 1991). 

Las infecciones en el último periodo de la preñez pueden resultar en el nacimiento de 

terneros normales o débiles y seropositivos. 

Infección persistente y enfermedad de las mucosas: 

La enfermedad de las mucosas ocurre cuando un animal persistentemente infectado se 

sobreinfecta con una cepa CP de origen exógeno o endógeno (por mutación de la cepa NCP 

residente) (Weber et al., 2016) y es siempre fatal. Para que esto ocurra, la cepa CP que 

superinfecta al animal PI debe ser antigénicamente homóloga a la cepa NCP residente. Los 

efectos del virus en las placas de Peyer llevan a depleción linfoide y atrofia. Desaparecen las 

microvellosidades de la lámina propia y la necrosis de los queratinocitos del estrato espinoso 

produce la disrupción de las uniones intercelulares del epitelio queratinizado de la cavidad oral, 

esófago, rumen y omaso, lo que desencadena las erosiones y úlceras que producen diarrea y 

deshidratación y facilita el accionar de bacterias oportunistas pudiendo terminar en septicemia. 

La muerte ocurre a los pocos días o semanas (Odeón et al., 2003). 

La enfermedad de las mucosas aguda se presenta a los 7-14 días luego de la 

superinfección con una cepa CP homóloga a la NCP residente (Radostits y Littlejohns, 1988). Se 

caracteriza por fiebre, deshidratación, anorexia, taquicardia, polipnea, diarrea acuosa, descarga 

nasal y ocular y salivación excesiva. La diarrea se caracteriza por presentar restos de mucosa 

intestinal, membranas fibrinosas y sangre. Se encuentran erosiones y úlceras en la cavidad oral 

y a lo largo de todo el aparato digestivo, así como en el espacio interdigital, vulva, prepucio y 

pezones. La muerte generalmente se da entre los 3 a 10 días en el 100% de los afectados (Goyal 

and Ridpath, 2005). También existe una presentación de tipo crónica que se presenta cuando la 

cepa que superinfecta es heteróloga a la residente, con bajas ganancias de peso, diarreas 
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intermitentes, anorexia y pérdida de peso. Normalmente mueren antes de los 18 meses por 

debilidad generalizada. 

Infección en toros:  

La infección en toros reproductivamente activos puede resultar en disminución de la 

densidad espermática y motilidad y anormalidades espermáticas. Se ha demostrado que el 

VDVB puede permanecer en las vesículas seminales y próstata por más de dos años luego de la 

infección aguda, siendo eliminado en semen con el eyaculado (Givens et al., 2003; Kirkland et 

al., 1991). 

Existen diversas técnicas complementarias de laboratorio para el diagnóstico de la DVB: 

algunas se utilizan para el diagnóstico directo del agente: aislamiento viral, detección de 

antígeno (Ag) y detección de ácidos nucleicos (ARN) y otras para el diagnóstico indirecto, o sea, 

la detección de anticuerpos (Ac): serología. 

�☎ ✁✂☎☎✁✡✂✆✟✞✄ ✁✂�✁☎ ☎✆ ✂✁ ✆✄✟☎✂✝✆�✁✝✄ ☎✁ ✡✆✞✄✝✄☎✄✂✠✁ ✄gold standard✁ ✎✁�✁ ✆☎ ✝✂✁✂✟✞☎✞✂✆✄

de las enfermedades virales, incluida la DVB (Saliki and Dubovi, 2004). Sin embargo, en los 

últimos años ha entrado en desuso debido a los costos en su realización y al tiempo que lleva 

obtener resultados. A pesar de ello, se sigue utilizando en casos donde se pretende obtener y 

estudiar las cepas circulantes en el medio. El uso del aislamiento viral para diagnóstico ha sido 

reemplazado por otras técnicas rápidas de detección de Ag o ácidos nucleicos (Spetter et al., 

2020). En animales menores de 6 meses, la utilización de la técnica de aislamiento viral no es 

adecuada debido a la posible interferencia con los Ac maternos (Goyal and Ridpath, 2005). 

Las técnicas de detección de Ag incluyen principalmente la inmunofluorescencia (IF), 

inmunohistoquímica (IHQ) y el enzimo-inmunoensayo (ELISA). La IHQ se utiliza en tejidos fijados 

con formalina, permite detectar casos de animales con infección transitoria o PI, pero suele ser 

laboriosa y costosa. La inmunofluorescencia se realiza a partir de tejido fresco o congelado, 

dando resultados rápidos, sin embargo, requiere la intervención de técnicos altamente 

calificados para la observación de resultados (Dubovi, 2013). Los ELISA permiten detectar Ag en 

suero, biopsia de piel o leche de animales individuales, pero debe usarse con precaución ya que 

existe interferencia con los Ac calostrales en animales menores de 6 meses (Spetter et al., 

2021a). La mayoría de estos test ELISA se basan en la detección de la proteína NS3, mediante el 

uso de un anticuerpo de captura unido a la fase sólida y un anticuerpo detector conjugado a un 

sistema de señal como la peroxidasa (Kirkland, 2018). En los últimos años, se han desarrollado 
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kits comerciales de inmunocromatografía que permiten detectar antígeno viral (NS3) del VDVB 

con resultados rápidos y que pueden realizarse al pie del animal, aunque con una sensibilidad 

menor que los métodos moleculares (Kameyama et al., 2006). 

El gold standard para la detección de Ac contra el VDVB es la seroneutralización (SN). 

Permite detectar y cuantificar Ac específicos contra el VDVB y puede usarse para realizar 

seroconversión en muestras pareadas para identificar infecciones recientes. También debe 

realizarse en animales mayores a 6 meses, pues existe la interferencia con anticuerpos 

maternos. La SN es genotipo-específica, puesto que los anticuerpos generados contra un 

genotipo del VDVB, no siempre presentan reacción cruzada con los demás genotipos, por tanto, 

para realizar la prueba deberían utilizarse virus de los genotipos circulantes en la región 

geográfica (Sandvik, 1999; Weber et al., 2014). Como ventaja, la SN es muy específica, sin 

embargo, resulta lenta, costosa y requiere del trabajo con cultivos celulares. En contraposición, 

los ELISA de competición o bloqueo, arrojan resultados rápidos sin el uso de cultivos celulares 

(Bhatia et al., 2008). En el mercado hay disponibles kits de ELISA que permiten diferenciar 

anticuerpos vacunales de los producidos por infección. La mayoría de estos kits están 

desarrollados a base de la proteína NS3 del virus, una proteína no estructural que se forma 

durante la replicación del virus, por tanto, los anticuerpos contra esta proteína no se formarían 

como respuesta a la inmunización con vacunas inactivadas o a subunidades (Eiras et al., 2012; 

Mahmoodi et al., 2015; Makoschey et al., 2007; Raue et al., 2011). En regiones con alta 

prevalencia de infecciones por VDVB, las pruebas serológicas no tienen mucho valor diagnóstico, 

a menos que pueda establecerse seroconversión, y no permiten detectar animales PI (Kirkland, 

2018). 

En los últimos años, la RT-PCR y RT-PCR en tiempo real o RT-qPCR han ganado gran 

protagonismo en el laboratorio como técnicas de rutina en el diagnóstico de enfermedades 

infecciosas (Moorthy et al., 2019; Saliki y Dubovi, 2004). Son técnicas rápidas y de alta 

sensibilidad que permiten la detección del ARN del VDVB. Una gran ventaja de la RT-qPCR es 

que puede utilizarse en pooles de muestras (Akagami et al., 2020; Renshaw et al., 2000). Por 

ejemplo, en rodeos lecheros, puede identificarse la presencia de animales PI entre los animales 

en lactación en una muestra de leche de tanque, lo mismo ocurre con muestras de suero 

individuales que pueden poolearse para la detección de animales PI con el fin de realizar 

saneamientos en el rodeo (Kennedy, 2006). Con el objetivo de disminuir los costos de los análisis 

de laboratorio a la hora de realizar un programa de saneamiento en rodeos, se han descripto 

varias estrategias de armado de pooles de acuerdo a la prevalencia estimada de animales PI 

(Muñoz-Zanzi et al., 2000). Una desventaja de estas técnicas moleculares, es que permiten 

detectar o cuantificar ácidos nucleicos, pero no virus infeccioso, como sí lo hace el aislamiento 
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viral (Dubovi, 2013). Sin embargo, como ventaja, los resultados no son influidos por la presencia 

de anticuerpos calostrales, por tanto, puede utilizarse para determinar el estado de PI en 

animales de cualquier edad. 

La confirmación del status de PI de un animal debe hacerse con dos muestreos 

consecutivos tomados con una diferencia de 3 ✄ 4 semanas con resultados positivos a una 

prueba de diagnóstico directo (aislamiento viral, detección de Ag o de ácidos nucleicos) (Goyal 

and Ridpath, 2005). 

En la Figura 2 puede observarse un resumen de las posibilidades diagnósticas para la DVB. 

Los papeles de filtro se utilizan en diversas áreas como la medicina forense y estudios 

genéticos para conservar ácidos nucleicos a temperatura ambiente por largos periodos de 

tiempo. Los más utilizados son las Tarjetas FTA (o FTA Cards, por sus siglas en inglés: Flinders 

Technology Associates), que consisten en un papel de filtro impregnado con una mezcla de 

desnaturalizantes químicos y sustancias que atrapan los radicales libres. Sus componentes 

químicos lisan las células, previenen el crecimiento bacteriano y desnaturalizan proteínas, sin 

embargo, los ácidos nucleicos son capturados en la matriz (Cardona-Ospina et al., 2019). De esta 

manera, su uso presenta dos ventajas: la conservación de ARN o ADN sin la necesidad de 

mantener cadena de frio y la seguridad durante la manipulación y traslado, por lo que pueden 

ser enviados por correo postal. 

Las tarjetas FTA también han sido utilizadas para almacenar muestras con la posterior 

detección molecular de material genético de virus ADN y ARN, como el virus de la Fiebre Aftosa, 

Rabia, virus de la Enfermedad de Newcastle, Herpesvirus Bovino, entre muchos otros 

(Muthukrishnan et al., 2008; Perozo et al., 2006; Picard-Meyer et al., 2007; Sarangi et al., 2018). 

Esta metodología es sumamente beneficiosa para almacenar material genético de virus ARN, 

debido a su baja estabilidad y la degradación por ARNasas (Skonieczna et al., 2016). El uso de 

tarjetas FTA como matriz para la toma de muestras veterinarias fundamenta su aplicación en 

áreas alejadas de los laboratorios de diagnóstico y con insuficiente infraestructura donde se 

dificulta la logística para el traslado y conservación de muestras a temperaturas adecuadas. 

Además, la metodología es poco invasiva y fácil de utilizar, puesto que se necesita sólo una gota 

de sangre que fácilmente puede ser tomada a campo (Ivanovaa et al., 2017). 

En cuanto a la utilización de papeles de filtro para conservar ARN de VDVB, existe escasa 

bibliografía. El primero de los trabajos publicados describe el almacenamiento de ARN viral 

proveniente de muestras de sangre y suero sembradas en cuatro tipos de papeles diferentes por 

un tiempo máximo de 6 meses, usando una PCR de punto final para la detección (Vilcek et al., 
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2001). Más recientemente, se describió la detección de agentes patógenos del Complejo 

Respiratorio Bovino, incluido el VDVB, mediante RT-qPCR en muestras de hisopados nasales 

impregnados en tarjetas FTA y almacenados en temperaturas de -27°C a 46°C por hasta 14 días, 

observando total concordancia en la detección de ARN en papeles en comparación con muestras 

frescas (Liang et al., 2014). Por último, un estudio comparó los resultados en CT (cycle threshold) 

de una PCR en tiempo real realizada a partir de muestras frescas (sangre) y en tarjetas FTA 

(sangre e hisopado nasal) provenientes de animales PI. Si bien se observó un aumento de 1 o 2 

logaritmos en el valor de CT - lo que indicaría una pérdida de sensibilidad con respecto a la 

muestra fresca-, la detección del virus en las dos matrices evaluadas (papel vs sangre fresca) 

tuvo total concordancia (Foster et al., 2014). 
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  Resumen de técnicas diagnósticas para el VDVB. Extraído de: Manual Terrestre de la OIE, Capítulo 
3.4.7 ✄ Diarrea viral bovina (Kirkland, 2018). 

Los programas de control de la DVB deberían ejecutarse siempre que la inversión para 

llevar a cabo el programa dentro de un tiempo determinado minimice efectivamente las 

pérdidas debidas a la enfermedad: y que su costo sea menor que las pérdidas asociadas a la DVB 

(Givens y Newcomer, 2015). 

�✟ ☎✁ ☎✂✞✆�✁✞✝�✁✁ ✆�✂☎✞✆✟ ✝✄☎ ✆✟✁✄✂✝✆☎ ✎✁�✁ ✆☎ ✆✄✟✞�✄☎ ✝✆ ☎✁ ✁�✂✁ ☎☎✁✡✁✝✄☎ ✄✆✄✟✞�✄☎ ✟✄

☎✂☎✞✆✡✏✞✂✆✄✁ ✟ ✄✆✄✟✞�✄☎ ☎✂☎✞✆✡✏✞✂✆✄✁� �☎ ✎�✂✡✆�✄ ✂✟✆☎✝✟✆ ✡✆✝✂✝✁☎ ✂✡✎☎✆✡✆✟✞✁✝✁☎ ☎✂✟ ✟✂✟✂☎✟
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esfuerzo coordinado ni beneficios de acciones simultáneas en numerosos rodeos y 

generalmente incluyen sólo la vacunación. El control sistemático, en cambio, incluye una serie 

de medidas que se toman guiadas por un objetivo común, implementadas a nivel regional o 

nacional, con constante monitoreo y evaluación de los resultados (Lindberg y Houe, 2005). 

Las estrategias de control planificadas a nivel regional o nacional son más efectivas que 

cuando se realizan a nivel de rodeo individual. Los esfuerzos para controlar la DVB en un 

establecimiento aislado pueden no servir de nada si en los establecimientos vecinos no se 

eliminan los animales infectados puesto que el riesgo de reinfección del establecimiento es alto 

(Houe, 2003). En este sentido, es deseable la intervención de las autoridades sanitarias estatales 

para promover planes de control, e incluso, para la toma las decisiones que determinen que el 

control de la enfermedad sea obligatorio y que realicen la inversión necesaria para llevarlo a 

cabo. 

Durante años, el control de la DVB se ha realizado exclusivamente a través de la 

vacunación, sin embargo, los resultados de la utilización de vacunas sin la aplicación de otras 

medidas de bioseguridad no han sido satisfactorios (Antos et al., 2021; Nugroho et al., 2022). 

Actualmente, está comprobado que los programas de control más efectivos se basan en un 

modelo sistemático que incluye la determinación del status del rodeo, seguida de la 

implementación de medidas que impidan el ingreso del virus en rodeos libres, o eliminen su 

circulación en rodeos infectados. Los países escandinavos han llevado a cabo estos modelos de 

saneamiento desde principios de los 90´ y la mayoría de ellos son libres de VDVB o están cerca 

de serlo (Moennig y Yarnall, 2021). Los planes de control de VDVB han comenzado a ser 

obligatorios en algunos países como Austria, Suiza y también en países con un stock ganadero 

muy grande como Alemania; o voluntarios como en Escocia, Irlanda e Inglaterra (Reichel et al., 

2008; Wernike et al., 2017). Estos programas de control se basan en el conocimiento de la 

epidemiología de la enfermedad e incluyen de manera voluntaria la vacunación, aunque en 

algunos de ellos, como los países escandinavos, la vacunación está prohibida (Moennig y Yarnall, 

2021). Analizando los programas de saneamiento realizados por distintos países, los que han 

llevado a cabo programas de adhesión obligatoria (Suiza, Alemania), han tenido mejores y más 

rápidos resultados que los que fueron de adhesión voluntaria (Inglaterra, España) (Azbel-Jackson 

et al., 2018; Villaamil et al., 2020). 

La clave de todos los programas de control sistemáticos radica en la detección de los 

animales PI. Para eliminar el virus de un rodeo infectado, es indispensable detectar y eliminar 

estos animales, que son indefectiblemente la fuente de infección. En las poblaciones bovinas, la 

prevalencia de animales con infección persistente es alrededor del 1%. Algunos autores indican 

que cuando todos los animales PI son eliminados de un rodeo, se detiene la circulación viral 



 

13 

(Lindberg y Houe, 2005). Cuando los animales PI son detectados y eliminados del rodeo, se da 

✝✟ ✁✆✟✞✡✆✟✄ ✝✆ ✄self-clearance✁ ✎✄�✂✝✆ ✁☎ ✆☎✂✡✂✟✁� ✆☎✞✄☎ ✂✟✝✂✁✂✝✝✄☎ ✁�✁ ✁✁☎☎✁ ☎✁ ✎�✄✎✁✂✁✆✂✞✟ ✝✆

las infecciones persistentes y el virus desaparece del rodeo (Ståhl y Alenius, 2012). 

Los modelos actuales de saneamiento del VDVB se basan en tres premisas: 1. Medidas de 

bioseguridad para impedir el ingreso del virus en rodeos libres. 2. Detección y eliminación de 

animales PI para eliminar la circulación viral. 3. Monitoreo constante de los rodeos libres para 

detectar la introducción del virus tempranamente (Newcomer, 2021). Como complemento a 

estas premisas fundamentales, puede adicionarse opcionalmente la vacunación.  

Cuando no se conoce la situación epidemiológica del establecimiento lechero en 

particular, resulta conveniente realizar un método de screening, como la serología de leche de 

tanque, para conocer si existe circulación viral en el establecimiento (Wernike et al., 2017). 

La estrategia de eliminación de animales PI se basa en el testeo de todos los animales del 

rodeo para identificar a los que resulten PI y eliminarlos, seguido por el testeo de todos los 

terneros nacidos al año siguiente (Van Duijn et al., 2019). Esta clasificación se realiza una sola 

vez en la vida del animal, en chequeos siguientes, solo se controlan los animales que ingresan al 

rodeo y, en caso de que sea adquirido externamente, el semen. 

Como se mencionó anteriormente, los animales PI suelen ser seronegativos, por lo tanto, 

la detección debe realizarse a partir de pruebas de diagnóstico directo, dado que las serologías 

positivas no tienen valor diagnóstico para la identificación de PI. En algunos establecimientos, 

se realiza un testeo serológico con posterior testeo de los animales seronegativos para confirmar 

si son PI (Houe et al., 2006). Sin embargo, esta puede ser una decisión riesgosa, puesto que un 

bajo porcentaje de animales PI pueden ser seropositivos, por lo que se podrían dar falsos 

negativos que continuarían con la transmisión viral dentro del rodeo (Goyal y Ridpath, 2005).  

La serología tiene valor en regiones libres donde la vacunación está prohibida o en desuso, 

ya que permite detectar tempranamente circulación viral. En países con alta prevalencia y con 

vacunación ampliamente utilizada, tiene escasa utilidad, a menos que se utilicen técnicas 

diagnósticas que diferencien anticuerpos vacunales de anticuerpos infecciosos (Van Campen, 

2010). 

Las medidas de bioseguridad a implementar en los programas de control incluyen: el 

control en el desplazamiento de animales, control del contacto del rodeo con establecimientos 

vecinos, la realización de cuarentenas y testeo de animales que ingresen al rodeo, utilización de 

semen certificado libre de VDVB, control en el ingreso del personal, entre otras (Vargas et al., 

2009). 

El monitoreo constante se realiza para detectar introducciones del virus en etapas 

tempranas que permitan tomar medidas para asegurar el mantenimiento de condición "libre de 
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✁�✂✁ ✝✆☎ �✄✝✆✄� �☎✞✄ ✎✝✆✝✆ ✂✁✆✆�☎✆ ✁ ✎✁�✞✂� ✝✆ ✎�✝✆✁✁☎ ☎✆�✄☎✞✂✂✆✁☎ ✁ ✟✂✁✆☎ ✝✆ �✄✝✆✄✁ ✆✄✡✄ ✆☎

testeo de leche de tanque en rodeos lecheros, que permite conocer el estado inmunológico de 

un gran porcentaje de los animales que componen el rodeo con una sola muestra (Larghi, 2018). 

Estas pruebas serológicas nos permiten monitorear y confirmar el status libre de un 

establecimiento e identificar si el VDVB es introducido al rodeo (Wernike y Beer, 2022). 

Los programas de erradicación de países como Suecia, Suiza y Alemania incluyeron, en 

etapas finales y de forma complementaria la secuenciación de las cepas aisladas en casos de 

reintroducción del virus a rodeos. De esta manera, mediante análisis filogenéticos, se permite 

establecer una relación entre los casos y rastrear desde dónde procede la infección y realizar un 

seguimiento de los eslabones en la cadena de infección (Ståhl y Alenius, 2012). 

En algunos países, como Alemania y Estados Unidos, los planes de control incluyeron 

también la vacunación, principalmente, para evitar grandes pérdidas económicas ante posibles 

reinfecciones de los rodeos (Larghi, 2018). 

Resulta importante destacar que algunos animales salvajes u otras especies domésticas 

como ovinos y caprinos pueden comportarse como reservorios y transmitir el virus, por tanto, 

los esfuerzos para controlar la enfermedad deben también abocarse a estos animales (Evans y 

Reichel, 2021).  

Inicialmente, las vacunas contra la DVB fueron orientadas a disminuir las presentaciones 

clínicas y la inmunosupresión producida por el virus, sin evaluar su eficacia en la prevención de 

la infección fetal (Moennig y Becher, 2018). Con el conocimiento del rol de los animales PI en la 

transmisión de la enfermedad, los esfuerzos se abocaron a evitar la infección fetal y con ello, la 

generación de nuevos animales PI. Sin embargo, se han reportado varios casos de transmisión 

transplacentaria del virus en hembras vacunadas y nacimiento de terneros PI (Van Campen et 

al., 2000; Zimmer et al., 2002). En el mercado internacional existe un amplio abanico de vacunas 

disponibles. Las vacunas vivas modificadas son eficaces en la producción de respuesta inmune 

celular y humoral, pero se han descripto efectos adversos por su uso, como la infección fetal por 

la cepa vacunal o cepas contaminantes del suero fetal bovino usado en su producción, sobre 

todo, las producidas a base de una cepa NCP (Newcomer et al., 2017). Por otro lado, han sido 

descriptos casos de enfermedad de las mucosas en animales PI que han sido vacunados con 

vacunas vivas modificadas (Ridpath y Bolin, 1995; Zimmer et al., 2002). A diferencia de las 

anteriores, las vacunas a virus inactivado, son más seguras, pero deben aplicarse revacunaciones 

para producir buena inmunidad. Como beneficio, pueden utilizarse en cualquier etapa de la vida 

del animal, sin efectos adversos, aunque no está comprobado que confieran protección fetal. 

Algunos países, como Alemania, aplican un protocolo de vacunación combinado de dos pasos, 

✝✄✟✝✆ ☎✆ ✁✎☎✂✆✁ ✎�✂✡✆�✄ ✝✟✁ ✝✄☎✂☎ ✝✆ ✝✟✁ ✁✁✆✝✟✁ ✂✟✁✆✞✂✁✁✝✁ ✟ ☎✝✆✂✄ ✝✟ ✄booster✁ ✆✄✟ ✝✟✁ ✁✁✆✝✟✁
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viva modificada y revacunaciones anuales con vacunas inactivadas (Wernike et al., 2017). El uso 

de vacunas vivas no está permitido en Argentina, por lo que el mercado local está compuesto 

principalmente por vacunas de los complejos Reproductivo y Respiratorio que contienen en su 

formulación VDVB inactivado, junto a otros microorganismos. Como alternativa a esto, 

recientemente, se ha lanzado al mercado una vacuna monovalente contra VDVB recombinante 

a subunidad que contiene la proteína E2 del virus unida a un anticuerpo de simple cadena 

dirigido a las células presentadoras de antígeno (APCH I-tE2) (Pecora et al., 2015). 

A pesar del progreso en el desarrollo de vacunas y su uso masivo a nivel mundial, los 

esfuerzos por disminuir la prevalencia de la DVB utilizando el control no sistemático no han 

cumplido el objetivo. Esto puede deberse a la variabilidad del virus, ya que la inmunidad en los 

animales vacunados es importante contra las cepas homologas a la utilizada en la vacunación, 

pero menor frente a cepas antigénicamente distintas (Lindberg et al., 2006). Como 

consecuencia, nunca se ha reportado una estrategia de control satisfactoria utilizando como 

única medida la vacunación (Moennig y Becher, 2018). 

Muchos países como Noruega, Finlandia, Dinamarca y Suecia han erradicado la DVB o 

están cerca de hacerlo. Otros, como Suiza, Austria, Escocia y Alemania, están en fases avanzadas 

de los planes de erradicación, mientras que los Países Bajos, Irlanda, y varios estados de los 

Estados Unidos (Alabama, Oregon, Montana, entre otros) ya han comenzado sus programas de 

control (Van Campen, 2010; Wernike et al., 2017). 

En países vecinos al nuestro, como Brasil, se ha detectado un 43% de rodeos positivos en 

un muestreo al azar de 300 establecimientos lecheros en el Estado de Rio Grande del Sur, 

aunque en rodeos más pequeños que los que encontramos en nuestra región (Almeida et al., 

2013). En el sur de Chile, en las regiones de Los Ríos y de Los Lagos, la prevalencia a nivel de 

rodeo y a nivel individual en un estudio aleatorio de 5000 sueros individuales fue estimada del 

76% y 3,5%, respectivamente, (Alocilla y Monti, 2022). Similar situación se reportó en los 

departamentos de Tacuarembó, Rivera y Florida, en Uruguay, en un estudio de conveniencia 

realizado sobre 390 animales de 14 rodeos, donde la totalidad de los rodeos fue seropositivo, 

pero con prevalencias individuales del 76% (Maya et al., 2016). 

Estudios previos realizados sobre terneros lactantes en las provincias de Santa Fe y 

Córdoba han detectado un porcentaje de seroprevalencia individual del 59,9% para VDVB y una 

dispersión en las explotaciones muestreadas del 97,2% (Carbonero et al., 2011). Por otro lado, 

un relevamiento realizado en 1998 a partir de muestras de suero de animales con problemas 

reproductivos en la provincia de Santa Fe indicó que en el 52,2% de los establecimientos 
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muestreados (n=184) hay reactores positivos (Castelli, 1998). Sin embargo, no se han realizado 

nuevos estudios que reflejen la realidad actual de la DVB en nuestra provincia. 

En Argentina, en la mayoría de los casos, los métodos de control para VDVB se basan sólo 

en el empleo de vacunas desconociendo el estatus del rodeo frente a la infección viral, de igual 

manera casi no se realiza la detección de animales PI y ni se implementan medidas de 

bioseguridad, salvo algunas excepciones en establecimientos más ordenados. No existe ningún 

plan vigente a nivel nacional ni regional para la erradicación de la DVB, los pocos 

establecimientos que han saneado su rodeo, lo han hecho de forma voluntaria. 

En nuestro país, donde los esfuerzos todavía están centrados en la erradicación de 

enfermedades zoonóticas como la brucelosis y tuberculosis, la implementación de programas 

obligatorios para sanear la DVB aún no son prioridad. 

La DVB produce importantes pérdidas productivas que son difíciles de cuantificar debido 

a la amplia variedad de manifestaciones que se pueden encontrar: muerte de animales, 

disminución en la ganancia de peso y en la producción de leche, muerte embrionaria, abortos, 

reposición de vientres, tratamientos veterinarios, aparición de enfermedades secundarias a la 

inmunosupresión producida por el virus (enfermedad respiratoria), entre otras (Laureyns, 2017). 

Las pérdidas varían de acuerdo al tipo de explotación, la situación epidemiológica del 

establecimiento, el manejo, el tamaño del rodeo, los cuadros que se presentan, el estado 

inmunitario del rodeo y la cepa viral involucrada (Richter et al., 2017). 

En un estudio realizado en Nueva Zelanda, en rodeos lecheros, se estimó que  las pérdidas 

debidas a la DVB, sin ningún tipo de estrategia de control, varían de 35,2 a 255 dólares 

neozelandeses anuales por animal  ($USD 21,7 a $USD 157) de acuerdo al porcentaje de 

animales afectados en el rodeo, lo que lleva a un aproximado de 23,1 millones al año (14,2 

millones de $USD) de pérdidas en la producción lechera del país, sólo considerando la 

mortalidad en animales PI, disminución en la producción de leche, aumento en la presentación 

de mastitis clínicas, y disminución en la ganancia de peso. En este estudio no se tomaron en 

cuenta otros factores que incrementan las pérdidas asociadas al VDVB como las pérdidas 

reproductivas (mortalidad embrionaria, abortos, malformaciones), gastos veterinarios, 

tratamientos, enfermedad respiratoria e inmunosupresión. Por su parte, los costos de las 

estrategias de control, varían de acuerdo a la estrategia elegida, o a la combinación de ellas. La 

vacunación de un rodeo promedio de 322 animales, tiene un costo de 5.313 dólares 

neozelandeses ($USD 3.273) el primer año y un total de 21.827 ($USD 13.446) por 10 años. La 

estrategia de testeo y sacrificio de PI tiene un costo de 5.149 dólares neozelandeses anuales 
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($USD 3.172) y 6.215 por 10 años ($USD 3.828). Finalmente, el incremento de las medidas de 

bioseguridad, tienen un costo anual de 8.720 dólares neozelandeses ($USD 5.372) y 19.218 por 

10 años ($USD 11.839), incluyendo el testeo de animales y el aseguramiento del perímetro 

(Reichel et al., 2008). 

En Argentina se realizó un estudio similar de un brote de DVB en un rodeo de cría de la 

Provincia de Buenos Aires en 2015, con 528 vientres, donde se estimaron pérdidas totales por 

infección con el virus de $USD 24.631, incluidos los costos de vacunación ($USD 687), pérdidas 

reproductivas ($USD 9.697), mortalidad de animales de recría ($USD 10.147) y el costo de la 

implementación del plan de saneamiento ($USD 3.434) (Odeón et al., 2015). En este estudio, se 

calculó que las pérdidas por abortos y muerte perinatal de 22 hembras fueron de $USD 3.150 

por reposición de vientres abortados y los ingresos no percibidos por terneros al destete fueron 

de $USD 6.547 Cabe destacar que este estudio sólo incluyó las pérdidas reproductivas y la 

mortalidad de animales de recría, sin tener en cuenta otros factores que pueden aumentar las 

pérdidas económicas. Por otro lado, las pérdidas económicas en rodeos de carne, suelen ser 

aproximadamente 20% menores que en rodeos de leche, con un promedio de $USD 199,5/vaca 

para rodeos lecheros y de $USD 174,6/vaca para rodeos de carne, de acuerdo a una revisión 

realizada a partir de 44 publicaciones científicas (Richter et al., 2017). 

Otra revisión realizada a partir de 31 publicaciones científicas concluyó que el impacto 

económico de la DVB varía desde $USD 0 a $USD 695 por vaca por año, con un promedio de 

$USD 58,5. En rodeos con infección endémica, el impacto sería de $USD 8,13 a $USD 109,5 por 

vaca por año y en rodeos susceptibles, los brotes tendrían pérdidas de $USD 36 a $USD 2.983 

(Yarnall y Thrusfield, 2017). 

Si bien es difícil realizar una estimación de pérdidas económicas debido a los múltiples 

factores que intervienen en la enfermedad, la bibliografía existente demuestra, en todos los 

casos, que el costo de realizar el control y saneamiento de la DVB en los rodeos y a nivel nacional 

es superado ampliamente por las pérdidas económicas que se producen si éste no se realiza. 

Por ejemplo, el costo del programa de erradicación de DVB de Dinamarca fue estimado en $USD 

9 millones anuales los primeros tres años, que posteriormente se redujeron a $USD 3,5 millones 

anuales. Al finalizar el programa, los beneficios anuales de la erradicación de la DVB fueron casi 

de $USD 20 millones, por lo cual, el programa resultó económicamente conveniente (Houe, 

2003). 

Lamentablemente, no se cuenta con estudios actualizados sobre las pérdidas económicas 

en Argentina, pero serían de gran relevancia a la hora de tomar decisiones para el control de la 

enfermedad. 
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Diseñar y ejecutar estrategias sustentables y económicamente viables que permitan 

conocer la situación del VDVB en tambos de la provincia de Santa Fe y faciliten su diagnóstico y 

control. 

1. Estimar la proporción de rodeos infectados con el VDVB en establecimientos 

productores de leche de la provincia de Santa Fe. 

1.1 Desarrollar un ELISA para detección de anticuerpos anti VDVB en muestras de 

suero y leche. 

1.2 Realizar muestreos de BTM (bulk tank milk) en establecimientos seleccionados 

dentro de la provincia de Santa Fe y determinar la presencia de anticuerpos anti VDVB mediante 

un test de ELISA. 

2. Desarrollar una qPCR y muestreo con DBT (dried blood test) para la detección del ARN 

del VDVB para monitorear establecimientos de la región. 

2.1 Adaptar una técnica de qPCR para la detección de VDVB en muestras de suero y 

semen. 

2.2 Desarrollar un método de muestreo y procesamiento DBT. 

2.3 Monitorear la DVB en establecimientos de producción de leche de la región en el 

lapso de 3 años. 

2.4 Caracterizar filogenéticamente las cepas de VDVB obtenidas en la provincia de 

Santa Fe.
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Las técnicas complementarias de laboratorio (ELISA, qPCR y DBT) desarrolladas serán 

herramientas útiles y económicamente viables para aplicar en planes de saneamiento y control 

de la DVB en establecimientos lecheros y contribuirán también a obtener información sobre la 

presentación de la DVB en la provincia de Santa Fe. 
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La proteína no estructural NS3 del VDVB posee un peso de 80 kDa y es conservada en 

los distintos genotipos del VDVB. Está conformada por dos dominios: uno serin-proteasa 

(tercio N-terminal) y otro helicasa (en los dos tercios C-terminal). El extremo N-terminal es 

hidrofóbico, lo que provoca que la proteína quede retenida en cuerpos de inclusión cuando 

se expresa en bacterias, por lo que se clonó la proteína NS3 con su extremo N-terminal 

truncado, generando una proteína de 45kDa. El gen correspondiente a la proteína fue 

clonado en el vector pET-28-a(+) con un tag de histidinas para su posterior purificación 

(Figura 3) utilizando como sistema de expresión bacterias de E.coli. 

 

 Construcción del vector de clonación pET-28a(+) con el gen de la proteína NS3 truncada. En rojo 
se observa el sector donde se insertó el gen. 
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Se recolectaron en total 665 sueros individuales cedidos por un laboratorio de 

diagnóstico, provenientes de animales de un establecimiento de la región, que fueron 

procesados por un kit de ELISA comercial (IDEXX, Cat. P00645-5) para su clasificación en positivos 

(altos y bajos) y negativos. De la misma manera, se recolectaron 282 muestras de leche de 

tanque (positivas y negativas) de establecimientos de la provincia de Santa Fe, que remiten su 

producción a una industria láctea de la región, que fueron procesadas con el kit de ELISA 

comercial. Los sueros y las leches de tanque positivos y negativos permitirán estandarizar el 

ELISA y su comparación con otras técnicas de detección de anticuerpos anti NS3 del VDVB 

(sensibilidad y especificidad).  

Si bien el desarrollo del ELISA se encuentra aún en proceso, se han realizado los siguientes 

avances: 

El ELISA desarrollado es de tipo indirecto, es decir, la placa se recubre con el antígeno de 

captura específico (proteína NS3) que se une e inmoviliza al anticuerpo específico anti-NS3 

potencialmente contenido en la muestra problema. En caso de formarse un complejo antígeno-

anticuerpo, se detectará utilizando un segundo anticuerpo IgG anti-bovino conjugado con 

peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, cat. 101-035-003).  

A fin de verificar la potencial existencia de diferencias entre los distintos tipos de placa en 

el desarrollo del ELISA, se testearon placas con high y medium binding de fondo plano y placas 

✆✄✟ ✁✄✟✝✄ ✆✟ ✄✒✁. 

Se testearon diversas concentraciones de la proteína NS3 diluida en buffer de unión de 

carbonato-bicarbonato: 1000 ng/well, 500 ng/well, 250 ng/well, 125 ng/well, 62,5 ng/well.  

Para la puesta a punto de la técnica se utilizaron sueros conocidos positivos y negativos 

frente a anticuerpos anti NS3 (testeados previamente con un ELISA comercial). Éstos fueron 

diluidos en concentraciones de: 1/10; 1/20; 1/40; 1/50; 1/60; 1/80; 1/90; 1/120; 1/160; 1/250. 
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Se evaluaron distintas soluciones para la dilución de los sueros y el conjugado: PBS Tween 

20 (0,05%); PBS Tween 20 (0,05%) + 2% leche en polvo descremada; PBS Tween 20 (0,05%) + 5% 

suero normal equino (SNE); PBS Tween 20 (0,05%) + 1% SNE. 

Las soluciones de bloqueo ensayadas fueron: PBS Tween 20 + 2% leche descremada en 

polvo; PBS Tween 20 + 2% leche descremada en polvo + 5% SNE; PBS Tween 20 + 5% SNE; PBS 

Tween 20 + 10% SNE.  

Por otra parte, se evaluaron distintos tiempos y temperaturas de bloqueo: 1 hora, 2 horas 

y toda la noche a 37°C y a TA.  

Además, se utilizaron dos volúmenes ✝✆ ✁☎✄✂✝✆✄✄ ✡✄ ✂☞ y �✄✄ ✂☞� 

El conjugado anti-bovino peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, Cat. 101-035-008) fue 

diluido en 3 concentraciones: 1/2500, 1/5000, 1/20000. 

Entre cada paso de la técnica se realizaron lavados, evaluando la diferencia entre 3 y 4 

☎✁✁✁✝✄☎ ✆✄✟ �✄✄ ✂☞ ✝✆ PBS y PBS + Tween 20 (0,05%), que fueron realizados de forma manual 

con micropipetas multicanal. 

Controles (blanco) sin suero: se tomó como rango aceptable una densidad óptica (DO) 

entre 0,05 a 0,2, que indica el background.  

Como sustrato de la enzima se utilizaron 100 µL de TMB (Thermo Scientific Cat. 34021), 

como solución de frenado se utilizó ácido sulfúrico 2 M (100 µL) y la lectura se realizó en equipo 

BioTeK Elx808 plate reader a 450 nm. 
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La principal cuenca lechera de la provincia de Santa Fe se encuentra en el territorio centro-

oeste de la provincia. Ésta forma parte, junto con el este de la provincia de Córdoba, de la mayor 

cuenca lechera de Argentina. Según datos de la Bolsa de Comercio de Rosario, en 2018, el 81% 

de las vacas lecheras de la provincia de Santa Fe se encontraba en 4 departamentos: Castellanos, 

Las Colonias, San Cristóbal y San Martín, que, sumando sus existencias, representaban el 33,4% 

del ganado bovino de leche del país (Fuente: Bolsa de Comercio de Rosario. 2018. Descargado 

de:https://www.bcr.com.ar/es/mercados/investigacion-y-desarrollo/informativo-

semanal/noticias-informativo-semanal/sector-lacteo). Datos más actuales, indican que Santa Fe 

es la provincia con mayor número de establecimientos lecheros (33,4) y posee el mayor 

porcentaje de vacas de tambo del país (31,9 %), con una distribución a nivel nacional del 9,40% 

para el departamento Castellanos, 7,25% para Las Colonias, 6,79% en San Cristóbal y 2,57% en 

San Martín (Figura 4) (Fuente: SENASA, 2021. Caracterización de tambos bovinos).  

 

 Existencias de ganado lechero en la Provincia de Santa Fe. Distribución de establecimientos 
lecheros en la provincia de Santa Fe. La intensidad del color refleja el número de animales por tambo. 
Fuente: SENASA, 2021. Caracterización de tambos bovinos. Diciembre 2021. Descargado de: 
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/87-
caracterizacion_tambos_bovinos_diciembre_2021.pdf 
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En un muestreo de conveniencia, se obtuvieron muestras de leche de tanque (BTM 

o bulk tank milk) de 262 establecimientos ubicados en la cuenca lechera de la provincia de Santa 

Fe remitentes a una industria láctea. Los establecimientos incluidos en el muestreo estaban 

situados en los departamentos Belgrano (n=4), Castellanos (n=83), La Capital (n=7), Las Colonias 

(n=61), San Cristóbal (n=74), San Jerónimo (n=3) y San Martín (n=30).  

Para ello, se recolectaron muestras BTM en frascos de 50 mL que se mantuvieron 

refrigeradas entre 4 y 7°C hasta su procesamiento. Las muestras fueron centrifugadas por 15 

minutos a 2.000 rpm, para la separación de las fases. Se tomó una alícuota de la fase de suero 

de leche (central) que fue testeada con un kit comercial de ELISA de competición (INgezim 

PESTIVIRUS Compac, cat. 12.BVD.K3), según el protocolo del fabricante, para la detección de 

anticuerpos anti-NS3 del VDVB. Brevemente, se colocaron alícuotas de 100 µL de suero de leche, 

controles positivos y negativos (provistos por el kit) en la placa, que se incubó 45 minutos a 37°C, 

seguido de 3 lavados con la solución de lavado provista en el kit. Posteriormente, se colocaron 

100 µL del conjugado, con una incubación de 30 minutos a 37°C, seguida de 5 lavados. Luego se 

colocaron 100 µL de sustrato y se dejó la placa 10 minutos a temperatura ambiente (TA) en 

oscuridad, para finalmente agregar 100 µL de solución de frenado con el objetivo de frenar la 

reacción. 

La absorbancia fue medida mediante un espectrofotómetro con una longitud de 

onda de 450 nm (Biotek). El test se consideró válido cuando la absorbancia del control positivo 

fue mayor a 0,8 y la del control negativo fue menor a 0,24. Para la interpretación de los 

resultados, se calculó la relación DO muestra/DO control positivo; si esa relación era mayor a 

0,3, la muestra se consideró positiva; si era menor o igual a 0,3, la muestra se consideró negativa. 

Si bien se desconoce el historial de vacunación de los rodeos, el kit de ELISA utilizado detecta 

anticuerpos anti-NS3 (proteína no estructural del VDVB) producidos por infección natural.  

Según los fabricantes del kit de ELISA, la sensibilidad y especificidad de la técnica son 

de 96,9% y 97,4%, respectivamente, en comparación con la seroneutralización. Estudios de 

correlación entre las prevalencias individuales y en muestras BTM de rodeos lecheros, indican 

que los rodeos con ✎�✆✁✁☎✆✟✆✂✁☎ ☎10% dan positivo a estos tests de ELISA en muestras BTM, lo 

que resulta muy útil a la hora de monitorear el status infeccioso del rodeo(Beaudeau et al., 

2001). 
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El stock viral utilizado para las distintas determinaciones consistió en la cepa vs253 del 

VDVB-2 (Pestivirus B) cedida por el Dr. Flores (Universidad Federal de Santa María, Brasil) 

(Pecora et al., 2015), cultivado y titulado en células MDBK con un título de 5,62x106 TCID50/mL. 

Además, se utilizaron distintas cepas del VDVB cultivados en células MDBK disponibles en 

el Cepario del Instituto de Virología e Innovaciones Tecnológicas (IVIT, CICVyA) para verificar la 

detección de todas las variedades de Pestivirus bovinos que se encuentran en nuestro país. Éstas 

incluyeron 13 cepas de VDVB-1 (Pestivirus A): 4 del sub-genotipo a (Singer; MF120553; 88625; 

71267) y 9 del sub-genotipo b (63588; 90611; MF120552; 59473; 83532; 73611; MF120594; 

78256; 25366), 4 cepas de VDVB-2 (Pestivirus B): 76/08; vs253; MF120585; MF120586 y 5 cepas 

de VDVB-3 (Pestivirus H o HoBi-like): LV210185K/13; MK017821; MH992643; MZ189735; 

MZ189734. 

Por otro lado, se utilizaron cepas de agentes microbianos no relacionados al VDVB de 

importancia en la salud bovina para comprobar la especificidad de la RT-qPCR, que incluyeron: 

Virus Respiratorio Sincicial Bovino (VRSB), Parainfluenza-3 (PI-3), Herpesvirus Bovino-5 (HVB-

5), Herpesvirus Bovino-1 (HVB-1), Virus de la Lengua Azul (VLA), Mycoplasma bovis y Rotavirus 

Bovino A (RVA), cepas de referencia obtenidas del cepario del IVIT, CICVyA. 

A fin de realizar la cuantificación absoluta del número de copias presentes en cada 

muestra se insertó en un plásmido el producto de 200 pares de bases (pb) ✂✝✆ ✆✄✟✞✂✆✟✆ ✆☎ ✡✑✒✓�

del genotipo 1b (cepa 1b 25366) del VDVB (amplificado mediante RT-PCR). Los productos se 

corrieron por electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% en presencia de un marcador de masa 

molecular (Biodynamics, cat. B040-50) y se cortaron las bandas con un bisturí. Se purificó el ADN 

utilizando el kit comercial Wizard DNA clean up system (Promega, cat. A7280). 

Para realizar el clonado se utilizó el vector pGem-T Easy (Promega, cat. A1360) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. Para la transformación se utilizaron bacterias cepa DH5-✂ ✝✆ E. 

coli, sensibilizadas (células competentes), las cuales fueron transformadas con el producto de 

ligación. Para la ligación, se utilizaron 5 µL de agua, 1 µL de ligasa, 1µL del pGem, 2 µL del inserto 

de interés y 1 µL de buffer, con un volumen final de 10 µL. La transformación se realizó mediante 

el método de shock térmico, siguiendo metodología estándar de biología molecular (Pope y 

Kent, 1996): se colocaron 100 µL de bacterias y 2 µL del producto de ligación en un tubo de 15 
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mL, se incubaron en hielo por 30 minutos. Posteriormente, se colocaron en baño termostático 

a 42°C por 2 minutos y nuevamente en hielo por otros 2 minutos. Se agregaron 900 µL de medio 

LB 1X, mezclando suavemente y se incubaron en agitación a 37°C por una hora. Luego se 

centrifugaron y se descartaron 800 µL de sobrenadante, resuspendiendo el pellet en el mismo 

medio. Finalmente, se plaquearon 20 µL y 180 µL en dos placas con medio LB y se incubaron 

toda la noche (ON) a 37°C. Luego de seleccionar las colonias positivas (color blanco), éstas se 

multiplicaron ON ✆✟ �✡☞ ✝✆ ✡✆✝✂✄ ☞✂ ✆✄✟ ✁✡✎✂✆✂☎✂✟✁ ✁ �✄✂� ✆✟ ✁✂✂✞✁✆✂✞✟ ✆✟ shaker a 200 rpm. 

El plásmido se purificó mediante un kit comercial Wizard Plus SV Minipreps (Promega, cat. 

A1330), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para corroborar que el plásmido posea el 

inserto se realizó una digestión con enzimas de restricción EcoR1 (que cortan en los sitios de la 

siguiente secuencia: 5´GAATTC y 3´CTTAAG). El resultado de la digestión se visualizó en un gel 

de agarosa al 2% en presencia de un marcador de masa molecular (PBL, cat. MA1201).  

Luego de confirmar la presencia del inserto en el plásmido, se realizó una amplificación 

en 100 ml de LB con el antibiótico correspondiente a 37ºC en agitación ON; posteriormente, 

estos cultivos se utilizaron para realizar midipreparaciones de ADN plasmídico empleando el kit 

comercial TIANpure Midi Plasmid Kit (TIANGEN, cat. DP107) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. El producto de purificación se cuantificó mediante espectrofotometría (Nanodrop 

2000, Thermo Scientific) y con el valor de la masa de ADN se calculó la cantidad de copias 

presentes en el templado utilizando la siguiente fórmula:  

Número de copias = (Masa * 6.022 x 1023) / (Nº pb * 1x109).  

La cantidad de ADN cuantificado por espectrofotometría fue 8,7 ng/µL y el tamaño del 

fragmento fue 3.215 bp, dando un número de copias del plásmido de 2,5x109. 

Se trabajó con muestras de suero y semen confirmadas negativas a VDVB mediante una 

RT-PCR de punto final, que luego fueron contaminadas con una concentración conocida de virus 

stock para el desarrollo de la RT-qPCR. 

Para las determinaciones en las que se utilizó suero, se tomaron muestras de sangre sin 

anticoagulante y se enviaron al laboratorio a 4°C. El suero fue separado inmediatamente 

mediante centrifugación a 2.000 rpm por 5 minutos y dispuesto en tubos tipo eppendorf de 1,5 

mL estériles. Se almacenaron refrigerados a 4°C hasta su procesamiento. Cuando el 

procesamiento no fue inmediato, se almacenaron a -80°C y se descongelaron a TA previo a su 

utilización. 

En los casos en los que se procesaron los sueros en pooles, se tomaron alícuotas de cada 

muestra (el volumen de cada suero a utilizar se calculó según la cantidad de sueros por pool, con 
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un volumen final por pool de 200 µL) y se mezclaron en un tubo tipo eppendorf de 1,5 mL. Los 

pooles fueron conformados por sueros de 10, 20, 30, 40 y 50 animales. 

Para las determinaciones realizadas a partir de semen, se utilizaron pajuelas de 250 µL de 

semen diluido que fueron remitidas al laboratorio en termos de nitrógeno líquido y 

posteriormente almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. El descongelamiento se produjo 

a temperatura ambiente. 

Para contaminar las muestras de suero y semen, se calculó la cantidad necesaria de virus 

a adicionar para que su concentración fuera similar a la de un animal PI. Según diversos autores, 

el título viral en muestras de suero y semen en animales PI es ☎ 1x104 DICT50/mL (Brock et al., 

1998; Meyling y Mikél Jensen, 1988). Para proceder a la contaminación con virus stock, se agregó 

10 µL del cultivo de virus a 190 µL de suero o semen para que el volumen de extracción fuera 

200 µL. 

Veintiocho muestras clínicas recolectadas de animales infectados naturalmente que 

fueron confirmadas positivas mediante aislamiento viral en cultivos celulares y posteriormente 

por inmunofluorescencia directa, fueron testeadas para asegurar la detección del ARN viral 

mediante el ensayo. Las muestras analizadas fueron: 4 de intestino, 7 de fetos, 3 hisopados 

nasales, un hisopado ocular, 2 de esófago, una de pulmón, dos de bazo, y 8 de sangre (provistas 

por el Laboratorio Azul y el Servicio Especializado de Diagnóstico Veterinario de INTA Balcarce, 

aisladas de la provincia de Buenos Aires). 

La extracción de ARN se realizó con kit comercial High Pure PCR Template Preparation Kit 

(Roche, cat. 11796828001✍ ☎✆✂☎✟ ✎�✄✞✄✆✄☎✄ ✝✆☎ ✁✁✁�✂✆✁✟✞✆✁ ✎✁�✁ ☎✄ ✆✝✁☎ ☎✆ ✝✞✂☎✂✁✁�✄✟ ✄✄✄ ✂☞ ✝✆

suero, semen o stock viral.  

Se utilizaron como control positivo 200 µL de VDVB-2 cepa vs253 y un control negativo 

☛��� ✄negative extraction control✁✍ ✆✄✟☎✂☎✞✆✟✞✆ en el buffer de elución incluido en el kit. El ARN 

obtenido fue inmediatamente trasladado a ultrafreezer o mantenido en hielo si su utilización 

fue inmediata. Todo el procedimiento fue realizado con material plástico estéril y puntas de 

micropipetas con filtro. 

Las reacciones de retro-transcripción y qPCR fueron llevadas a cabo simultáneamente 

usando el kit iTaq Universal SYBR Green One-Step Kit (Bio-Rad, cat. 172-5150). Para ello, se 
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preparó una mezcla de un volumen final de 10 ✂☞ con 5 ✂☞ ✝✆ ✂✓✁✂✒✟✂✁✆�☎✁☎ �✁✂�✂�✆✆✟ reaction 

mix✁ ✄✁✄✄✡ ✂☞ ✝✆ ✂�✆�✂✎✞ ✞�✁✟☎✆�✂✎✞✁☎a reversa✁ ✄✁✄✡ ✂☞ ✝✆ ✆✁✝✁ primer (Genbiotech✍✁ ✄✁✄✄✡ ✂☞ ✝✆

✁✂✝✁ ☎✂✁�✆ ✝✆ ✟✝✆☎✆✁☎✁☎ ☛✂✟✄✝✂✟✁✡✂✆☎✍ ✟ ✄ ✂☞ ✝✆☎ ☎�� ✆�✞�✁✠✝✄� 

El programa de ciclado consistió en: 10 minutos a 50°C para la reacción de retro-

transcripción; 1 minuto a 95°C para la activación de la polimerasa y la desnaturalización del ADN, 

seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C, concluyendo con un incremento 

de 0,5°C desde 65 a 95°C cada 2 segundos, usando el equipo StepOne (Applied Biosystems). 

En cada reacción se incluyeron controles positivos (plásmido, virus stock), controles 

negativos (NEC) y controles internos de genes constitutivos bovinos para monitorear la 

extracción de ácidos nucleicos y la presencia de inhibidores de PCR. Esto último fue realizado 

utilizando primers específicos que amplifican un fragmento del gen de la gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa bovina (GAPDH) (Robinson et al., 2007). 

Los primers seleccionados para el desarrollo de la técnica fueron descriptos por Monteiro 

(Monteiro et al., 2019) (Tabla 1) y amplifican una secuencia de 201 pb del sector 5´-UTR del 

genoma del VDVB. 

Tabla 1.  Primers utilizados en la RT-qPCR 

Primer Secuencia 

189 (Forward) 5`AGTCGTCARA,GTGGTTCGAC 3` 

389 (Reverse) 5`TCCATGTGCCATGTACA 3` 

Referencias. En la columna de la derecha se indica el nombre de cada primer. A la izquierda figura 
la secuencia de nucleótidos correspondiente. 

 

Los primers utilizados alinean con la cepa de referencia 1-NADL (número de acceso a 

GenBank M31182) entre las posiciones 189 y 389 de la secuencia completa y se verificó 

mediante BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) que alinearan con las secuencias disponibles en 

GenBank de los genotipos del VDVB presentes en Argentina. 

Para establecer la concentración de primers más eficiente, se testearon diluciones en base 

10 del plásmido en diversas concentraciones de primers: 390 nM, 420 nM, 450 nM, 470 nM, 525 

nM, 535 nM y 540 nM. La eficiencia de los primers fue confirmada mediante la fórmula:  

Eficiencia (%) = ✆✄ ✝ ✄✄✞☛✆✄/pendiente) 
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Donde un valor cercano a -3,32 indica 100% de eficiencia. Esto aseguró que los productos 

de PCR fueron amplificados a una velocidad eficiente y los experimentos fueron comparables 

entre ellos. 

Tres réplicas de las diluciones en base 10 del plásmido, desde 109 a 100 copias, también 

fueron utilizadas para realizar la curva estándar, dando el rango lineal de detección del plásmido 

y su límite de detección. El rango linear de la qPCR fue establecido mediante una curva estándar 

con diluciones en base 10 del plásmido (desde 2,5 a 2.500.000.000 copias). 

El límite de detección (LOD, ✎✄� ☎✝☎ ☎✂✂☎✁☎ ✆✟ ✂✟✂☎✁☎ ✄limit of detection✁✍ ☎✆ ✆✁☎✆✝☎✞ ✎✁�✁ ✆☎

plásmido, stock viral, suero y semen contaminado. Para esto, se testearon diluciones en base 

10, de 109 a 100 copias del plásmido (3 réplicas) y desde 105 a 100 partículas virales para el virus 

stock, semen y suero contaminado (12 réplicas). Por otro lado, con el objetivo de determinar la 

eficiencia de la RT-qPCR en la detección de positivos en pooles de muestras, se conformaron 

mezclas de suero con 10, 20, 30, 40 y 50 muestras individuales, incluyendo solo un suero positivo 

en cada pool. 

Se realizaron estudios de repetitividad sobre el plásmido y el stock viral y se compararon 

los valores de los CT (cycle threshold) en los distintos ensayos con el objetivo de asegurar la 

precisión en la detección del segmento 5´UTR. Los valores de CT de 25 repeticiones del virus 

stock y 10 repeticiones del plásmido (procesadas por triplicado) fueron registrados y se calculó 

el promedio, desvío estándar, coeficiente de variación ponderado (CVpp) y error aleatorio 

máximo permitido (CVa%). 

Se utilizaron cepas del VRSB, PI-3, HVB-5, HVB-1, VLA, Mycoplasma bovis y RVA para 

evaluar la especificidad de la técnica. Además, se incluyeron cepas de Pestivirus A, B y H (VDVB 

1, 2 y 3) presentes en Argentina para asegurar la detección y amplificación del fragmento de 

interés en todas ellas. 

Se enviaron alícuotas del plásmido y los reactivos e instructivos necesarios para la 

realización de la prueba a tres técnicos entrenados de diferentes laboratorios para la realización 

de la qPCR. Dos de ellos ubicados en el Instituto IVIT-CICVyA y otro en un laboratorio de 

diagnóstico veterinario privado. Los mencionados laboratorios cuentan con áreas separadas 
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para la preparación de mezclas de PCR y siembra de muestras, además de equipamiento 

disponible: termocicladores iQ5 (Bio-Rad), ABI7500 (Applied Biosystems) y MyGo (IT-IS Life 

Science). 

Los resultados fueron registrados y analizados con el software StepOne versión 2.3. De 

cada corrida de qPCR se analizaron las curvas de amplificación, para conocer el ciclo que supera 

el umbral y las curvas de melting, para verificar la especificidad de la amplificación. 

 

Con el fin de determinar las mejores opciones de papeles y eluyentes en las distintas 

matrices, se contaminaron muestras de sangre, semen y suero libres de Pestivirus con la cepa 

de virus stock, de manera que cada muestra a evaluar tuviera un título de 1x104 DICT/50. Se 

sembraron gotas de 50 ✂☞ de cada matriz en distintos papeles y se dejaron secar por 4 horas a 

TA en un lugar fresco y seco. Para esta prueba preliminar, se compararon cuatro papeles 

distintos: S&S 903 collection card (Whatman, Cat. A01776), papel cromatográfico (Whatman, GE 

Healthcare, Cat. 3030-335), Tarjetas FTA Whatman (GE Healthcare, Cat. WHAWB120305) y Gen 

saver (Ahlstrom Munksjo, Cat. 7300692). Concurrido el tiempo de secado, se cortaron 4 discos 

con sacabocado de 5 mm de diámetro de cada gota sembrada en los distintos papeles, los cuales 

fueron dispuestos en tubos eppendorf de 1,5 mL con 220 ✂☞ de eluyente. Los eluyentes 

evaluados fueron: FTA-Purification Reagent (Whatman, Cat. WB120204), Buffer TE (Invitrogen, 

Cat. 12090015), Minimal Essencial Medium (MEM) (Gibco, Cat. 12492013), H2O libre de 

nucleasas (Biodynamis, Cat. B010-50) y TRIzol (Invitrogen, Cat. 15596026) para cada tipo de 

papel y de muestra. La elución se realizó ON a temperatura ambiente en agitación. 

Posteriormente, se procedió con la extracción de ARN y RT-qPCR descripta anteriormente. 

En base a los resultados obtenidos en la prueba preliminar (Anexo I), se seleccionaron dos 

tipos de papeles de filtro para realizar los experimentos subsecuentes: tarjetas FTA (Whatman, 

Cat. WHAWB120305) y papel cromatográfico de celulosa de 3mm de espesor (GE Healthcare 

Whatman, Cat. 3030-335). Ya que las tarjetas FTA están especialmente diseñadas para la 

conservación de ácidos nucleicos por largos periodos de tiempo, se utilizaron con fines de 

conservación de ARN; en cambio, el papel cromatográfico, por su bajo costo, se utilizó con el 

objetivo de diagnóstico rápido de DVB en casos de sospecha de enfermedad. Esto último, 

teniendo en cuenta que en ocasiones resulta difícil remitir una muestra fresca (sangre o suero) 
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tomada a campo en establecimientos lejanos a los laboratorios de diagnóstico y que esa muestra 

llegue a destino dentro de las 24 hs.   

Dada la conveniencia de muestreo a campo, se decidió utilizar sangre -en vez de suero- 

como matriz para los experimentos, ya que sólo se necesita una pequeña cantidad que puede 

ser sembrada directamente a campo y no es necesario centrifugarla para obtener suero, lo que 

representaría un inconveniente para el veterinario que remite la muestra. De la misma forma, 

también se seleccionó como matriz las pajuelas de semen, ya que el uso de esta metodología 

representaría un gran avance en la logística de envío de muestras. Esto último hace referencia 

a la necesidad de enviar muestras de semen en pajuelas en termos de nitrógeno líquido, lo que 

implica mayores gastos e inconvenientes de logística para el envío. 

Así mismo, se decidió utilizar como eluyente al MEM en ambos tipos de matrices (sangre 

y semen) dado su bajo costo en relación al resto de los eluyentes y buenos porcentajes de 

recuperación en general. 

Con la finalidad de comprobar que los papeles no contuvieran material genético que 

pudiera interferir con los resultados de la prueba, se evaluaron ambos tipos de papeles a utilizar 

(papel cromatográfico y tarjetas FTA), sin sembrar ningún tipo de muestra, mediante RT-qPCR.  

Se colocaron 4 discos de cada gota de sangre y semen sembrados en papel cromatográfico 

en 220 µL de MEM y se llevaron a agitación en shaker durante 30 minutos y ON con el objetivo 

de evaluar las mejores condiciones de elución por triplicado.  

Se comparó la recuperación de ARN de la muestra de sangre contaminada sembrada en 

papel cromatográfico y la misma muestra de forma fresca (sin sembrar) mediante la RT-qPCR 

descripta anteriormente por triplicado. 

A continuación, se procedió a contaminar la muestra de sangre con distintas 

concentraciones de virus, por lo cual, se sembraron gotas contaminadas en papel 

cromatográfico con 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 40.000 y 80.000 copias virales (12 réplicas) con 

el objetivo de determinar el LOD en papeles. 
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Con el fin de verificar si el papel cromatográfico permite la conservación del ARN viral por 

largos periodos de tiempo, se diseñó un experimento en el cual se sembraron gotas de sangre 

contaminada con 50.000 copias de virus (para asemejar la carga viral de un animal PI), que 

fueron almacenadas a distintas temperaturas (TA, 4°C, -20°C y -70°C) por 1 y 7 días, y 6, 12 y 18 

meses.  

Al cumplirse cada periodo de tiempo, se cortaron 4 discos de cada gota con sacabocados, 

que fueron eluidos en 220 ✂☞ de MEM por 30 minutos en agitación. Posteriormente se realizó la 

RT-qPCR descripta anteriormente para detección de ARN de VDVB. Por cada condición, se 

realizaron 5 repeticiones. 

Al mismo tiempo, se realizó el experimento en tarjetas FTA, especialmente formulado 

para conservar ARN por las sustancias químicas que incluye. De la misma forma, se sembraron 

5 gotas de sangre contaminada por cada condición (TA, 4°C, -20°C, -70°C) por 12 y 18 meses, con 

el objetivo de verificar si el ARN del VDVB puede conservarse por largos periodos de tiempo y 

definir cuál es la mejor temperatura de almacenamiento. 

Las gotas sembradas en papeles y almacenadas a distintas temperaturas, se mantuvieron 

dentro de bolsas zipper, conteniendo desecantes para evitar el daño por humedad. 

Se tomaron muestras de sangre de dos animales infectados naturalmente, positivos a 

VDVB por RT-PCR y se sembraron gotas de 50 µL en papel cromatográfico. Se dejaron secar a 

temperatura ambiente durante cuatro horas y posteriormente, se mantuvieron refrigeradas a 

4°C durante seis y doce y dieciocho meses. Cumplido ese periodo de tiempo, se intentó 

recuperar el ARN de las gotas sembradas en las tarjetas, mediante la elución con 220 ✂☞ de MEM. 

Para evitar contaminación cruzada entre muestras sembradas en papeles, se siguió la 

metodología descripta por Sarangi et al. (2018). Brevemente, el sacabocados fue 

descontaminado entre muestras mediante la inmersión en alcohol isopropílico por un minuto. 

Luego, fue secado con papel absorbente y se realizaron 5 cortes en un papel cromatográfico 

nuevo y limpio (Sarangi et al., 2018). 
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Con el fin de comparar la recuperación de ARN de la muestra contaminada sembrada en 

papel y la misma muestra de forma fresca (sin sembrar en papel), se contaminaron pajuelas de 

semen con virus stock, de manera que en una gota de 50 ✂☞ de semen hubiera 50.000 copias de 

ARN. 

Se sembraron gotas de 50 µL de semen contaminado en papel cromatográfico, se dejaron 

secar a temperatura ambiente por 4 hs y luego se cortaron 4 discos de 5 mm de diámetro con 

sacabocados de cada gota para proceder a la elución con 220 µL de MEM y al procesamiento 

mediante la RT-qPCR descripta. 

 

 A continuación, se procedió a contaminar la muestra de semen con distintas 

concentraciones de virus (12 réplicas), por lo cual, se sembraron gotas contaminadas con 1.000, 

5.000, 10.000, 20.000, 40.000 y 80.000 partículas virales que fueron posteriormente procesadas 

como se explicó anteriormente.  

Con el fin de verificar si el papel cromatográfico permite la conservación del ARN viral por 

largos periodos de tiempo, se diseñó un experimento en el cual se sembraron gotas de semen 

contaminado con 50.000 copias de virus, que fueron almacenadas a distintas temperaturas (TA, 

4°C, -20°C y -70°C) por 1 día, 7 días, 6, 12 y 18 meses.  

Al cumplirse cada periodo de tiempo, se cortaron 4 discos de cada gota con sacabocados, 

que fueron eluidos en 220 ✂☞ ✝✆ MEM por 30 minutos en agitación. Posteriormente se realizó la 

extracción de ARN, seguida de RT -qPCR descripta anteriormente. Por cada condición, se 

realizaron 5 repeticiones. 

De la misma manera, se realizó el experimento en tarjetas FTA, para lo cual se sembraron 

5 gotas de semen contaminado por cada condición (TA, 4°C, -20°C, -70°C) por 12 y 18 meses, 

con el objetivo de verificar si el ARN del VDVB puede conservarse por largos periodos de tiempo 

y definir cuál es la mejor temperatura de almacenamiento. 

Condiciones de elución en semen dadas las dificultades para recuperación de ARN: 

Debido a las dificultades a la hora de recuperar ARN en muestras de semen sembradas en 

papeles, se evaluaron varias condiciones sugeridas en la bibliografía: 
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1) Un paso previo al proceso de elución que consistió en agregar 20 µL de DTT 

(ditiotreitol) 0,1 M a la gota de semen seco sembrado en papel, manteniéndolo 

a TA hasta secar. Luego de esto, se continuó el proceso de elución detallado 

anteriormente (Sarangi et al., 2018).  

2) Tres lavados con reactivo FTA sobre los discos contaminados previo a la 

extracción de ARN (Cardona-Ospina et al., 2019; Liang et al., 2014). 

3) Comparación de la recuperación de ARN a partir de semen puro vs. en pajuelas 

(con diluyente para congelado). 

4) Protocolo de elución y posterior reacción de retrotranscripción, sin extracción 

de ARN (Cardona-Ospina et al., 2019). 

5) Protocolo de retrotranscripción con paso previo de desnaturalización (95°C por 

5 minutos y luego hielo por 5 minutos) 

Se trabajó con un establecimiento de producción lechera de la provincia de Santa Fe para 

aplicar un plan de monitoreo durante el plazo de 3 años.  

El establecimiento seleccionado para el monitoreo pertenece a la zona de influencia de la 

Facultad de Ciencias Veterinarias de Esperanza. Se encuentra ubicado dentro de la Escuela de 

Agricultura, Ganadería y Granja, dependiente de la Universidad Nacional del Litoral, con 

aproximadamente 160 vacas en ordeñe y reposición propia. 

El criterio de selección se basó en la factibilidad de que los responsables de los 

establecimientos realicen los cambios necesarios en la metodología de trabajo para evitar la 

introducción del virus y estén dispuestos a llevar a cabo un plan de saneamiento en caso de 

detectar animales PI. 

Se analizó el tipo de manejo, uso de vacunas, antecedentes de cuadros respiratorios, 

abortos, ingreso de hacienda o semen y toda información que se considere relevante respecto 

de la presunción de la enfermedad por VDVB. Para esto, se realizó un cuestionario al encargado 

del establecimiento previo al inicio del monitoreo, en la cual se recolectaron datos de: 

composición del rodeo (cantidad de animales por categoría), reposición (propia/externa), 

servicio (inseminación artificial/servicio natural), testeo de semen/toros contra VDVB, presencia 

de otras especies animales (bubalinos, ovinos, caprinos, porcinos, etc.), casuística de abortos y 
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enfermedad respiratoria, vacunación contra DVB (tipo de vacuna, esquema de vacunación) y 

otros, como el uso de agujas individuales por cada animal. 

Para el desarrollo de este objetivo, surgieron en principio dos posibilidades:  

1. En caso de que se detectaran animales positivos a VDVB, se realizaría el saneamiento 

del establecimiento. Este incluiría las siguientes medidas:  

a. Muestreo de todos los bovinos presentes en el establecimiento para proceder a la 

detección de animales PI mediante la RT-qPCR desarrollada. Éstos se testean en 

pooles conformados por 10 sueros individuales. En el caso de que se encontraran 

pooles positivos, estos se abrirían para analizar individualmente a todos los sueros 

que lo componen. El resultado positivo de estas determinaciones puede deberse 

tanto a animales virémicos que cursan infecciones agudas como a animales PI. Por 

ello, 3 o 4 semanas después de la primera toma de muestra, se vuelven a testear esos 

animales. Los bovinos que en esta instancia sean nuevamente positivos, serán 

considerados PI y apartados del establecimiento. 

b. Cuarentena y testeo de todos los animales ingresados al establecimiento, para 

demostrar que están libres de VDVB. 

c. Testeo de terneros nacidos de hembras que ingresan preñadas al establecimiento. 

d. Uso de semen certificado libre de VDVB o testeo del adquirido para inseminación. 

e. Control del contacto entre los bovinos y otras especies (ovinos, caprinos, porcinos) 

que pueden ser reservorios de Pestivirus. Si en el establecimiento, los bovinos 

convivieran con otros animales, éstos deberían ser testeados. 

f. En casos de abortos, malformaciones, enfermedad respiratoria o cualquier otro 

cuadro en el que se sospeche del VDVB como agente causal, se deberían remitir 

muestras al laboratorio para su procesamiento. 

g. Bioseguridad estricta para evitar la reintroducción del VDVB: eliminación del contacto 

con establecimientos vecinos mejorando las delimitaciones y la desinfección del 

equipamiento y materiales utilizados por los veterinarios que trabajan en el 

establecimiento. 

 

2. En el caso de que no se detectaran animales positivos y no hubiera circulación viral, 

se realizaría un monitoreo y las acciones a llevarse a cabo estarían destinadas a evitar 

la introducción del virus al rodeo. Por lo tanto, luego del testeo de todos los animales 
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presentes en el establecimiento y la constatación de que todos fueran negativos, se 

aplicarían las siguientes medidas: cuarentena y testeo de todos los bovinos ingresados 

al establecimiento, uso de semen libre, testeo de terneros nacidos de hembras 

compradas, control del contacto de los bovinos con especies que puedan ser 

reservorios del virus, diagnóstico en caso de cuadros clínicos sospechosos de VDVB, 

así como las medidas de bioseguridad previamente mencionadas. 

Al inicio del monitoreo y periódicamente durante la duración del mismo, se tomaron 

muestras de leche de tanque. Las muestras BTM fueron procesadas mediante un kit comercial 

de ELISA de detección de anticuerpos anti-NS3 (mencionado anteriormente en sección 1.2) para 

conocer anticipadamente si en el establecimiento existía circulación viral. Esta muestra resulta 

representativa de un gran número de animales que componen el rodeo, que son las vacas en 

ordeñe. 

Se tomaron muestras de sangre sin anticoagulante de 200 bovinos de leche, que 

incluyeron: 159 vacas en ordeñe, 30 animales de recría y 11 de crianza. Al momento del 

muestreo no había en el establecimiento ningún animal de categoría vaca seca. 

El establecimiento cuenta además con 61 animales de cría, que se encuentran en potreros 

aledaños al tambo y en ocasiones comparten bebederos con los bovinos de leche, por lo cual 

también fueron muestreados. Este grupo estaba conformado por 45 madres y 16 terneros al 

pie. 

Luego del muestreo de todos los bovinos presentes en el establecimiento, no se 

detectaron individuos PI, por lo tanto, se procedió a realizar un plan de monitoreo (detallado en 

el punto 2), en vez del saneamiento anteriormente previsto. 

Nueve meses después del primer muestreo, se realizó un segundo muestreo para testear 

a 33 terneros nacidos de hembras preñadas al momento del primer muestreo. 

Por otra parte, en quince oportunidades entre 2019 y 2021, se tomaron muestras de 

hembras abortadas, fetos y terneros con malformaciones que fueron testeadas mediante RT-

qPCR con el fin de detectar el virus en caso de que estuviera presente. Los casos se muestran en 

la Tabla 2. 
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Tabla 2.  Casos clínicos sospechosos de Diarrea Viral Bovina presentados en el 

periodo 2019-2021 en el establecimiento estudiado 

Fecha Identificación Cuadro 

09/19 Sin Nro. Ternero con malformación 

11/19 1039 Muerte embrionaria 

12/19 994 Aborto de 4,5-6 meses de gestación 

6/20 1016 Aborto de 3 meses de gestación 

7/20 911 Aborto de mellizos, 8 meses de gestación 

9/20 B465 Ternero con incoordinación 

12/20 1110 Aborto de 2,5-4 meses de gestación 

12/20 1122 Aborto de 2,5-4 meses de gestación 

12/20 1130 Aborto de 2,5-4 meses de gestación 

10/21 1159 Muerte embrionaria 

10/21 1152 Muerte embrionaria 

10/21 1054 Aborto de 3-4 meses de gestación 

10/21 1091 Aborto de 3-4 meses de gestación 

10/21 1073 Aborto de 3-4 meses de gestación 

10/21 1229 Ternero con malformación 

Referencias. Fecha de toma de muestra, identificación de los animales y cuadros clínicos 
observados. 

Se solicitaron muestras de casos clínicos ingresados al Hospital de Salud Animal de la 

Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral y de veterinarios 

privados para realizar la genotipificación y análisis filogenético de las cepas locales de VDVB. 

Para este estudio se evaluaron las secuencias obtenidas de 11 cepas del VDVB, cuyo lugar 

de procedencia y cuadro clínico se muestra en la Tabla 3. Para la caracterización filogenética, las 

muestras obtenidas se sometieron a una RT-PCR de punto final, estandarizada previamente por 

el laboratorio de biología molecular del IVIT del CICVyA INTA Castelar. Se cortaron y purificaron 

las bandas de agarosa con un kit comercial (GE, cat. 28903470) y luego se secuenció el fragmento 

5´UTR de los VDVB encontrados (Unidad de Genómica del CICVyA). Para el análisis filogenético, 

en un primer paso se alinearon y analizaron las secuencias con el programa Bioedit (versión 7.2) 

donde se construyó una matriz que integró secuencias de cepas de referencia, de aislamientos 

locales y de otras regiones obtenidas de bancos de genes (Genbank). Además, se incluyó como 

cepa outgroup la secuencia de un aislamiento de virus de la Peste Porcina Clásica (GQ898885 

CSFV Nchills). Una vez obtenida la matriz se realizaron alineamientos múltiples utilizando el 

programa Clustal X Versión 1.8.3 y consecuentemente se realizó la matriz de distancia bajo el 
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método Kimura 2 parámetros. Los dendrogramas se realizaron utilizando el programa Mega, 

versión X, utilizando dos métodos: uno con el modelo de Neighbor Joining y bootstraps con 1000 

repeticiones y otro con Neighbor Joining, usando el método de Maximum composite likelihood. 

Las secuencias nucleotídicas obtenidas en esta tesis se cargaron a la base de datos de GenBank. 

Tabla 3.  Cepas secuenciadas durante el periodo 2019-2022 provenientes de casos 

clínicos de la provincia de Santa Fe 

Nombre Año Procedencia Cuadro 

18/2019 2019 Dpto. Caseros Neumonía 
84/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonía 

85/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonía 

89/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonía 

IC 2020 Dpto. Las Colonias Muerte perinatal 

N.T-2020 2020 Dpto. Las Colonias Natimorto 

S.2-2020 2020 Dpto. San Cristóbal Enfermedad de las mucosas 

CD22 2022 Dpto. San Cristóbal Malformación 

L3 2022 Dpto. San Cristóbal Infección inaparente 

PA1 2022 Dpto. Las Colonias Enfermedad de las mucosas 

SA1 2022 Dpto. Las Colonias Enfermedad de las mucosas 

Referencias.  Nombre designado, año de recolección, localidad de procedencia y cuadro clínico 
vinculado a las 11 cepas analizadas.  
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Como se mencionó anteriormente, el ELISA para la detección de anticuerpos anti-NS3 aún 

se encuentra en desarrollo. A continuación, se mencionan los resultados hallados hasta el 

momento. 

Respecto al tipo de placa utilizada, no se observaron diferencias importantes en cuanto a 

la DO (densidad óptica) en los distintos tipos de placas evaluados. Sobre las concentraciones de 

la proteína testeadas (1000 ng/well, 500 ng/well, 250 ng/well, 125 ng/well, 62,5 ng/well), las 

mayores diferencias entre la DO del suero positivo y negativo se observaron en la concentración 

de 125 ng/well. De la misma manera, entre las diluciones de suero analizadas (1/10; 1/20; 1/40; 

1/50; 1/60; 1/80; 1/90; 1/120; 1/160; 1/250), con una concentración de 125 ng/well de proteína, 

las mayores diferencias entre la DO del suero positivo y suero negativo se observaron en la 

dilución de 1/60. 

En relación con las soluciones utilizadas para la dilución de los sueros y el conjugado, los 

mejores resultados de DO se observaron utilizando PBS Tween 20 (0,05%) + 5% SNE para los 

sueros evaluados. Para el bloqueo, los mejores valores de DO se obtuvieron al combinar PBS 

✓�✆✆✟ ✄✄ ✝ ✡☎ ���✁ ✝✝�✁✟✞✆ ✝✟✁ ✂✄�✁ ✁ �✄✄�� �☎ ✁✄☎✝✡✆✟ ✝✞✂☎✂✁✁✝✄ ☛✡✄ ✂☞ ✟ �✄✄ ✂☞✍ ✟✄ ✎�✄✝✝✁✄

cambios en la lectura de la DO. Con respecto a las diluciones del conjugado analizadas, las 

mejores DO se observaron con la dilución de 1/20000. Así mismo, para los lavados, no se 

observaron diferencias entre la cantidad de lavados ni la solución utilizada para el lavado. 

En base a esto, las condiciones y tiempos de incubación de las diferentes fases fueron:  

- Tiempo de pegado de la proteína: ON a 4°C.  

- Bloqueo: una hora a 37°C con PBS Tween 20 (0,05%) + 5% SNE.  

- Incubación con el suero problema: 1 hora a 37°C.  

- Incubación con el conjugado: 1 hora a 37°C.  

- Revelado: 10 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. 

- Como solución de stop se utilizó ácido sulfúrico 2 M. 

- Lectura a 450 nm. 
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Pese a las pruebas realizadas, y tomando las mejores condiciones, la diferencia en la 

densidad óptica entre los sueros controles positivos y negativos testeados fue muy baja (0,2), lo 

que dificulta la diferenciación entre positivos y negativos a la hora de testear muestras clínicas. 

Sobre el total de muestras BTM analizadas, solo dos tambos resultaron negativos (0,76%): 

uno de la localidad de Las Rosas (departamento Belgrano) y otro de San Jorge (departamento 

San Martín). Los departamentos de donde provienen las muestras y la cantidad de muestras 

positivas respecto al total de muestras se observan en la Figura 5. 
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 Muestras BTM positivas al ELISA para la detección de anticuerpos anti-NS3 respecto al total de 
muestras estudiadas por departamento de la provincia de Santa Fe. Los departamentos incluidos en el 
muestreo se observan de color amarillo. La cantidad de positivos sobre el total de muestras BTM estudiadas 
en cada departamento está indicada entre paréntesis. 

Respecto al ajuste de concentración de los primers, la mejor eficiencia se observó en 470 

nM (0,47 µM). El rango linear de detección de la qPCR fue desde 2,5.109 a 2,5.101 copias de 

ADN/mL, con una eficiencia de 97,3%, una pendiente de -3,389 y un coeficiente de regresión de 

0,994. En base a los cálculos realizados con el plásmido, la qPCR detectó hasta 2,5 copias (LOD) 

(Figura 6). 

 

 �✁✂✄☎ ✆✝✂✞✁✆ ✟✞ ✟✞✠✞✡✡✝☛✂ ☞ ✆✌✍✝✠✞ ✟✞ ✟✞✠✞✡✡✝☛✂ ✎✏✑✒✓ ✟✞✆ ✔✆✕✖✍✝✟☎ ✗✘✙✚� ✟✞✆ ✛✒✛✜ ✞✂ ✆✁ ✢✣✤�

desarrollada. Izquierda: rango lineal de detección del plásmido mediante la qPCR desarrollada por 
triplicado. Derecha: valores de CT (cycle threshold) y TM (temperatura de melting en °C) para las diluciones 
✟✞✆ ✔✆✕✖✍✝✟☎ ✗✘✙✚� ✞✂ ✥✁✖✞ ✦✧★ ✩✒✪ ✂☎ ✟✞✠✞✡✠✁✟☎★ 

 

Respecto a la sensibilidad de la qPCR en la detección del stock viral, la prueba amplificó 

hasta 5 copias de ARN viral. En las matrices de suero y semen, la qPCR fue capaz de detectar 

hasta 50 copias de ARN (Tabla 4). Respecto de la capacidad de la RT-qPCR para detectar animales 

positivos en muestras en pool, la prueba permitió detectar un suero positivo en un pool 

conformado por 30 sueros bovinos (Tabla 5). 

Tabla 4.  Límite de detección del fragmento de interés para diferentes matrices 

    

Concentración del target (copias/mL) Stock viral Suero Semen  

500.000 + + + 

50.000 + + + 

5.000 + + + 

500 + + + 

50 + + + 

5 + ND ND 
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Referencias. Número de copias detectadas por la qPCR en diferentes matrices: stock viral 
(Pestivirus B vs253), suero y pajuelas de semen. Los resultados se expresan como el 95% de concordancia 
entre 12 réplicas. ND: no detectado. 

 

 

 

Tabla 5. Detección del fragmento de interés en pooles de suero  

Tamaño del pool (número de muestras individuales dentro del pool) CT 

10 30,3 

20 30,7 

30 32,2 

40 ND* 

50 ND 

Referencias. Media de CT (Cycle Threshold) de tres réplicas de los diferentes tamaños de pool 
evaluados. ND: no detectado. *Se detectó en 1 de las 3 réplicas 

 

Respecto a la especificidad, la qPCR no amplificó los microorganismos no relacionados al 

VDVB (VRSB, PI-3, HVB-1, HVB-5, VLA, RVA y Mycoplasma bovis.). Adicionalmente, el test 

permitió detectar todas las cepas de Pestivirus bovinos evaluadas, con un rango específico de 

TM (melting temperature o temperatura de melting) entre 84,69 a 85,78°C. Los valores de TM 

para cada cepa evaluada se muestran en la Tabla 6.  

Tabla 6.  Valores de TM (temperatura de melting) para las cepas de Pestivirus bovinos 

detectadas por la RT-qPCR 

Cepa TM (°C) 

VDVB-1a Singer 85,41 

VDVB-1a MF120553 85,50 

VDVB-1a 88625 85,78 

VDVB-1a 71267 85,2 

VDVB-1b 63588 85,08 

VDVB-1b 90611 85,59 

VDVB-1b MF120552 85,10 

VDVB-1b 59473 85,32 

VDVB-1b 83532 85,62 

VDVB-1b 73611 84,81 

VDVB-1b MF120594 85,22 

VDVB-1b 78256 85,42 
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VDVB-1b 25366 85,32 

VDVB-2 76/08 85,36 

VDVB-2 vs253 85,59 

VDVB-2 MF120585 85,44 

VDVB-2 MF120586 85,61 

VDVB-3 LV210185K/13 84,69 

VDVB-3 MK017821 84,80 

VDVB-3 MH992643 85,58 

VDVB-3 MZ189735 85,1 

VDVB-3 MZ189734 84,92 

Referencias. En la primera columna figura el genotipo y nombre o número de acceso al GenBank 
de cada cepa. TM: temperatura de melting. 

 

☞✄☎ �✆☎✝☎✞✁✝✄☎ ✝✆ ✎�✆✆✂☎✂✞✟ ✝✆ ☎✁☎ ✎�✝✆✁✁☎ ☎✄✁�✆ ✆☎ ✎☎✏☎✡✂✝✄ ✡✑✒✓� ✟ ✆☎ ☎✞✄✆✁ ✁✂�✁☎

mostraron un desvío estándar relativamente bajo y poca dispersión de los valores de CT 

respecto del promedio (Tabla 7). Por otro lado, respecto a los análisis inter-laboratorio, fue 

posible detectar el plásmido en los tres laboratorios usando distintos cicladores con valores de 

CT entre 16,92 y 21,54. 

 

Tabla 7.  Repeticiones de controles positivos 

 n Promedio Desvío estándar CVpp CVa% 

�✂✄☎✆✝✞✟ ✠✡☛☞✌ ✍✎✏✠✑✒✓3 copias) 10 21,36 1,49 14,94 8,96 

Pestivirus B vs253 (5,62.106 copias) 25 13,78 1,94 10,63 6,38 

Referencias. Número de repeticiones (n), promedio de CT (cycle threshold), desvío estándar, 
coeficiente de variación ponderado (CVpp) y error aleatorio máximo permitido (CVa%) de las repeticiones 
de los controles positivos. 

 

Las muestras clínicas recolectadas de animales infectados naturalmente (previamente 

clasificadas como po☎✂✞✂✁✁☎ ✁ �✁�✂ ✡✆✝✂✁✟✞✆ ✡✁✞✄✝✄☎ ✄gold standard✁✍ �✆☎✝☎✞✁�✄✟ ✎✄☎✂✞✂✁✁☎ ✁☎

analizarse mediante la RT-qPCR desarrollada, con valores de CT entre 15,54 y 34,83 (Tabla 8). 

Tabla 8.  Comparación de técnicas diagnósticas (aislamiento viral y RT-qPCR) en 

muestras clínicas 

Cepa Genotipo 

Número 

de acceso 

GenBank 

Tipo de 

muestra 
Cuadros Clínicos 

Aislamiento 

Viral 

RT-

qPCR 

73611 VDVB 1b JX848352 Intestino Entéricos + + 
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88625 VDVB 1a JX679695 Feto Reproductivos + + 

71267 VDVB 1a JX848354 Feto Reproductivos + + 

83532 VDVB 1b JX848353 Feto  Reproductivos + + 

59473 VDVB 1b JX848355 Intestino Entéricos + + 

63588 VDVB 1b JX848356 Intestino Entéricos + + 

78256 VDVB 1b JX848357 Feto Reproductivos + + 

25366 VDVB 1b JX848358 Hisopado 

Nasal 

Respiratorios + + 

98/204 VDVB 1b JX848359 Feto Reproductivos + + 

86261 VDVB 1b JX848360 Hisopado 

Ocular 

ND + + 

95/008 VDVB 2a AY273777 Esófago Entéricos + + 

90611 VDVB 1b JX679694 Feto Reproductivos + + 

82018 VDVB 1b JX848361 Pulmón Respiratorios + + 

86275 VDVB 2b JX679696 Hisopado 

Nasal 

Respiratorios + + 

95409 VDVB 1b JX848362 Esófago Enfermedad de 

las Mucosas 

+ + 

14109 VDVB 1a JX848363 Sangre Infección 

Persistente 

+ + 

8/146 VDVB 1b JX679698 Sangre Respiratorios + + 

8/105 VDVB 1b JX679697 Sangre Entéricos + + 

8/724 VDVB 1b JX679693 Feto Reproductivos + + 

9/134 VDVB 1b JX679690 Bazo Respiratorios + + 

9/366 VDVB 1b JQ646074 Sangre Reproductivos + + 

9/295 VDVB 1b JX679692 Sangre Entéricos + + 

9/55 VDVB 1b JX679689 Intestino Entéricos + + 

9/792 VDVB 1b JX679688 Sangre Enfermedad de 

las Mucosas 

+ + 

9/464 VDVB 1b JQ646073 Sangre Infección 

Persistente 

+ + 

8/707 VDVB 1b JX679687 Hisopado 

Nasal 

Respiratorios + + 

9/165 VDVB 1b JX679691 Bazo Enfermedad de 

las Mucosas 

+ + 

13223 VDVB 1b JX848365 Sangre Infección 

Persistente 

+ + 
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Referencias. Nombre de la cepa, Genotipo, Número de acceso al GenBank, tipo de muestra, cuadro 
clínico presentado y resultados del aislamiento viral y RT-qPCR de 28 muestras clínicas analizadas. ND: no 
determinado 

Finalmente, el gen GAPDH, utilizado para monitorear la extracción de ácidos nucleicos y 

la posible presencia de inhibidores de PCR, resultó positivo en todos los ensayos, con valores de 

TM entre 80 y 81°C y valores de CT homogéneos (20 ± 3) para todas las muestras bovinas 

evaluadas. 

Respecto al control de los papeles utilizados sin sembrar muestras, como era de 

esperarse, ambos (papel cromatográfico y tarjetas FTA) resultaron negativos a la RT-qPCR. Por 

otro lado, cuando se evaluaron los tiempos de elusión, se observaron pequeñas diferencias en 

los valores de CT entre las dos metodologías evaluadas (30 minutos y ON en agitación): CT 

promedio para elusión de 30 minutos de 23,9 y para elusión ON de 26,2 para sangre y CT 

promedio de 33,8 (30 minutos) y 35,8 (ON) para semen. 

El porcentaje de recuperación de la muestra de sangre sembrada en papel cromatográfico 

respecto a la muestra fresca (sangre contaminada) resultó del 90,7% (CT promedio de sangre 

sembrada en papel: 27 y CT promedio de sangre fresca: 24,5). Para semen, los resultados fueron 

similares, con un 97,2% de recuperación respecto de la muestra fresca (CT promedio de semen 

fresco: 35,3 y CT promedio de semen sembrado en papel: 36,3). 

 

El límite de detección para sangre contaminada con distintas concentraciones del target 

se observa en la Tabla 9. La RT-qPCR permitió detectar 1.000 copias de ácido nucleico viral en 

las gotas de sangre contaminada para tal fin y sembradas en papel cromatográfico. 

Tabla 9.  Límite de detección del target en distintas concentraciones para sangre 

contaminada en papeles 

Concentración del target (copias/mL) Sangre 

80.000 + 

40.000 + 

20.000 + 

10.000 + 
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5.000 + 

1.000 + 

100 ND 

Referencias. Los resultados se expresan como el 95% de concordancia entre 12 réplicas. ND: no 
detectado 

 

Respecto al almacenamiento de gotas de sangre contaminada en papeles en distintas 

temperaturas y tiempos, a medida que se prolongó el almacenamiento, el porcentaje de 

recuperación de ARN disminuyó. Las gotas sembradas en papel cromatográfico y almacenadas 

por 1 y 7 días mostraron un porcentaje de recuperación mayor respecto al control positivo al 

compararlas con las almacenadas por 6 y 12 meses. Respecto a las temperaturas, en general, 

4°C, -20°C y -70°C fueron más efectivas preservando el ARN viral que la temperatura ambiente, 

con una tendencia más marcada a medida que aumentó el tiempo de almacenamiento (Tabla 

10a). 

Al analizar los resultados de las gotas almacenadas por 12 meses, los resultados fueron 

similares en ambos tipos de papeles (cromatográfico y tarjetas FTA) (Tabla 10b), sin diferencias 

significativas entre ambos tipos de papeles a 4°C (p=0,865) y a -20°C (p=0,776) usando el test T 

de Student, ni a 4°C (p=0,500) y a -20°C (p=0,500) usando el test de Fisher. 

Desafortunadamente y por motivos ajenos, no fue posible procesar las gotas de sangre 

almacenadas a -70°C por 12 meses en ambos tipos de papeles. 

A los 18 meses de almacenamiento, los resultados fueron negativos para ambos tipos de 

papeles, tanto para temperatura ambiente como para 4°C y -20°C. 

La recuperación de ARN proveniente de muestras clínicas (sangre de dos animales PI) 

sembradas en papel cromatográfico fue satisfactoria. Para un día de almacenamiento los CT 

fueron 28,39 y 32,9, para 6 meses fueron 23,93 y 33,75 y para 12 meses fueron 29,93 y 27,56, 

respectivamente. Esto sugiere que aún al año de almacenamiento a 4°C, no hay una significante 

pérdida o degradación de ARN en el papel cromatográfico utilizando sangre de animales PI (1 

día vs. 6 meses, p: 0,620; un día vs. 12 meses, p: 0,679; 6 meses vs. 12 meses, p: 0,990). Por el 

contrario, a los 18 meses de almacenamiento a 4°C, ambas muestras fueron negativas. 

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10.  Media de CT, número de determinaciones positivas entre las réplicas, desvío 

estándar y porcentaje de recuperación respecto al control positivo (fresco) de 1 día, 7 

días, 6 meses y 12 meses de almacenamiento a temperatura ambiente, 4°C, -20°C y -70°C 

para sangre contaminada sembrada en papeles de filtro 

a TA 4°C -20°C -70°C 
 Media CT DP DS Media CT DP DS Media CT DP DS Media CT DP DS 

1 día 27,14 5 2,09 25,58 4 0,57 25,64 5 1,98 27,23 4 1,78 

% recuperación 84,16   89,29   89,08   83,88   

7 días 28,77 5 4,67 28,67 5 0,99 28,47 5 1,12 26,26 5 2,12 

% recuperación 79,39   79,67   80,22   86,98   

6 meses 32,1 3 1,18 25,12 3 1,73 24,83 5 0,84 22,02 5 0,99 

% recuperación 48,35   61,78   62,51   57,67   

12 meses ND 0 - 27 4 0,6 26,87 4 0,96  NP  

% recuperación 0  67,81 68,14  

 

b TA 4°C -20°C -70°C 
 Media CT DP DS Media CT DP DS Media CT DP DS Media CT DP DS 

12 meses ND 0 - 27,11 3 0,55 28,52 3 8,78  NP 

% recuperación 0   67,81   64,20    

Referencias. a. resultados en papel cromatográfico. b. resultados de tarjetas FTA. TA: temperatura 
ambiente. CT: cycle threshold. DP: número de determinaciones positivas entre las 5 réplicas. DS: desvío 
estándar. %recuperación: porcentaje de recuperación. ND: no detectado. NP: no procesado.  

 

El límite de detección evaluado para semen se muestra en la Tabla 11, donde puede 

observarse que pudo detectarse ARN viral en las gotas contaminadas con más de 40.000 copias 

virales. 

Tabla 11. Límite de detección del target en distintas concentraciones para 

semen contaminado sembrado en papeles 

Concentración del target (copias/mL) Semen 

80.000 + 
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40.000 + 

20.000 ND 

10.000 ND 

5.000 ND 

1.000 ND 

100 ND 

Referencias. Los resultados se expresan como el 95% de concordancia entre 12 réplicas. ND: no 
detectado. 

 

El semen contaminado sembrado en papel cromatográfico y almacenado en distintas 

temperaturas y tiempos arrojó resultados inconsistentes. Para un día de almacenamiento, solo 

dos repeticiones fueron positivas para temperatura ambiente y 4°C. Para -20°C y -70°C solo una 

de las repeticiones resultó positiva. De la misma manera, para 4 días de almacenamiento, solo 

una repetición resultó positiva para TA y 4°C, siendo negativas las 5 réplicas de -20°C y -70°C. 

Más aún, para 7 días de almacenamiento, todas las gotas de semen evaluadas resultaron 

negativas, excepto una de las almacenadas a -70°C. Estos resultados pueden observarse en la 

Tabla 12. 
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Tabla 12. CT (cycle threshold) de las 5 repeticiones de cada condición (tiempos 

y temperaturas) de almacenamiento de semen en papeles sin tratamiento con 

DTT 

 

 TA 4°C -20°C -70°C 

1 Día ND 32,28 ND ND 

ND ND 42,09 ND 

28,39 31,63 ND ND 

30,5 ND ND 28,67 

ND ND ND ND 

4 Días ND 30,17 ND ND 

30,74 ND ND ND 

ND ND ND ND 

ND ND ND ND 

ND ND ND ND 

7 Días ND ND ND ND 

ND ND ND 28,91 

ND ND ND ND 

ND ND ND ND 

ND ND ND ND 

Referencias. TA: Temperatura ambiente. ND: no detectado. 

 

Dados los inconvenientes en la recuperación del ARN a partir de gotas de semen 

contaminado sembrado en papeles y a partir de una búsqueda bibliográfica, se evaluaron 3 

protocolos distintos con la intención de mejorar las probabilidades de recuperar material 

genético a partir de semen sembrado en papel. Los resultados de las metodologías llevadas a 

cabo fueron: 

1) Pre-tratamiento con DTT (por duplicado): CT de 36 en ambas réplicas. 

2) Lavado previo con reactivo FTA (por duplicado): ambas réplicas fueron negativas. 

3) Comparación de la recuperación de ARN a partir de muestras de semen puro y 

pajuelas contaminados sembrados en papel cromatográfico (por duplicado):  

� Pajuela sin DTT: ambos negativos 

� Pajuela con DTT: una negativa y otra positiva (CT: 36,02) 

� Semen puro sin DTT: ambos negativos. 
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� Semen puro con DTT: una negativa y otra positiva (CT: 37,19) 

Puede observarse que los resultados para ambas matrices fueron similares. 

4) Protocolo de elución y posterior reacción de retrotranscripción, sin extracción de 

ARN: ambas réplicas fueron negativas. 

5) Protocolo de retrotranscripción con paso previo de desnaturalización (95°C por 5 

minutos y luego hielo por 5 minutos): una réplica positiva (CT de 36) y otra negativa. 

 

A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta que la utilización del pre-tratamiento 

con DTT mejoró levemente las posibilidades de recuperación de ARN, se procesaron las 

muestras almacenadas por 6 meses siguiendo esta metodología. 

Para el protocolo con pre-incubación con DTT, los resultados tampoco fueron 

satisfactorios (Tabla 13). Puede observarse que pocas repeticiones resultaron positivas, con 

valores de CT elevados. De las temperaturas evaluadas, la más prometedora fue la de -20°C, con 

4 de 5 repeticiones positivas, sin embargo, el porcentaje de recuperación de ARN respecto al 

control positivo fue bajo. Dada la inconsistencia en los resultados, las muestras no fueron 

analizadas en los tiempos de almacenamiento subsiguientes.  

Tabla 13. CT (cycle threshold) de las 5 repeticiones de semen sembrado en 

papel cromatográfico con tratamiento previo con DTT y porcentaje de 

recuperación de la media de las repeticiones positivas  

Temperatura Repeticiones % recuperación 

TA ND ND ND ND 37,29 54,28 

4°C ND ND ND ND ND - 

-20°C ND 36,7 36,51 36,7 37,13 55,06 

-70°C ND ND 36,7 37 ND 54,93 

Referencias. TA: temperatura ambiente. ND: no detectado 

Al momento de la encuesta al encargado del establecimiento, el rodeo estaba compuesto 

por 93 vacas en ordeñe, 20 vacas secas, 16 terneros en crianza artificial (10 hembras y 6 machos), 

25 animales en recría 1 (18 hembras y 7 machos), 19 hembras en recría 2 y 26 hembras en recría 

3. El rodeo no contaba con ningún animal en categoría toro. Además, el establecimiento utilizaba 

reposición propia, realizaba servicio por inseminación artificial, y estaba integrado por otras 

especies animales como ovinos, caprinos, bubalinos y cerdos, aunque sólo los bubalinos 

compartían espacios ocasionalmente con los bovinos. Por su parte, el encargado manifestó que, 
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en el rodeo, no se presentaban habitualmente casos de enfermedad respiratoria durante la 

crianza o recría ni en hembras adultas, sin embargo, sí se han presentado casos de aborto con 

causa infecciosa como presuntivo. Además, en los animales se aplicaba trimestralmente una 

vacuna reproductiva polivalente (virus de Rinotraqueítis infecciosa bovina inactivado, virus de 

la Diarrea viral bovina inactivado, bacterinas de Campylobacter fetus fetus, Campylobacter fetus 

venerealis, Histophilus somni, Leptospira interrogans serovares Pomona y Canicola) a hembras 

mayores a 6 meses y se usaban agujas nuevas por cada animal cuando se realizan maniobras 

sobre éstos (aplicación de vacunas, inyectables, sangrado, etc.). La encuesta completa se 

encuentra en el Anexo II. 

Las muestras BTM tomadas al inicio del monitoreo y durante la duración del mismo para 

la detección de anticuerpos anti-NS3 del VDVB resultaron negativas, indicando la ausencia de 

circulación viral.  

Respecto a las muestras individuales, se conformaron 21 pooles de sueros de bovinos de 

leche y 7 de bovinos de carne, conteniendo entre 8 y 10 muestras cada pool. El genoma viral del 

VDVB no fue detectado por RT-qPCR en ninguno de los pooles analizados. 

Como se mencionó anteriormente, debido a estos resultados, las medidas a tomar no 

incluyeron un saneamiento del virus, sino un monitoreo con el fin de evitar la introducción del 

virus al rodeo.  Para ello, se llevaron a cabo las siguientes actividades: mejora de las 

delimitaciones del establecimiento, desinfección del equipamiento y materiales utilizados por 

los trabajadores del establecimiento, cuarentena y testeo de los bovinos ingresados al 

establecimiento, uso de semen libre de VDVB, testeo de terneros nacidos de hembras preñadas 

al momento del primer muestreo, control del contacto de los bovinos con especies que puedan 

ser reservorios del virus y diagnóstico en caso de cuadros clínicos sospechosos de VDVB. 

En los 15 casos de aborto, muerte embrionaria y nacimiento de terneros con 

malformaciones tampoco se detectó VDVB mediante RT-qPCR. En el segundo muestreo, 

realizado meses después a 33 terneros nacidos de vacas que se encontraban gestando durante 

el primer muestreo, tampoco se detectó ácido nucleico viral.  

Los análisis filogenéticos realizados sobre las 11 cepas secuenciadas permitieron la 

obtención de árboles filogenéticos que se muestran en la Figura 7. Los dendrogramas muestran 

tres grandes clusters. El primero conformado por los sub-genotipos a, b y c del genotipo 1 del 

VDVB. El segundo incluye los sub-genotipos a y b del genotipo 2 y el último incluye a los virus 

HoBi-Like. En ambos casos, puede observarse la ubicación de 9 de las cepas secuenciadas de la 

provincia de Santa Fe dentro del genotipo 1b y las dos restantes en los cluster del genotipo 1a y 
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2b, respectivamente. En la Tabla 14 se resumen los datos de las 11 cepas y se incluyen los 

genotipos y sub-genotipos a los cuales pertenece cada cepa y el porcentaje de homología 

respecto a cepas de referencia de cada genotipo obtenidas en la base de datos de GenBank 

(obtenido a través de blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

Tabla 14. Identificación, año de recolección, localidad de procedencia, cuadro 

clínico, genotipo, número de acceso al GenBank y porcentaje de homología de 

las 11 muestras secuenciadas provenientes de la provincia de Santa Fe 

Identificación Año Procedencia Cuadro Genotipo Nro. GenBank % Homología 

18/2019 2019 Dpto. Caseros Neumonía 1b MW316591 98,50% 

84/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonía 1b MW316592 96,94% 

85/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonía 1a MW316593 95,92% 

89/2015 2015 Dpto. San Lorenzo Neumonía 1b MW316594 98,98% 

IC 2020 Dpto. Las Colonias Muerte perinatal 1b MW290532 96,79% 

N.T-2020 2020 Dpto. Las Colonias Natimorto 1b MW290533 96,88% 

S.2-2020 2020 Dpto. San Cristóbal 
Enfermedad de las 
mucosas 

1b MW290534 99,36% 

CD22 2022 Dpto. San Cristobal Malformación 1b OQ281451 98,37% 

L3 2022 Dpto. San Cristobal Infección inaparente 1b OQ281452 96,57% 

PA1 2022 Dpto. Las Colonias 
Enfermedad de las 
mucosas 

2b OQ281453 92,38% 

SA1 2022 Dpto. Las Colonias 
Enfermedad de las 
mucosas 

1b OQ281454 97,95% 

Referencias. % Homología: porcentaje de homología respecto a la secuencia de las cepas de 
referencia del GenBank para cada genotipo 
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 Árboles filogenéticos que incluyen las cepas de los genotipos 1a, 1b, 1c, 2a, 2b y Virus HoBi-Like, 
identificadas por su nro. de acceso a GenBank y las cepas secuenciadas en el presente trabajo. Los puntos 
negros indican las cepas que fueron secuenciadas en el presente trabajo. Izquierda: Método Neighbor 
Joining con 1000 bootstraps (los porcentajes de bootstraps menores a 50 fueron omitidos). Derecha: 
Método Neighbor Joining utilizando Maximum composite likelihood. 
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La RT-qPCR desarrollada permitió detectar ARN viral de todos los genotipos de VDVB 

evaluados y mostró gran especificidad, ya que no se amplificó ácido nucleico de ninguno de los 

agentes patógenos bovinos evaluados de los complejos respiratorio y reproductivo bovino. Una 

gran ventaja de la técnica es la posibilidad de detectar ARN de virus HoBi-like, lo que puede ser 

útil en áreas donde éstos circulan junto a VDVB-1 y 2. En Argentina, se ha detectado la 

circulación de virus HoBi-like en casos de enfermedad respiratoria en bovinos de la provincia de 

Córdoba (Margineda et al., 2022), en búfalos del Noreste (Chaco, Formosa y Corrientes) (Pecora 

et al., 2017) y en suero fetal bovino proveniente de la provincia de Buenos Aires (Pecora et al., 

2019). Por otro lado, se observó 100% de concordancia entre los resultados de la RT-qPCR y el 

aislamiento viral en las muestras clínicas testeadas. En sueros pooleados, la técnica permitió 

detectar un positivo entre 30 muestras individuales, lo cual es una ventaja importante cuando 

se planea llevar a cabo un programa de saneamiento en rodeos con baja prevalencia de DVB, ya 

que permite reducir el número de ensayos a realizar. Sin embargo, en rodeos con alta 

prevalencia y si el tamaño del pool es grande, existe mayor posibilidad de obtener mayor 

cantidad de pooles positivos, requiriendo un testeo adicional para identificar los individuos 

virémicos (Muñoz-Zanzi et al., 2000). Por tal motivo, se debe considerar una estimación de la 

prevalencia cuando se utiliza la estrategia de pooleo de muestras, especialmente en regiones 

con alta prevalencia de DVB (Smith et al., 2008). Sumado a esto, la dilución de una muestra 

positiva que ocurre cuando el pool contiene un gran número de muestras individuales, podría 

generar resultados falsos negativos.  

Debido al sistema de detección SYBR Green, la RT-qPCR desarrollada presenta algunas 

ventajas: es sensible, fácil de realizar y económica. Sin embargo, es importante reconocer la 

posible presencia de ADN doble cadena generados por dímeros de primers. El análisis de rutina 

posterior a la amplificación implica la evaluación de las curvas de temperaturas de melting, lo 

que permite discriminar el amplicón esperado de los productos de dímeros de primers (Ririe et 

al., 1997). Además, el uso de mastermixes ✄One-step✁ para las reacciones de un solo paso de 

retrotranscripción y PCR, reduce los costos, el tiempo de realización y las posibilidades de 

contaminación del ensayo.  

Para la detección del VDVB, los laboratorios de diagnóstico utilizan frecuentemente como 

muestra sangre o suero bovino. Teniendo en cuenta la practicidad del uso de papeles de filtro 

durante la toma de muestra a campo, la sangre entera resulta más conveniente que el suero, 

debido a que se evita el paso de centrifugación para obtenerlo. Por tal motivo, en la presente 

tesis se evaluó la recuperación de ARN viral de muestras de sangre entera. A pesar de que el 
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semen no se utiliza como muestra de elección para el diagnóstico de rutina, es una muestra útil 

para el control de machos en cabañas que comercializan semen (Givens et al., 2003). En el 

presente plan de tesis, se evaluó la metodología de detección de ARN viral de VDVB en pajuelas 

de semen obteniendo resultados poco satisfactorios, ya que se evaluaron distintas condiciones 

de elución sin obtener repetitividad en los ensayos ni lograr almacenar ARN viral en muestras 

sembradas en dos tipos de papales por largos o cortos periodos de tiempo. Un estudio previo 

sobre HVB, reportó problemas similares en la recuperación de ADN del virus a partir semen 

sembrado en tarjetas FTA, por lo que los autores propusieron un nuevo protocolo, utilizando 

DTT (Sarangi et al., 2018). Aun así, el proceso de purificación de ARN suele ser más complejo que 

el de ADN (Skonieczna et al., 2016) y debido a la dificultad inherente de su preservación, este 

protocolo tampoco otorgó resultados satisfactorios en nuestros experimentos. La dilución del 

semen cuando se preparan pajuelas también puede ser un factor determinante. Puede disminuir 

la concentración viral de la muestra pura y, por tanto, dificultar la detección y amplificación del 

fragmento target. Además, las sustancias utilizadas para diluir semen al preparar las pajuelas 

que varían de acuerdo al protocolo utilizado en cada cabaña (Ugur et al., 2019), sumado a la 

variación individual de la composición del semen de cada toro (concentración de iones Na, K, Cl, 

fructosa, glicerofosforilcolina), podrían dificultar la estandarización de esta metodología para 

este tipo de matriz. Asimismo, se ha descripto que algunos componentes utilizados para la 

dilución de semen (tris, yema de huevo, glicerol, lecitina de soja, leche desnatada, antioxidantes) 

podrían inhibir la actividad de la polimerasa cuando se lleva a cabo la PCR (Hedman y Rådström, 

2013; Rodas et al., 1996). 

En cuanto a la literatura citada sobre la conservación de ARN de pestivirus bovinos en 

papeles de filtro, se describe el uso de varios tipos de papeles para preservar ARN por hasta 6 

meses en sangre y suero de animales PI a temperatura ambiente, 4°C y -18°C (Vilcek et al., 2001). 

En ese estudio, los autores evaluaron cuatro tipos de papeles: papeles de filtro clásicos, papel 

Whatman No. 1, membranas de nitrocelulosa y membranas de nylon HYBONDTM-M. Los 

resultados fueron similares para todos los papeles analizados, excepto por el papel de filtro 

clásico, que arrojó menor cantidad de productos de PCR. Los autores utilizaron un ensayo de 

PCR de punto final y la extracción de ARN fue realizada directamente a partir del papel, evitando 

el paso de elución. En los experimentos realizados en esta tesis, este protocolo no arrojó 

resultados satisfactorios. Otro de los estudios que reportaron la utilización de tarjetas FTA para 

la detección de varios agentes involucrados en el complejo respiratorio bovino, incluido el VDVB, 

comparó la recuperación de ARN viral a partir de hisopados del tracto respiratorio fijados en 

tarjetas FTA y almacenados por 14 días a temperaturas de -27°C a 46°C, con muestras frescas 

enviadas en medio de transporte, observando una total concordancia en la detección de ARN 
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(Liang et al., 2014). A diferencia del estudio anterior, los investigadores utilizaron un ensayo de 

qPCR y un protocolo de elución previo a la extracción de ARN. Finalmente, se describe el uso de 

tarjetas FTA para muestras de hisopados nasales y sangre de animales PI con procesamiento 

inmediato (sin considerar distintos tiempos de almacenamiento). En este artículo, los autores 

compararon la detección de ARN en muestras de tarjetas FTA y muestras frescas y observaron 

total concordancia entre ambas, aunque con un aumento de un logaritmo en los valores de CT 

de las muestras sembradas en tarjetas FTA respecto de las muestras frescas (Foster et al., 2014).  

De acuerdo a los resultados obtenidos de la recuperación de ARN viral de muestras de 

sangre sembradas en papeles, el papel cromatográfico representa una alternativa útil y 

económica para la toma y remisión de muestras de sangre para el diagnóstico de DVB. Sin 

embargo, para mayores periodos de almacenamiento (6 y 12 meses), los porcentajes de 

recuperación disminuyen, aunque el ARN aún pudo ser detectado, lo que significa que no sería 

aconsejable almacenar ARN por más de 12 meses mediante los protocolos y a las temperaturas 

evaluadas. Sumado a esto, el ARN viral recuperado de sangre de animales PI almacenada en 

papel cromatográfico sugiere que, aunque el porcentaje de recuperación disminuye a medida 

que el tiempo de almacenamiento aumenta, aún es posible detectar ácido nucleico viral en 

sangre sembrada en papeles y almacenada por 12 meses a temperatura de refrigeración. 

Resulta importante tener en cuenta que se trabajó con títulos virales correspondientes a 

los informadas en animales PI en la bibliografía y que las concentraciones virales encontradas 

en distintos animales en la naturaleza son variantes, por ejemplo, los que presentan infección 

transitoria suelen tener títulos virales más bajos que los animales PI, con lo cual, el poder de 

detección de la metodología estudiada variará de acuerdo a la carga viral del individuo analizado 

y al tiempo y temperatura de almacenamiento de la muestra en papeles. 

Las tarjetas FTA contienen agentes quelantes y radicales libres y están diseñadas para 

evitar contaminantes ambientales y proteger los ácidos nucleicos de la muestra sembrada por 

al menos 6 años a temperatura ambiente (Ahmed et al., 2011). Pese a ello, en este trabajo, el 

papel cromatográfico ✄ que carece de estos componentes- arrojó resultados similares a los de 

las tarjetas FTA. Aún más, para 12 meses de almacenamiento, si se consideran el número de 

repeticiones positivas, las gotas sembradas en papel cromatográfico mostraron una tendencia a 

una mayor recuperación en comparación con las tarjetas FTA, aunque las diferencias no fueron 

significativas. 

Si bien la realización de un estudio económico comparativo no fue un objetivo de este 

trabajo de tesis, resulta importante mencionar su costo entre las ventajas del uso de papel 

cromatográfico para la toma y remisión de muestras al laboratorio. Cada hoja de papel 

cromatográfico permite sembrar aproximadamente 25 gotas de distintas muestras, con un valor 
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aproximado de $USD 66,55 por cada 100 hojas (dependiendo del proveedor). En contraposición, 

en cada tarjeta FTA solo pueden sembrarse 4 gotas de muestra, con un costo aproximado de 

$USD 308 por 25 tarjetas (dependiendo del proveedor). 

Si bien aún resta avanzar con el desarrollo y validación del ELISA anti NS3, para obtener 

DO que permitan diferenciar sensiblemente los sueros positivos y negativos, en el presente 

trabajo se realizó un importante progreso en el desarrollo del mismo. Sin embargo, de las 

técnicas desarrolladas en esta tesis, el valor diagnóstico de la técnica de ELISA para detección 

de anticuerpos en una región en la que la DVB es endémica, es el más cuestionable, puesto que 

un gran porcentaje de animales son seropositivos; y el hecho de hallar anticuerpos en suero, no 

necesariamente indica enfermedad. A pesar de que este objetivo no fue concluido, se pudo 

obtener información sobre la prevalencia de la Diarrea Viral Bovina en establecimientos lecheros 

de la provincia de Santa Fe (objetivo 1.2) a través de un muestreo de leche de tanque de 

establecimientos que remiten su producción a una industria láctea regional, generando 

información valiosa y actualizada para la toma de decisiones para el monitoreo de la 

enfermedad en la provincia de Santa Fe. Como se mencionó anteriormente, hasta el momento 

de la realización de este punto, no se contaba con datos sobre la prevalencia de la Diarrea Viral 

Bovina en rodeos lecheros y de carne de nuestra provincia. 

Con respecto a lo anterior, si bien se realizó un muestreo BTM por conveniencia, el 

muestreo realizado se asemeja a la frecuencia de distribución de rodeos lecheros en nuestra 

provincia, donde el 80% de los bovinos de leche se encuentran sobre todo en los departamentos 

de San Cristóbal, Castellanos, Las Colonias y San Martín (Fuente: Bolsa de Comercio de Rosario, 

2018).  Los resultados obtenidos a partir del ELISA anti-NS3 reflejan la importante circulación del 

VDVB en rodeos de la cuenca lechera de nuestra provincia, donde sólo dos establecimientos de 

los 262 analizados resultaron libres de circulación viral, ubicados en departamentos del centro-

sur de Santa Fe. 

Respecto al objetivo de saneamiento, a la hora de realizarlo, encontramos algunos 

inconvenientes. Primero, resulta difícil contar con establecimientos dispuestos a eliminar los 

animales PI, ya que muchos de ellos se encuentran enmarcados en planes de control obligatorios 

de otras enfermedades que requieren de la segregación de animales y la DVB no representa una 

prioridad de momento. Por lo tanto, uno de los aspectos principales que se tuvo en cuenta para 

la selección del establecimiento fue la predisposición de los encargados y personal del mismo 

para colaborar en este estudio. 

En el establecimiento donde se realizó el monitoreo, los bovinos de leche conviven y 

comparten instalaciones con bovinos de carne y bubalinos. Si bien se obtuvo suero de todos los 
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bovinos (tanto de leche como de carne), el establecimiento no cuenta con instalaciones 

apropiadas para el muestreo de bubalinos, por tanto, éstos no pudieron ser testeados. A pesar 

de ello, ninguno de los animales muestreados resultó ser virémico, lo que indicaría que entre la 

población de bubalinos, tampoco circularía el virus al momento del muestreo, sin embargo, 

resulta necesario el testeo de estos animales para confirmar esta aseveración. 

A pesar de que no pudo encontrarse circulación viral en los bovinos del establecimiento 

muestreado- y por tanto se realizó un monitoreo en vez del saneamiento-, el trabajo realizado 

resultó útil para conocer el status sanitario frente a la DVB en ese rodeo y para implementar las 

medidas de bioseguridad para evitar la introducción del virus. 

En este objetivo, la estrategia de testeo en pooles resultó muy conveniente, puesto que 

se testearon un total de 261 animales sólo con 28 reacciones de RT-qPCR, lo cual permite una 

importante reducción en los costos de los análisis, si se compara con el costo del testeo de 

muestras individuales. Sin embargo, en caso de detectar pooles positivos, éstos deben abrirse 

para testear cada suero individualmente, lo que no ocurrió en el establecimiento estudiado. 

Teniendo en cuenta esto, resulta útil testear a los animales para confirmar/descartar el status 

de PI, ya que este tipo de análisis se hace una sola vez en la vida del animal para eliminar los 

bovinos que representan una fuente de infección para el rodeo, a diferencia de otras 

enfermedades de control obligatorio que requieren testeos periódicos, como la brucelosis y 

tuberculosis. 

Por último, los resultados obtenidos a partir del estudio filogenético realizado sobre las 

11 muestras positivas de la provincia, revelan datos similares a lo observado a nivel país, donde 

se encuentran con más frecuencia cepas de genotipo 1b, seguido por 1a y en menor proporción 

el genotipo 2 (Spetter et al., 2020). En un estudio realizado en 2014 se observó que, en la 

provincia de Buenos Aires, la mayoría de las cepas secuenciadas pertenecen al genotipo 1b 

(Pecora et al., 2014). Más recientemente, se han secuenciado cepas de 1e, 1i y 1j (Spetter et al., 

2021b) y virus HoBi-like en la provincia de Córdoba (Margineda et al., 2022; Pecora et al., 2019). 

El conocimiento de la variabilidad del VDVB resulta útil para el desarrollo de técnicas 

diagnósticas, la evaluación de la eficacia de los programas de control y, sobre todo, a la hora de 

desarrollar vacunas que incluyan las cepas circulantes de cada región. En este sentido, se ha 

reportado que los anticuerpos producidos como respuesta a las cepas vacunales podrían tener 

bajo nivel de protección frente a cepas aisladas a campo debido a diferencias en su antigenicidad 

y por la variabilidad genética de las distintas cepas (Mosena et al., 2023). Se conoce que la 

mayoría de las vacunas inactivadas están desarrolladas a partir del genotipo 1a (Newcomer et 

al., 2017), sin embargo, en el relevamiento de la provincia de Santa Fe realizado en esta tesis, 

como en trabajos anteriores realizados a nivel país, las cepas que circulan con mayor frecuencia 
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pertenecen al genotipo 1b. Por tal motivo, resulta imprescindible incluirlas en las formulaciones 

de las vacunas inactivadas, para el desarrollo de inmunógenos que sean eficaces en la 

prevención de la enfermedad. 
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Este trabajo incluyó la validación de una RT-qPCR in-house que puede remplazar los kits 

comerciales disponibles, que representan un gran costo de importación en nuestro país y puede 

ser útil para laboratorios de diagnóstico veterinario equipados con la infraestructura para 

realizar ensayos de qPCR. La RT-qPCR desarrollada se encuentra actualmente en uso en el 

laboratorio del IVIT-CICVyA, INTA Castelar y se utiliza para el control obligatorio de semen de 

exportación. 

La posibilidad de almacenar ácido nucleico viral en papeles de filtro constituye un 

progreso en la práctica veterinaria. La oportunidad de tomar muestras directamente en los 

papeles de filtro en rodeos donde se sospecha de la enfermedad puede ser muy provechosa, ya 

que, en este tipo de matriz, las muestras no requieren envío refrigerado, ni procesamiento 

inmediato. Sumado a esto, las muestras son seguras para ser enviadas por correo postal debido 

a las sustancias químicas que contienen que son capaces de inactivar agentes microbianos. 

Adicionalmente, es ideal para realizar estudios moleculares, ya que la metodología garantiza la 

estabilidad de los ácidos nucleicos en un amplio rango de temperaturas y permite su uso con 

una amplia variedad de muestras distintas. Si comparamos con los métodos tradicionales de 

toma, remisión y almacenamiento de muestras, la tecnología de los papeles de filtro representa 

una importante mejora especialmente en países extensos con pobre infraestructura para el 

envío de muestras y, sobre todo, en países que carecen de laboratorios con capacidad para 

realizar ensayos moleculares en cada provincia o estado. Por otra parte, el procesamiento de las 

muestras sembradas en papeles de filtro en el laboratorio, requiere un procesamiento adicional 

muy sencillo de media hora que no representa inconvenientes ni retrasa el trabajo en 

comparación con el procesamiento de muestras frescas, ya que una vez eluída la muestra, el 

procesamiento es el mismo. Una recomendación importante a la hora de recolectar las 

muestras, es permitirles secar a temperatura ambiente por al menos 4 horas, dependiendo de 

la humedad ambiente, y enviarlas al laboratorio en bolsas individuales que incluyan un disecante 

como el silica gel. Es necesario continuar con el estudio de esta metodología aplicada a otros 

agentes infecciosos, especialmente aquellos vinculados con la salud bovina, sobre todo aquellos 

que requieren de control obligatorio o son económicamente relevantes para la producción local. 

En esta tesis se demuestra que un papel de filtro económico, como el papel 

cromatográfico, es una alternativa apropiada para la recolección, envío y almacenamiento de 

muestras de sangre para el diagnóstico de la DVB, otorgando resultados tan buenos como los 

dados por tarjetas especializadas como las FTA. Lo anterior es válido siempre y cuando se 

acompañe con un método de detección altamente sensible como la RT-qPCR desarrollada. 
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Las metodologías puestas a punto en este trabajo mejoran y facilitan las opciones 

diagnósticas de la DVB en nuestra región y demuestran que es económicamente factible realizar 

el saneamiento de los establecimientos, siempre y cuando los esfuerzos sean en conjunto 

(regionales o nacionales), para de esta manera, evitar las reintroducciones del VDVB que puedan 

darse debido a descuidos o falta de aplicación de medidas de bioseguridad, sobre todo en rodeos 

abiertos. 

Mediante el trabajo realizado, se logró obtener datos actualizados de la DVB en la 

provincia de Santa Fe, que a la fecha son escasos pero muy necesarios. Se pudo realizar una 

estimación, a través de un muestreo de conveniencia, de la prevalencia de la enfermedad en 

rodeos de la cuenca lechera de la provincia, indicando una alta circulación del virus en la región 

y la necesidad de implementar planes de control. Sumado a esto, mediante un estudio 

filogenético, fue posible conocer qué genotipos circulan en nuestra zona con más frecuencia y 

compararlos con genotipos hallados en otras regiones y en las vacunas comerciales. 
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Tabla 1. Resultados de ensayo preliminar para selección de papeles, matrices y 

eluyentes. 

  SEMEN SUERO SANGRE 

Papel Eluyente CT % EFICIENCIA CT % EFICIENCIA CT % EFICIENCIA 

Cromatográfico 

H20 38,18  81,64  33,20  93,89  ND   -  

Buffer TE ND  -  
             
36,80  

                 
84,70   *  -   

FTA Reagent 
             
35,50  

                
87,80  ND  -  

             
38,16  

                
80,53  

TRIZOL 
             
35,10  

                
88,80  

             
34,00  

                 
91,68  

             
33,30  

                
92,28  

MEM 
             
35,90  

                
86,82  

             
36,08  

                 
86,39  

             
34,48  89,12  

ALHSTROM 

H20 ND  -  29,84  70,38  32,44  64,73  

Buffer TE ND  -  ND  -  
             
28,00  

                
75,00  

FTA Reagent 
             
29,00  

                
72,41  

             
24,40  

                 
86,07  

             
27,75  

                
75,68  

TRIZOL 
             
31,48  

                
66,71  

             
25,30  

                 
83,00  

             
24,10  

                
87,14  

MEM 
             
28,37  

                
74,02  ND  -  

             
30,60  

                
68,63  

FTA 
WHATMAN 

H20 ND  -  29,83  70,40  *  -   

Buffer TE 
             
31,23  

                
67,24  

             
29,94  

                 
70,14  ND  -  

FTA Reagent ND  -  
             
30,86  

                 
68,05  

             
37,28  

                
56,33  

TRIZOL 
             
31,04  

                
67,65  

             
29,90  

                 
70,23  

             
35,78  

                
58,69  

MEM 
             
31,22  

                
67,26  

             
28,46  

                 
73,79  34,48 89,12  

SYS 

H20 37,00  84,24  35,40  88,05  34,25 89,72  

Buffer TE 
             
37,40  

                
83,34  

             
37,00  

                 
84,24  

             
36,72  

                
83,69  

FTA Reagent 
             
38,14  

                
81,73  ND  -  

             
38,51  

                
79,80  

TRIZOL ND  -  
             
36,00  

                 
86,58  

             
34,60  

                
88,82  

MEM 
             
35,10  

                
88,80  ND  -  

             
35,80  

                
85,84  

ND: no detectado 

*: la muestra no atravesó la columna durante la extracción 

Tabla 1. Resultados de ensayo preliminar para selección de papeles, matrices y eluyentes. Los 
resultados del porcentaje de eficiencia fueron calculados en base al CT (cycle threshold) del control 
positivo (muestra fresca contaminada con la misma cantidad de virus). 
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Información de establecimientos para saneamiento/monitoreo de 

Diarrea Viral Bovina (DVB): 

 

1) Nombre del establecimiento: Escuela Granja 

2) Responsable: Gastón 

3) Tipo de producción: tambo 

4) Composición del rodeo: 

Categoría Nro. de animales 

Crianza artificial 10 hembras, 6 machos 

Recría R1: 18 hembras y 7 

machos 

R2: 19 hembras 

R3: 26 hembras 

Vaquillonas  

Vacas en ordeñe 93 

Vacas secas 20 

Machos 0 

Raza: Holando 

5) Reposición: ¿propia o externa? Reposición propia 

Si la reposición es externa, ¿testean a los animales que ingresan frente a Diarrea Viral 

Bovina? 

6) Servicio: ¿Servicio natural o inseminación artificial?  Se realiza I.A. 

Si realizan servicio natural, ¿testean a los toros frente a DVB? 

Si realizan IA, ¿testean el semen frente a DVB? No se testea. 

7) Presencia de otras especies de animales domésticos (ovinos, caprinos, búfalos, cerdos, etc): 

SI ✄ NO ¿cuáles? Todas especies antes nombradas. 

¿Pastorean juntos o comparten agua de bebida?  SI ✄ NO: Sólo los bubalinos pastorean y 

consumen agua de los mismos bebederos en ocasiones. 

Presencia de animales silvestres:  SI ✄ NO ¿cuáles? Aves silvestres, liebres y zorros. 

8) Testeo para DVB:  SI ✄ NO: Si realizamos análisis. 
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Si lo hacen, ¿cuál es el test? ¿Cuándo se realiza? Lo realizan en los laboratorios de la 

facultad  

9) Aparición de casos de enfermedad respiratoria, diarreas, abortos:  

�✁✂✄☎✆☎✝✞ ✟✠ ✆✂✡☛✡ ✟✠ ☞ Sí No Observaciones 

☞✌ ✠✞✍✠✄✎✠✟✂✟ ✄✠✡✁☎✄✂✏☛✄☎✂ ✟✑✄✂✞✏✠ ✒✂ ✆✄✓✂✞✔✂ ☛

recría? 

 No  

☞✌ ✠✞✍✠✄✎✠✟✂✟ ✄✠✡✁☎✄✂✏☛✄☎✂ ✠✞ ✕✂✆✂✡✖  No  

En Caso afirmativo, ¿se comenzó a aplicar alguna 

medida preventiva? ¿Cuál? (Específique en 

observaciones) 

  Antes se vacunaba a los 

animales de la R1, pero 

hace 8 años que no se 

vacuna más. 

☞✌ ✂✗☛✄✏☛✡ ✆☛✞ ✁✄✠✡✑✞✏☛ ✟☎✂✘✞✝✡✏☎✆☛ ☎✞✍✠✆✆☎☛✡☛✖ Si   

En ese caso, ¿se remitieron muestras al 

laboratorio? ¿Cuál fue el test utilizado y el 

resultado? 

  

Si  IBR test de ELISA 

indirecto 

BVD test de ELISA por 

bloqueo 

NEOSPORA test de 

ELISA indirecto 

 

10) Vacunación contra DVB (vacuna respiratoria, reproductiva, etc):  SI ✄ NO 

Vacuna usada:  VIRAL REPRODUCTIVA, Laboratorio CDV 

Categoría en que se aplica: todos los animales hembras mayores a 6 meses 

Esquema de vacunación: cada 3 meses  

Uso de agujas individuales: si 

11) Manejo de terneros machos: ¿hasta cuándo los mantienen en el establecimiento? ¿Están 

apartados del resto? Los terneros machos se quedan hasta los 100 kilos promedio. En 

guachera y R1 están junto a las hembras 

12) ¿Durante las maniobras que se realizan (vacunaciones, aplicación de inyectables, sangrado), 

reutilizan las agujas o usan una aguja nueva por cada animal? Se utiliza 1 aguja por animal, 

está práctica se realiza hace 4 años. 
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