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 RESUMEN  

 

La Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad viral con un gran impacto negativo 

en la producción y reproducción del ganado bovino. Luego de la Fiebre aftosa, este es el 

virus que causa las pérdidas económicas más importantes en la producción bovina. El 

agente etiológico es un Pestivirus de la Familia Flaviviridae. Está distribuida 

ampliamente a nivel mundial con gran diseminación en los rebaños bovinos en la región, 

y la prevalencia oscila entre un 60 – 85%. Una característica relevante es la capacidad de 

producir animales inmunotolerantes (persistentemente infectados - PI) que muchas veces 

pasan desapercibidos y eliminan gran cantidad de virus al rodeo, siendo estos la primer y 

principal fuente de transmisión viral. Desde el punto de vista diagnóstico, lograr detectar 

al virus tempranamente en un rodeo permite establecer un programa de control más 

eficiente, ya que la aplicación de vacunas como principal medida de control está 

demostrado que no es suficiente en predios con animales PI. El objetivo de este trabajo 

de maestría fue por lo tanto comparar técnicas moleculares tradicionales (PCR 

convencional y Real time PCR) con una de última generación (Droplet Digital PCR – 

ddPCR), que ha demostrado presentar ventajas importantes sobre las primeras. Para esto, 

se utilizaron dos tipos de muestras (suero y leche contaminada artificialmente) de 

animales con diagnóstico previo de DVB por PCR convencional. Por otro lado, se 

analizaron las secuencias genéticas de los virus identificados, con el objetivo de contribuir 

al conocimiento de la variabilidad genética de DVB circulantes en el país. La ddPCR 

demostró tener mayor sensibilidad y precisión para la detección y cuantificación de DVB. 

El límite de detección de la técnica ddPCR utilizando la cepa de referencia NADL fue 

hasta 0,24 copias/µl en la dilución -6 (286,3 x 10-6 ng/µl) logrando detectar un orden más 

que las técnicas preexistentes. Los resultados demuestran que Droplet Digital PCR es una 

herramienta robusta para detectar el virus más precozmente en los rodeos, ya sea a nivel 

individual y de animales PI o en muestras colectivas de leche. Por otro parte, los 

resultados del análisis de las secuencias analizadas en este trabajo de tesis, fueron un total 

de 32, de las cuales 30 (94%) tienen mayor porcentaje de verosimiltud a las secuencias 

VDVB-1 y 2 (6%) a las secuencias de VDVB-2. 
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 SUMMARY 

 

Bovine Viral Diarrhea (BVD) is a viral disease with a great negative impact on the 

production and reproduction of cattle. After foot-and-mouth disease, this virus causes the 

most important economic losses in bovine production. The etiological agent is a virus of 

the family Flaviviridae, genus Pestivirus, and it is widely distributed worldwide with 

great dissemination in cattle herds in the region, the prevalence ranges between 60-85%. 

A relevant characteristic is the ability to produce immunotolerant animals (persistently 

infected - PI) that are not detected and they eliminate a large number of viruses in the 

herd, being these the first and main source of viral transmission. Early detection of the 

virus in the herd allows establishing a more efficient control program; moreover, since it 

has been shown that vaccination as the main control measure is insufficient in farms with 

PI animals. The objective of this master's thesis was to compare traditional molecµlar 

techniques (conventional PCR and Real time PCR) with one of the latest generation 

(Droplet Digital PCR – ddPCR), which has shown significant advantages over the first 

ones. For this, two types of samples (serum and milk) from animals previously diagnosed 

with BVD by conventional PCR were used. On the other hand, the genetic sequences of 

the identified viruses were analyzed, with the aim of contributing to the knowledge of the 

genetic variability of BVDV circulating in the country. ddPCR was shown to have higher 

sensitivity and precision for the detection and quantification of BVDV. The detection 

limit of the ddPCR technique using the NADL reference strain was up to 0,24 copies/µl 

(286,3 x 10-6 ng/µl), achieving to detect one order more than the pre-existing techniques. 

The results show that Droplet Digital PCR is a robust tool to detect the virus earlier in 

herds, either at the individual level and in PI animals or in collective milk samples. On 

the other hand, the results of the analysis of the sequences analyzed in this thesis work, 

were a total of 32, of which 30 (94%) have a higher probability percentage to the BVDV-

1 sequences and 2 (6%) to the BVDV-2 sequences. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad frecuente que afecta al ganado bovino 

y es causada por el virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) (Lanyon et al., 2014; 

Ridpath, 2010; S. Vilček et al., 1994). 

Es una enfermedad endémica que causa grandes pérdidas económicas por la variedad de 

manifestaciones clínicas que produce. La patogénesis de la enfermedad es compleja, con 

infección pre y post gestacional (Flores et al., 2002). 

La infección durante la gestación lleva a la muerte embrionaria, efectos teratogénicos o 

el nacimiento de terneros PI (persistentemente infectados). Estos últimos son la principal 

fuente de transmisión del virus por secreciones o excreciones (Lanyon et al., 2014). Desde 

hace mucho tiempo está demostrado que DVB afecta la producción y performance 

reproductiva del animal, y a pesar de eso las pérdidas económicas directas e indirectas 

que ocasiona no han sido descritas aún en Uruguay. Sin embargo, en otros países como 

Holanda se ha calculado que la disminución en la producción de leche produce pérdidas 

de 0,08 kg/vaca por día en rodeos con presencia de DVB  (Yue et al., 2021) y pérdidas 

económicas de 2 a 625 euros por vaca por año según Richter et al. (2017). 

Las pérdidas anuales calculadas por DVB en Dinamarca son de 17 millones de dólares, 

mientras que los costos totales de programas de control – erradicación para 3 años 

incluyendo seguimiento y testeo de animales se aproximan a 27 millones de dólares 

(Bitsch & Rønsholt, 1995). 

En Nueva Zelanda se estiman pérdidas de U$D 55,76 por vaca/año en los rebaños 

lecheros afectados y pérdidas superiores a los U$D 28,20 en la industria láctea 

neozelandesa, en base a un 14,6% de rebaños afectados (Heuer et al., 2007). 

La circulación del virus en Uruguay es desde los 80’, pero fue confirmado su diagnóstico 

por primera vez en 1996 por técnicas inmunohistoquímicas (Saizar & Gil, 1998). 

Se ha estimado la seroprevalencia de DVB en Uruguay, siendo entre un 97-100% en 

establecimientos y un 60-72% a nivel individual (Repiso et al., 2005). Un relevamiento 

de datos de seroprevalencia más actual estima que, a partir de 521 establecimientos de 

carne y 103 lecheros seleccionados al azar donde se muestrearon 60 vacas de cría de cada 

uno, se obtuvieron los siguientes resultados: seroprevalencia predial de 98,8 +- 1,1% (IC 

96,6-100%) y seroprevalencia individual de 80,9% +-3,1% (IC 74,7-87,0%) (Macchi et 

al., 2018). 

En nuestro país, el primer estudio que describe la distribución de subgenotipos fue en el 

año 2016, donde el 92,7% de las cepas fueron VDVB-1 y el 7,1% fueron VDVB-2(Maya 

et al., 2016a). 

Actualmente Uruguay no cuenta con programas de control o erradicación de esta 

enfermedad y puede que exista un subdiagnóstico dado que se limita a la remisión de 

muestras por parte de los productores por abortos o problemas reproductivos en los 

rodeos.  
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1.1 Situación mundial de DVB 

 

Es una enfermedad endémica a nivel mundial que actualmente preocupa a gran cantidad 

de países en el mundo y hay diferentes realidades. En muchos países no hay políticas 

claras frente a esta enfermedad y en otros hay planes de erradicación voluntarios u 

obligatorios (Lanyon et al., 2014). 

La DVB es una de las enfermedades de mayor distribución en la población bovina y su 

prevalencia depende del tipo de ganado, densidad poblacional, tipo de manejo, comercio 

de animales, manejo de pasturas, etc (Rivera G., 2012). 

Houe (1999, 1995), considera una prevalencia mundial de DVB de 60 – 85% y de 1-2% 

de animales PI; por otro lado en los países escandinavos se determinó que la prevalencia 

viral estuvo asociada a la densidad de la población inicial de bovinos y al tamaño del 

rodeo (Houe & Meyling, 1991). Esto coincide con Vargas et al., 2012 que afirma que la 

prevalencia de DVB es alta a nivel mundial y los estudios serológicos evidencian una 

prevalencia que oscila entre un 45-90%. En Suecia, el 60% de ganado es seropositivo y 

se estima un 0,7% de animales PI, manteniéndose hace 30 años aproximadamente estos 

valores (Bachofen et al., 2010). 

En Europa existe una asociación de países (Bélgica, Francia, Alemania, Italia, Holanda, 

Irlanda, Polonia, España y Reino Unido) junto a una compañía farmacéutica líder en el 

mundo, que están trabajando en conjunto para lograr llegar a “BVD zero”, planteando 

una plataforma virtual (https://www.bvdzero.com/) donde se aporta información 

científica actualizada de prevalencia de genotipos del virus de DVB, estatus de los 

diferentes países, diagnóstico, planes de control/erradicación de la enfermedad y se 

plantean proyectos para casos reales de problemas en establecimientos con DVB.  

Por otra parte, y desde los años 90´, en países como Noruega, Finlandia y Suecia se 

comenzó un programa de control-erradicación de DVB utilizando técnicas de ELISA para 

detectar anticuerpos en leche de tanque como primera etapa de identificación de rodeos 

infectados con este virus. Es de destacar que ningún rodeo fue encontrado libre de DVB. 

Actualmente, algunos países cuentan con programas de erradicación para DVB (Ridpath, 

2010) y otros han logrado erradicarla (H. Houe et al., 2006; Presi et al., 2011). 

En Suecia, por ejemplo, el programa de erradicación es obligatorio y se ha logrado 

disminuir la prevalencia de PI de un 1,4 a 0,02%. Generalmente para estimar la 

prevalencia en estos casos, se han utilizado técnicas de detección de anticuerpos en 

muestras de leche de tanque o muestras de suero (Machado et al., 2016). 

 

1.2  Situación en América Latina y en Uruguay 

En Argentina y Brasil han sido reportados los primeros casos en los años 60’, pero los 

primeros aislamientos del virus se lograron en los años 1974 en Brasil, 1984 en Argentina, 

1985 en Chile y 1981 en Colombia (Rweyemamu et al., 1990). En Perú, recientemente la 

seroprevalencia de 460 animales muestreado fue de un 64%; y el sexo (hembra) y la 

categoría zootécnica (vaca) mostraron asociaciones significativas en los niveles de 

anticuerpos contra DVB (Arbulú-García & Morales-Cauti, 2021). 

https://www.bvdzero.com/
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En Uruguay, el virus de DVB circula al menos desde los 80’, pero fue confirmado su 

diagnóstico por primera vez en 1996 por técnicas inmunohistoquímicas (Saizar & Gil, 

1998). 

A partir de esa fecha, existen diversos estudios serológicos, tanto en ganado de carne 

como de leche, que han estimado la prevalencia de DVB en nuestro país; siendo entre un 

97-100% en establecimientos y un 60-72% a nivel individual (Mederos & Hirigoyen, 

1997; Saizar & Gil, 1998, Nuñez et al., 2000; Repiso et al., 2005). 

En el año 2016, Maya et al. (2016), publicaron la primera caracterización genética del 

virus de DVB en Uruguay. A partir de muestras de suero de 390 animales de 14 rodeos 

de Tacuarembó, Rivera y Florida con problemas reproductivos, se realizó en una primera 

etapa ELISA por captura de antígeno y luego Real time PCR. Los resultados mostraron 

que 16 de los animales fueron positivos por ambas técnicas (4,1%). 

Por otra parte, en resultados obtenidos por nuestro grupo, sobre la prevalencia serológica 

de diferentes enfermedades reproductivas (entre ellas DVB) utilizando la técnica de 

Seroneutralización in vitro (SN), se observó que 651/655 muestras fueron seropositivas 

(99,39%) (Mionetto & Rodriguez, 2018). 

Finalmente, y más recientemente, en un muestreo desde 2016 – 2018 en Dptos. de 

Colonia, Río Negro y Soriano, se estudiaron 6 brotes de animales con manifestaciones 

clínicas compatibles con DVB y partir de ellos, se analizaron 8 casos realizando 

necropsia, histopatología (IHC) y Real time PCR a partir de suero o tejidos (da Silva 

Silveira et al., 2020). Los resultados muestran que BVDV-1a, fue el subtipo más 

encontrado (brotes 1, 2, 4 y 5) y fue asociado con enfermedad y muerte del ganado; lo 

que también coincide con Maya et al. (2016). También se encuentra el subtipo BVDV-2b 

en ambos trabajos realizados en Uruguay. 

1.3 Virus de DVB: Agente Etiológico 

 

El virus de DVB forma parte del género Pestivirus dentro de la Familia Flaviviridae. Se 

reconocen tres especies dentro del género Pestivirus: el VDVB, el virus de la enfermedad 

de Border que afectan principalmente a los ovinos; y el virus de la Peste Porcina Clásica 

(PPC) que afecta principalmente a los suinos. La PPC ha sido erradicada de EEUU y 

Canadá, mientras que las otras dos se mantienen de forma endémica a nivel mundial 

(Ridpath & Bolin, 1998). El genoma está constituido por una cadena simple de ARN de 

polaridad positiva y consta de 4400 nucleótidos con un peso molecular de 12.0 a 12.5 

kilodáltons (Huaman G. Juan, 2006). 

 

El genoma codifica dos glicoproteínas asociadas a la envoltura, la E1 y E2; además de 

una glicoproteína extra de envoltura Eerns, una ARNasa que posee in vitro un efecto 

inmunosupresivo, citotóxico y apoptótico para los linfocitos bovinos (Bruschke et al., 

1997). 

Las proteínas estructurales se codifican en el extremo 5´, en el primer tercio del genoma, 

las no estructurales (a excepción de la proteína Npro/p20 que se codifica también en el 

primer tercio) se codifican en los tercios restantes hacia el extremo 3´ (Fig.1). 
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Los extremos 3´ y 5´ del genoma están rodeados por regiones no traducidas (UTR) 

(Meyers & Thield, 1996; Robesova et al., 2009). Diferentes regiones del genoma del virus 

de DVB han sido utilizadas para estudiar la diversidad genética y evolutiva del virus, 

incluyendo la región 5´UTR, la glicoproteína E2, auto proteasa Npro y proteasa NS3 

(Gollán et al., 2006; Maya et al., 2016b). 

 

 

Figura 1. Imagen del genoma de VDVB.  (Tautz et al., 2015). 

 

 

1.4 Variabilidad genética de VDVB 

 

Los mecanismos más frecuentes para generar variabilidad genética son la mutación y la 

recombinación. La mutación es un mecanismo clave en la generación de variación 

genética en los virus cuyo genoma está constituido por ARN. Ésta, es la responsable del 

gran número de variantes virales en una infección (Bartenschalger & Volker, 2000). 

Algunas variantes sobreviven generando una suma de variantes diferentes en un mismo 

hospedero infectado, a este conjunto de variantes genéticas estrechamente relacionadas 

se le denomina cuasiespecies virales (Eigen et al., 1981). 

El virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB), comprende 3 especies virales que afectan al 

ganado, denominadas: Pestivirus A (BVDV-1), Pestivirus B (BVDV-2) y Pestivirus H 

(HoBi-like virus, HoBi-PeV) (de Oliveira et al., 2021; ICTV, 2021). 

Actualmente 21 subtipos de BVDV-1 (a-u) , 4 subtipos de BVDV-2 (a-d) y 4 subtipos de 

HoBi-like virus (a-d) han sido identificados basados principalmente en el análisis de las 

regiones 5´UTR, Npro y E2 (Nagai et al., 2004; Ridpath et al., 1994; Š. Vilček et al., 2001; 

Yeşilbağ et al., 2017). 

HoBi-like virus presenta manifestaciones clínicas similares a las observadas por BVDV-

1 y BVDV-2 (Bauermann et al., 2012; Liu et al., 2009; Schirrmeier et al., 2004). 



 

5 
 

En un estudio exhaustivo a nivel internacional sobre la variabilidad y distribución global 

de subgenotipos de VBDV realizado por Yeşilbağ et al. (2017), se demostró que la 

distribución de VDVB-1 es significativamente más amplia que VDVB-2 a nivel mundial. 

En cuanto a los subgenotipos, la investigación confirma que VDVB-1b es el 

predominante principalmente en las Américas, Asia y Europa, seguido del VDVB-1a y 

VDVB-1c.  

 

En relación a las Américas, el genotipo VDVB-1 es el más frecuente en Uruguay y 

Argentina, mientras que en Brasil y Chile VDVB-1 y VDVB-2 están distribuidos en igual 

frecuencia (Maya et al., 2016b). En Chile y en Argentina vDVB-1b es el subgenotipo 

predominante respecto a VDVB-1a y VDVB-1c, ambos encontrados en esos países 

(Pizarro-Lucero et al., 2006). 

Con respecto a el Pestivirus HoBi-like virus, se ha encontrado únicamente en los países 

de Brasil (Dias et al., 2017)  y Argentina (Pecora et al., 2017). 

En nuestro país, el primer estudio que describe la distribución de subgenotipos fue en el 

año 2016, donde el 92,7% (13/14) de las cepas fueron VDVB-1 y el 7,1% (1/14) fue 

VDVB-2. La mayoría de los VDVB-1 se encontraron el mismo clúster en el estudio 

filogenético de VDVB-1a y a su vez con alta similitud a las cepas brasileras (Maya et al., 

2016b). 

 

1.5 Biotipos 

 

Por otro lado, según las manifestaciones que se producen a nivel de cultivos celulares, el 

virus de DVB se divide en citopático (cp) o no citopático (ncp). Los biotipos citopáticos 

son los que producen apoptosis a nivel celular, mientras que los no citopáticos no 

producen ningún tipo de cambio en el cultivo celular (Gamlen et al., 2010). 

El biotipo ncp, que no causa daños observables in vitro, se aísla generalmente en casos 

de infección aguda y está presente en todos los animales persistentemente infectados (PI) 

(Paton, 1995; Ridpath, 2003). El biotipo cp causa lesiones en cultivos celulares y surge 

del biotipo ncp por recombinaciones con el ARN de la célula hospedadora o con otros 

virus.  

Estudios genéticos han demostrado que las mutaciones y rearreglos dentro la región que 

codifica para la proteína no estructural p125 (p54/p80), están relacionados con la 

conversión del virus de DVB ncp a cp (Gollán et al., 2006). 

Se ha encontrado una diferencia entre el biotipo cp y el ncp en el procesamiento (o 

traducción) del gen NS23. Sólo las cepas cp producen un fragmento de menor tamaño de 

NS3 (p80) por un clivaje proteolítico alterado de NS23 (Paton, 1995). 

Debido a esto, ambos tipos son molecularmente diferentes, aunque inmunológicamente 

similares (Gollán et al., 2006; Paton, 1995; Ridpath, 2003). 
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1.6  Presentaciones de la enfermedad 

 

Debido a la diversidad en sus propiedades genéticas y antigénicas del virus, las 

manifestaciones clínicas son muy diferentes y podemos distinguir cuatro tipos: infección 

aguda, infección grave, persistentemente infectados (PI) y la enfermedad de las mucosas 

(EM). 

 

Generalmente, las cepas ncp parecen ser la causa de las infecciones agudas y se transmiten 

por secreciones nasales, orina, leche, semen, saliva, lágrimas y fluidos fetales (Meyling 

et al., 1990). Las cepas cp se ha visto que producen infección, pero solo bajo forma 

experimental. La fuente de infección más importante, sin embargo, son las cepas ncp en 

los terneros PI que se describirán más adelante.  

 

El virus tiene receptores CD46 en macrófagos y linfocitos por donde ingresa la 

enfermedad (Maurer et al., 2004). Una vez infectado el animal, hay una viremia de 10-14 

días acompañada de linfopenia, apoptosis en el Timo, pirexia y diarrea. A los 6 días post 

infección ya hay apoptosis de linfocitos, que junto a la inhibición de la actividad 

fagocítica de los macrófagos por inactivación de la caspasa-9 en linfonodos, lleva a una 

marcada disminución de la capacidad del sistema inmune de responder a otras infecciones 

(Marshall et al., 1996; Pedrera et al., 2012). 

Esta inmunosupresión permite la entrada de otros agentes infecciosos al animal; por 

ejemplo se acentúan las enfermedades respiratorias y se han estudiado co- infecciones de 

DVB con Neospora caninum (Quinn et al., 2004). En feed-lot es considerado un factor 

de riesgo para la aparición de las enfermedades respiratorias (Barcuh, 2020). 

Los animales pueden presentar cuadros de diarrea (Brownlie et al., 1998) y las 

enfermedades respiratorias son exacerbadas con la infección del virus de DVB (Fulton et 

al., 2000). 

Con respecto a los efectos en la fertilidad, hay reducción de la concepción, muerte 

embrionaria temprana, abortos y defectos congénitos (McGowan et al., 1993; Sprecher et 

al., 1991). En toros y terneros se ha asociado la infección con DVB a hipoplasia testicular. 

La inseminación con semen de toros PI (seronegativos) puede transmitir el virus de DVB 

y afectar la fertilidad (Borel et al., 2007). Durante la infección fetal, se produce muerte 

embrionaria a partir del día 29 post concepción (McGowan et al., 1993). El nacimiento 

de un ternero PI se da por la infección entre los días 25 a 90 de gestación (Brownlie et al., 

1998; Grooms, 2004). A partir de los 80 días de gestación en adelante puede causar 

efectos teratogénicos en el feto: atrofia cerebral, braquignatismo, retardo en el 

crecimiento pulmonar, entre otros (Fig. 2). 
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Figura 2. Principales manifestaciones clínicas reproductivas a partir de la infección con 

el virus de la Diarrea Viral Bovina. MET: muerte embrionaria temprana (adaptado de 

Grooms.,2004) 

 

En los animales PI, el virus se distribuye en linfonodos, epitelio gastrointestinal, células 

linfoideas, piel timo y cerebro (Liebler-Tenorio et al., 2004). 

Pueden ser animales aparentemente sanos o tener pelo hirsuto, retardo en el crecimiento, 

o débiles. Además, por tener un sistema inmune debilitado son susceptibles a contraer 

otras enfermedades. La prevalencia de los animales PI oscila entre un 1 – 2 % en las 

poblaciones bovinas (Houe, 1999; Reinhardt et al., 2003). Esto, junto a la enfermedad de 

las mucosas, lleva a que estos animales no sobrepasen los 2 años de edad (Booth & 

Brownlie, 2012). 

La Enfermedad de las Mucosas (EM), únicamente se produce en animales PI y es 

inexorablemente fatal. Se produce por una mutación de la cepa ncp circulante en el 

animal, a una cepa cp, causante de esta sobreinfección. Esta cepa cp inhibe la presentación 

de antígenos a las células T y promueve, a su vez, la diferenciación y activación de los 

monocitos; llevando a un descontrol en la inflamación y aumenta la viremia (Fig. 3). 

En un trabajo de investigación observaron que terneros menores a 7 meses tienden más a 

padecer infecciones respiratorias y los mayores a 7 meses de edad desarrollan 

enfermedades a nivel de la mucosa entérica (Bachofen et al., 2010). 

La EM se caracteriza por hipertermia, depresión, diarrea, lesiones erosivas a nivel de 

mucosas del tracto respiratorio y digestivo, estomatitis, formación de úlceras y necrosis 

en encías y espacio interdigital, que en primeras etapas puede confundirse con Fiebre 

Aftosa (Repiso et al., 2005). 

El biotipo cp de VDVB expresa una proteasa NS3, que produce apoptosis celular y se 

activan también otros factores como TNF- alfa (factor de necrosis tumoral) que también 

participa en la apoptosis. Estos cambios celulares ocurren principalmente a nivel de las 

Placas de Peyer llevando a atrofia y desaparición de las microvellosidades ( Lanyon et 
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al., 2014). El intestino esta dilatado, por acumulación de mucus en las criptas de las 

glándulas intestinales. Todo esto lleva a una gran deshidratación y diarrea; y erosiones e 

inflamación de las mucosas de todo el animal visibles a simple vista. 

 

 

 
Figura 3.Esquema de las presentaciones de la enfermedad de DVB (Vargas et al., 2009) 
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1.7 Importancia del virus de la Diarrea Viral Bovina  

 

Esta enfermedad está distribuida mundialmente y es una de las enfermedades virales 

presentes en el ganado bovino en Uruguay, es la más importante en ganadería de carne y 

junto con el virus de la Leucosis bovina, en ganado de leche. Debido a que la infección 

con el virus de DVB tiene un impacto económico significativo, asociado a los efectos 

reproductivos e inmunosupresivos, los programas de control y erradicación se han vuelto 

más comunes en el ganado bovino (Lanyon & Reichel, 2014). 

 

A pesar de existir una seroprevalencia de 67,4% a nivel predial y prácticamente el 100% 

del rebaño con animales seropositivos en el país (Repiso et al., 2005), pocas veces se 

detecta el virus en los rodeos tanto de carne como de leche, por lo que se observa que 

existe un problema diagnóstico viral y se desconoce el impacto del mismo a nivel 

nacional. 

La ecología del virus de DVB está influenciada por el sistema de alimentación, la higiene 

del animal y las políticas locales, y por esta razón no existe una única intervención de 

control efectiva que se pueda utilizar mundialmente (Isoda et al., 2019). Debido a la 

complicada patogénesis de la infección con DVB, el diagnóstico de laboratorio es un 

importante componente en la prevención y el control de la enfermedad (Burbano et al., 

2006). Lograr detectar al virus tempranamente en un rodeo permite establecer un 

programa de control más eficiente, ya que la aplicación de vacunas como principal 

medida de control está demostrado que no es suficiente en predios con animales PI 

(Newcomer et al., 2017; Otonel et al., 2014). 

Las pruebas diagnósticas moleculares detectan directamente el ARN genómico viral, esto 

tiene ventajas sobre el aislamiento viral debido a que no presentan interferencias con 

anticuerpos neutralizantes y así no se ve afectada la sensibilidad y especificidad de la 

prueba. 

También es importante contar con técnicas diagnósticas de precisión para lograr detectar 

bajas cargas virales como por ejemplo en matrices como el Suero Fetal Bovino (SFB). El 

control de calidad de las líneas celulares que se utilizan en el laboratorio tiene gran 

importancia para brindar seguridad a los usuarios. El virus de DVB es un agente 

infeccioso muy asociado a la contaminación durante manipulación de muestras animales 

como SFB y albúmina, y además porque las cepas ncp no producen cambios a nivel 

celular (Flatschart et al., 2013). 
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1.8 Diagnóstico molecular de VDVB 

 

Durante los últimos 10 años, la técnica Real time PCR ha sido ampliamente utilizada 

como diagnóstico de rutina de VDVB a nivel mundial y ha sido utilizada en numerosas 

muestras clínicas que incluyen: suero, sangre, tejidos, fluidos fetales, leche e hisopado 

nasal (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017). Algunos investigadores han realizado 

“pools” de muestras de sueros, leche o muestras de muescas de la oreja utilizando Real 

time PCR para realizar un “screening” del rodeo. Si éste resulta positivo, se implementa 

una PCR de cada muestra individual para obtener cada animal positivo. El “pool” de 

muestras es muy útil ya que da un mapeo inicial y rápido y efectivo como screening de 

animales PI en los rodeos (Kennedy, 2006). Sin embargo, en este tipo de estrategias, es 

fundamental contar con técnicas de alta sensibilidad ya que la muestra positiva puede 

estar muy diluida, posibilitando un resultado falso negativo.  

 

1.8.1 Droplet Digital PCR (ddPCR) 

 

Droplet digital PCR (ddPCR) es una novedosa técnica molecular de tercera generación 

que permite la cuantificación absoluta de ácidos nucleicos “molde” o “objetivo” en una 

muestra, sin la necesidad de realizar curvas de calibración (Wu et al., 2017). 

ddPCR ha sido utilizado en numerosas investigaciones con diferente aplicabilidad 

práctica con respecto a diagnóstico molecular como: detección de mutaciones (Beaver et 

al., 2015), detección de variación del número de copias (CNV´s) (Olsson et al., 2016), 

diagnóstico viral (Abachin et al., 2018; Jones et al., 2014; Wu et al., 2017) y para estudios 

de cáncer (Alikian et al., 2017; Beaver et al., 2015). 

Las mayores ventajas de esta técnica son: brindar una cuantificación absoluta de la 

muestra, tiene alta reproducibilidad; no necesita realizar curvas de calibración, menor 

sensibilidad a contaminantes, por lo tanto, se pueden utilizar diferentes matrices como 

muestras de estudio. 

Esta técnica implica combinar la subpartición de la muestra en miles de “gotas”, la 

realización de una PCR tiempo final pero utilizando alguna marcación fluorescente y 

posteriormente la estadística de Poisson para realizar la cuantificación absoluta de ácidos 

nucleicos “molde” en una muestra (Hindson et al., 2011). El experimento calcula cuántas 

veces “x” de un evento hay, en determinado intervalo de tiempo o volumen. La 

distribución de Poisson transforma una distribución aleatoria en una distribución 

uniforme. El volumen conocido de las gotas junto a la proporción de eventos positivos 

relativos al total del número de gotas de la muestra son utilizados para estimar la 

concentración de ADN molde en la muestra inicial aplicando una corrección por Poisson 

(Olmedillas-López et al., 2017). 

En otras palabras y más precisamente, en la ddPCR la muestra se subdivide en múltiples 

gotas de aceite dentro de cada reacción (tubo) y donde algunas gotas tendrán una o más 

copias del ADN molde, y otras no tendrán ninguna copia. Al finalizar la fase de 

amplificación donde se llega a la fase “plateau” de la PCR, las gotas con fluorescencia 
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por encima del “threshold” serán asignadas como positivas dándoles el valor de 1 (uno) 

y las gotas con fluorescencia por debajo del “threshold” serán asignadas como negativas 

dándoles el valor de 0 (cero). Esto brinda el nombre a esta técnica por la metodología de 

combinación de 0 y 1 (Digital) (Abachin et al., 2018).  

1.9 Vacunación DVB 

 

Las vacunas para DVB se encuentran comercialmente disponibles para la prevención en 

Uruguay de esta enfermedad. En nuestro país por una comunicación de la Dirección 

General de MGAP se exige que las vacunas reproductivas sean inactivadas (Com. Pers. 

Vitale, Edgardo). En Argentina también está prohibido el uso de vacunas con virus vivo 

(INTA, 2018). Las vacunas con virus inactivado proporcionan una protección parcial, a 

diferencia de las vacunas a virus vivo modificado que se utilizan en otros países, 

incluyendo países de América del sur como Brasil (Gottems, 2018). 

En nuestro país contamos con diversidad de vacunas reproductivas de diferentes 

laboratorios donde la DVB se encuentra en conjunto con otras enfermedades 

reproductivas (Urse, 2016). 

Algunas experiencias de vacunación a largo plazo como la realizada por Littledike et al. 

(1993) en Nebraska (EEUU), implementando un programa de vacunación en un rodeo de 

animales durante 7 años, no consiguieron eliminar definitivamente la generación de 

animales PI, a pesar de las madres estar vacunadas. Según los autores, la infección se 

producía naturalmente con variantes antigénicas del virus de DVB. En ese sentido, varios 

autores afirman que la aplicación de vacunas como una única herramienta por sí sola no 

es suficiente como medida de control en rodeos con PI (Newcomer et al., 2017; Otonel et 

al., 2014). A su vez, investigaciones recientes en Argentina han desarrollado una versión 

mejorada de la vacuna, donde una subunidad del genoma esta insertado en un vector viral 

(Baculovirus), basado en la glicoproteína E2 fusionado a una cadena simple de 

anticuerpos dirigidos a las células presentadoras de antígeno (INTA, 2018). 

1.10 Control y erradicación 

 

En varias regiones del mundo se han iniciado planes de erradicación que en algunos casos 

han funcionado y en otros aún están en desarrollo (Tabla 1). Algunos países cuentan con 

programas de erradicación para DVB (Ridpath, 2010) y otros han logrado erradicarla 

(Houe et al., 2006; Presi et al., 2011). 

Estos planes, en algunos casos voluntarios y en otros obligatorios se basan en la 

eliminación de animales PI acompañado o no de vacunación según el caso. 

La detección y eliminación de animales PI es fundamental para el control de DVB. Las 

técnicas que pueden emplearse fueron mencionadas en el punto 2.8 y se pueden utilizar 

como muestras: sangre, suero, semen, hisopado nasal u ocular o tejido de oreja.  

Luego de la primera toma de muestra, el resultado puede ser positivo y no tratarse de un 

animal PI, sino ser una infección aguda producida recientemente. Por lo que se 

recomienda realizar otra determinación a las 3 -4 semanas posteriores para poder 
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confirmar o descartar la infección persistente. Si la segunda también es positiva, entonces 

es animal PI (Pecora, Andrea & Perez A., 2017). 

La bioseguridad en los establecimientos es fundamental para lograr el control de esta 

enfermedad en los rodeos. Cuando ingresa un animal a un rodeo, se debe realizar 

diagnóstico de DVB. Asimismo, hay que prestar especial atención a la convivencia de los 

bovinos con otras especies animales, como ovejas cabras, ciervos, búfalos, cerdos que 

pueden ser reservorios de VDVB en particular y de otros Pestivirus (Rodríguez-Prieto et 

al., 2016). 

Durante el manejo de tecnologías reproductivas, no habría que desestimar la posibilidad 

de la existencia de VDVB. Este virus al igual que los demás Pestivirus, es un 

contaminante muy común de productos biológicos como suero fetal bovino no irradiado, 

utilizado comúnmente en técnicas de laboratorio y producción de vacunas. El semen 

también puede ser fuente de diseminación de VDVB, por lo cual habría que analizarlo 

antes de la inseminación (Pecora et al., 2017). 

En el sur de Inglaterra, entre los años 2006 a 2009 se realizó un programa piloto de 

erradicación de DVB, donde se testearon 11 mil animales. En una primera etapa se hizo 

un screening con muestras de sangre a los bovinos de entre 6 – 18 meses de edad 

(mediante ELISA) y muestra de leche de tanque (mediante ELISA y PCR). Al finalizar 

todas las rondas de tests, 2 establecimientos que aparentaban ser DVB-free dieron 

positivo y en total se identificaron 61 animales PI. De este trabajo de investigación 

concluyen que, para lograr la erradicación de la DVB, es muy importante contar con un 

sistema riguroso de bioseguridad, ya que la infección generalmente se da al comprar 

ganado y no implementar tests ni cuarentena (Booth & Brownlie, 2012). 

 

 

Tabla 1. Planes de erradicación de DVB en distintos países. Pecora y Aguirreburualde 2017. 
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El objetivo de esta tesis, es contribuir a mejorar el diagnóstico de la infección en los 

rodeos, que permita en conjunto con otras medidas, establecer programas de control más 

eficientes que los actualmente existentes.   

Se busca profundizar la investigación existente en cuanto a la circulación viral en el país 

y analizar la capacidad de una nueva herramienta molecular, que podría ser clave en 

programas de control del virus a nivel poblacional fundamentalmente, ya sea con pools 

de sueros o muestras de leche de tanque. Según el desempeño de la ddPCR en términos 

de sensibilidad y precisión en relación a las PCR existentes, esta estrategia podría en un 

futuro permitir bajar los costos diagnósticos y hacer posible, programas de control más 

accesibles sin alterar la capacidad diagnóstica del virus en el rodeo.   

 

 3. HIPÓTESIS 

 

3.1 La técnica Droplet Digital PCR es una herramienta molecular con mayor sensibilidad, 

especificidad y reproducibilidad que las técnicas existentes para el diagnóstico y 

cuantificación del virus de la Diarrea viral bovina. 

3.2 Los genotipos virales de DVB detectados en las muestras estudiadas en esta tesis, se 

relacionan con los genotipos virales detectados anteriormente en el país.    

 

 4. OBJETIVOS 

 4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Estandarizar la técnica de Droplet Digital PCR para la detección y cuantificación del 

virus de la Diarrea viral bovina y describir los genotipos virales circulantes en el muestreo 

realizado. 

 4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Estandarizar las técnicas de PCR convencional, “Droplet Digital PCR” (ddPCR) 

y Real time PCR (qPCR) para la detección y cuantificación del virus de la diarrea 

viral bovina (VDVB).  

2. Determinar la sensibilidad y especificidad analítica, así como la correlación y 

precisión entre las técnicas mencionadas, a partir de muestras controles. 

3. Evaluar la sensibilidad y especificidad diagnóstica de la ddPCR en muestras de 

sueros de animales infectados naturalmente y de leches infectadas artificialmente 

con el virus. 

4. Evaluar la filogenia de VDVB a partir de la región 5´UTR de su genoma, de las 

muestras de suero bovino analizadas en este estudio. 
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 5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 5.1 Muestras controles y de campo utilizadas  

 

Se utilizó una cepa de referencia del virus de DVB (cepa NADL) que fue propagada en 

células MDBK como control positivo. A su vez, para la puesta a punto de las tres técnicas 

moleculares se utilizó el plásmido Pjet 1,2 (Acc number EF694056) de 2974 pares de 

bases (pDNA/15 K) gentilmente cedido por el laboratorio de Virología de CENUR Litoral 

Norte. La construcción del plásmido recombinante fue realizada utilizando el producto 

de PCR de la región 5´UTR del genoma de VDVB (amplicón de 207 pb). 

Se calculó el número de copias (teóricas) que tenía el plásmido en base a la fórmula: 

número de copias = ([concentración del plásmido] x 6,022x10E23) / (largo en pares de 

bases x 1x10E9 x 660). Luego se hicieron diluciones seriadas para obtener número de 

copias/µl desde 1 x 107 a 1 x 101. 

Por otra parte, se utilizó leche comercial ultra pasteurizada para los ensayos in vitro con 

esta matriz. Como control negativo, se utilizaron sueros de otras especies no relacionadas 

a DVB (suero equino, suero felino) y se utilizó agua tratada con dietilpirocarbonato y 

libre de nucleasas (ADNasa y ARNasa) como NTC (no template control) para evitar 

falsos negativos en todos los ensayos realizados. 

Las muestras de campo utilizadas fueron un banco de 46 sueros de bovinos de carne 

existentes en el laboratorio de la Unidad de Microbiología (Facultad de Veterinaria) que 

fueron obtenidos a partir de sangre de animales de distintos predios de Uruguay obtenidas 

entre los años 2014-2019. Las muestras de suero habían sido previamente positivas por 

ELISA antígeno (IDEXX Bovine Diarrhoea Virus Antigen Test Kit/Serum Plus, IDEXX 

Laboratories). Se utilizó además una muestra de un animal PI (persistentemente 

infectado) y 3 vacunas comerciales utilizadas en el país. Al animal PI se le realizó un 

seguimiento durante 160 días: en los días 0, 30, 60 y 160 fue positivo a ELISA antígeno, 

negativo a ELISA de anticuerpos y positivo al día 0 y 160 a PCR convencional (De 

Brun.,2022). 

 

 5.2 Extracción de ácidos nucleicos y síntesis de ADN complementario  

 

La extracción de ARN se realizó mediante Quick-RNA™ Viral Kit (Zymo Research, 

USA) a partir de las muestras de suero. Luego se realizó la retrotranscripción inversa para 

obtener el ADNc (ADN complementario) utilizando SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit 

(Bioline,USA). En ambas etapas se realizó la cuantificación de los ácidos nucleicos 

(ng/µl) mediante Espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000UV-vis (NanoDrop 

Technologies,Inc.,Wilmington,DE) y se visualizó la calidad en geles de agarosa.  
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 5.3 Puesta a punto de la técnica PCR convencional  

 

Se utilizaron protocolos de amplificación descritos previamente para amplificar la región 

5´UTR del genoma de VDVB (amplicón de 207 pb) (Maya et al., 2016b; Vilcek et al., 

2005). Los primers utilizados fueron los mismos tanto para la PCR tiempo final como 

qPCR y ddPCR utilizando las siguientes secuencias de primers: BVDV 190Fmod: 5´- 

GDA GTC GTC ART GGT TCG AC - 3´ (Forward), y V326mod 5´- WCA ACT CCA 

TGT GCC ATG TAC - 3´ (Reverse). 

Para la PCR convencional se utilizó el equipo C1000 TouchTM Thermal Cycler with 96-

Deep Well Reaction Module BIORAD. La reacción PCR se realizó en un volumen final 

de 25 µl mezclando 12,5 µl de MangoMixTM Bioline; 1µl primer Forward 190 F (10µM); 

1 µl de primer Reverse V326; 9,5 agua DEPC y 1 µl de ADN molde.  

Para establecer la temperatura óptima de “annealing” se utilizó un gradiente de 

temperatura de 52 - 63°C, utilizando la cepa de referencia NADL (control positivo) en la 

dilución -5 (0,001 ng/µl) y agua DEPC (control negativo). Se determinó 53°C como la 

temperatura óptima de annealing. 

 

Las condiciones de ciclado utilizadas fueron las siguientes: desnaturalización 94°C 5 min 

seguidas de 40 ciclos a 94°C 30 seg, 53°C 60 seg y una extensión final a 72°C, 30 seg. 

Los productos obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa al 2% en buffer TAE 

1X, teñido con Good View Nucleic Acid Stain, agregándose en la corrida un marcador de 

peso molecular de 100 pb. La corrida fue realizada durante 40 min a 100 voltios (V). Por 

último, los geles se visualizaron en un transiluminador de geles con luz ultravioleta.  

 

 5.4 Puesta a punto de la técnica “Real time PCR” (qPCR) con SYBR Green 

 

La Real time PCR fue realizada siguiendo el protocolo descrito por (Maya et al., 2016b). 

La misma se realizó en un volumen final de 20 µl por reacción conteniendo: 10 µl de 

SYBR Green Sensifast SYBR NO ROX- kit (Bioline); 0,4 µl de primer forward 190 F 

(10uM); 0,4 µl de primer reverse V326 (10uM), 7,2 µl agua DEPC y 2 µl ADN. Las 

condiciones de ciclado fueron las siguientes: desnaturalización a 95°C por 10 min y 45 

ciclos de 95°C por 15 seg y annealing-extensión 50°C por 1 min. El equipo utilizado fue 

un Rotor-Gene®6000 (Corbett Research, Qiagen). 
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  5.5 Estandarización de la técnica “Droplet Digital PCR” (ddPCR) 

 

Utilizando protocolos y bibliografía de Droplet Digital PCR para otros virus (De Brun et 

al., 2022; Pinheiro-de-oliveira et al., 2018a; Zhang et al., 2019), se estandarizó la técnica 

ddPCR para el virus de la DVB utilizando el equipo QX200™ Droplet Digital™ PCR 

System disponible en el laboratorio de la Unidad de Microbiología de la Facultad de 

Veterinaria. 

La ddPCR fue realizada en un volumen total de 22 µl por reacción conteniendo: 11 µl de 

QX200TM ddPCRTM EvaGreen Supermix® (BioRad); 0,55 µl de primer Forward 190 F 

(10µM); 0,55 µl de primer Reverse V326 (10µM), 8 µl agua DEPC y 1,1 µl ADN molde. 

Cada muestra (mix + ADN) fue emulsionada y colocada en un cartucho que contiene 3 

pocillos (Fig. 4) en el cual se formarán las “gotas” utilizando un aceite específico para 

EVA Green en el equipo QX200 “Generador de Gotas” (Bio-Rad #186-4002). 

Posteriormente, las “gotas” fueron transferidas a una placa de 96 pocillos (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) y selladas mediante el equipo PX1TM PCR Plate Sealer (Bio-Rad 

#181-4000) a 180ºC por 5 seg.  

El siguiente paso fue el termociclado. Para establecer la temperatura óptima de 

“annealing” se utilizó un gradiente de temperatura de 52,3 – 62,3°C, utilizando la cepa de 

referencia NADL (control positivo) en la dilución -5 (0,001 ng/µl) y agua DEPC (control 

negativo). 

Las condiciones de ciclado para la ddPCR fueron las siguientes: pre-desnaturalización a 

95°C por 5 min y 40 ciclos de 95°C por 30 seg y 60°C por 1 min con una tasa de cambio 

de temperatura de 2°C/seg.; seguidos de 4°C 5 min y 90°C 5 min. 

 

 

 

Figura 4. Cartucho para 8 muestras donde se formarán las gotas para cada muestra en el 

equipo QX200 “Droplet Generator” (Bio-Rad #186-4002).  Se utilizan 3 pocillos por 

reacción: muestra, aceite y gotas. 

 

 5.6 Ensayos in vitro utilizando leche descremada ultrapasteurizada (UHT) 

 

En una primera etapa se realizó la propagación del virus utilizando la cepa de referencia 

NADL- DVB en cultivos celulares de la línea MDBK, en los laboratorios de la Unidad 

de Microbiología de la Facultad de Veterinaria. Luego, por el método de Reed y Muench 

se realizó la titulación viral (Ramakrishnan, 2016). 
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A partir de esta muestra de la cepa NADL-DVB, se realizaron diluciones seriadas en base 

10 hasta la dilución -5 y posteriormente se contaminó leche artificialmente en un volumen 

final de 200 µl. En forma paralela y siguiendo la misma metodología, se realizaron los 

mismos pasos, inoculación, en un volumen final de 200 µl de agua DEPC. 

Luego se procedió a realizar la extracción ARN utilizando Quick-RNA™ Viral Kit 

(Zymo Research, USA) y posteriormente se realizó la retrotranscripción inversa para 

obtener el ADNc (ADN complementario) utilizando SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit 

(Bioline,USA).  

En ambas etapas se realizó la cuantificación de los ácidos nucleicos (ng/µl) mediante 

Espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000UV-vis (NanoDrop 

Technologies,Inc.,Wilmington, DE) y se visualizó la calidad en geles de agarosa. 

Se realizó PCR convencional y Droplet Digital PCR para evaluar el límite de detección 

de ambas técnicas. 

 

  5.7 Detección, secuenciación y análisis filogenético del VDVB en muestras de 

sueros de bovinos  

 

Con el fin de analizar la variabilidad genética del virus de la DVB y determinar qué 

genotipos virales circulan en las muestras obtenidas del banco de suero mencionado 

(descritas en 5.1), se procedió a la amplificación por PCR convencional (descrita en 5.3) 

y posterior secuenciación automática de los productos obtenidos que se corresponde al 

gen 5´UTR del genoma de VDVB. Para el objetivo específico N°4, además de las 

muestras del banco de suero, se agregaron 3 vacunas comerciales y una muestra de un 

animal PI (persistentemente infectado). Se realizó de igual manera que en las muestras de 

suero bovino, extracción de ARN mediante Quick-RNA™ Viral Kit (Zymo Research, 

USA) y la retrotranscripción inversa para obtener el ADNc (ADN complementario) 

utilizando SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (Bioline, USA). En ambas etapas se realizó 

la cuantificación de los ácidos nucleicos (ng/µl) mediante Espectrofotómetro NanoDrop® 

ND-1000UV-vis (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE) y se visualizó la 

calidad en geles de agarosa. Se enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen – Corea. 

Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa MUSCLE (Edgar, 2004) y una 

vez obtenido el alineamiento, se utilizó el programa MEGA (Kumar et al., 2018) para 

identificar el modelo evolutivo óptimo para describir al conjunto de secuencias y 

posteriormente construir árboles filogenéticos basados en el método de máxima 

verosimilitud. El análisis involucró 62 secuencias, de las cuales 35 pertenecían a este 

trabajo de investigación. Los análisis evolutivos se llevaron a cabo en MEGA X (Kumar 

et al., 2018).  
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 5.8 Sensibilidad y especificidad de Droplet Digital PCR y Real time PCR  

 

Para evaluar la sensibilidad (capacidad de la prueba de detectar verdaderos positivos), 

especificidad (capacidad de la prueba de detectar verdaderos negativos), valor predictivo 

positivo (VPP), dado que un resultado fue positivo: probabilidad de que realmente sea 

infectado y valor predictivo negativo (VPN), dado que un resultado fue negativo: 

probabilidad de que realmente sea no infectado, con un nivel de confianza del 95%, se 

calcularon mediante las fórmulas: sensibilidad= VP/VP+FN, especificidad=VN/FP+VN; 

VPP=VP/VP+FP; VPN=VN/VN+FN. Siendo que VP es el número de muestras con 

resultado verdadero positivo. FN es el número de muestras con resultado falso negativo. 

VN es el número de muestras con resultado verdadero negativo. FP es el número de 

muestras con resultado falso positivo. Precisión = VN+VP/VN+VP+FN+FP. El índice 

kappa se calculó para medir la concordancia entre pruebas utilizando el Software WinEpi 

(working in epidemiology). 

A su vez para evaluar la especificidad se utilizaron sueros de otras especies no 

relacionadas a DVB (suero equino, suero felino) y como control negativo se utilizó agua 

tratada con dietilpirocarbonato y libre de nucleasas (ADNasa y ARNasa) como NTC (no 

template control) para evitar falsos negativos en todos los ensayos realizados. 

Se evaluó el límite de detección (menor número de copias/µl detectadas por la prueba 

diagnóstica) utilizando el plásmido recombinante con el producto de PCR de la región 

5´UTR del genoma de VDVB (amplicón de 207 pb), en diluciones seriadas para obtener 

número de copias/µl desde 1 x 101 a 1 x 107 y también utilizando la cepa de referencia 

NADL-DVB en diluciones seriadas 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000, 1:1000000, 

1:10000000. 
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 6. RESULTADOS 

 6.1 Puesta a punto de la técnica PCR convencional  

 

Para la puesta a punto de la técnica se realizó el límite de detección utilizando el plásmido 

recombinante (pDNA/15 K) conteniendo de 1 x 101 a 1 x 107 número de copias/µl.  

El límite de detección observado fue de hasta 1 x 103 copias /µl (1000 copias) en el carril 

4 (Fig. 5).  

 

 
 

Figura 5. Técnica PCR convencional utilizando diluciones del plásmido recombinante 

conteniendo el gen 5´UTR del virus de DVB. De izquierda a derecha: carril 1: MPM (100 

pb), carril 2: 1x101 n° copias/µl, carril 3: 1x102 n° copias/µl: carril 4: 1x103 n° copias/µl, 

carril 5: 1 x 104 n° copias/µl, carril 6: 1x105 n° copias/µl, carril 7: 1x106 n° copias/µl, 

carril 8: 1x107 n° copias/µl y carril 9: NTC (no template control). La banda esperada es 

de 207 pb. 

 
Paralelamente también se realizó el límite de detección a partir de una cepa de referencia 

NADL (control positivo) con diluciones seriadas en base 10 (C-1 a C -7) (Fig.6). Con el 

fin de evaluar la concentración inicial en ng/µl y la calidad (relación 260/280 y 260/230) 

de los ácidos nucleicos se midieron todas las diluciones utilizando el equipo 

Espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000UV-vis (NanoDrop 

Technologies,Inc.,Wilmington,DE). Las concentraciones fueron desde 286,3 ng/µl (C -

1) a 286,3 x 10-7 ng/µl (C -7). El límite de detección observado fue hasta 2,0 ng/µl 

(dilución -5). 
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Figura 6. Técnica PCR convencional utilizando diluciones la cepa de referencia NADL-

DVB (control positivo) en diluciones seriadas en base 10. De izquierda a derecha: carril 

1: MPM, carril 2 a carril 8: desde 286,3 ng/µl (C-1) hasta 286,3 x 10-7 ng/µl (C-8) y carril 

9: NTC (no template control). 

 

En una primera etapa se realizó la técnica PCR convencional a todas las muestras con el 

fin de obtener resultados cualitativos: muestras positivas y negativas. Todas las muestras 

se estandarizaron a 200 ng/µl como punto de partida para realizar las diferentes técnicas 

moleculares de diagnóstico.  
 

Una vez estandarizada la PCR convencional, los resultados obtenidos a partir de 46 

muestras de suero testeadas por esta técnica fueron: 27 muestras positivas y 19 muestras 

negativas. A partir de estos resultados, se realizaron en una segunda etapa y en paralelo 

las técnicas Real time PCR (qPCR) y Droplet Digital PCR (ddPCR). 

 

Por otra parte, también se analizó una muestra de un animal persistentemente infectado 

(PI). Se partió de una muestra (PI puro) y se realizaron 5 diluciones en base 10. Se 

midieron en NanoDrop para determinar las concentraciones en ng/µl que fueron las 

siguientes: 1200 ng/µl (PI puro), 122 ng/µl (PI -1), 11,5 ng/µl (PI -2), 2,3 ng/µl (PI -3), 

0,5 ng/µl (PI -4), 0,12 ng/µl (PI -5). El límite de detección fue hasta la dilución -2 (PI-2), 

11,5 ng/µl. 
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 6.1.2 Ensayo in vitro utilizando leche descremada ultrapasteurizada (UHT) 

 

Con el fin de realizar el ensayo in vitro utilizando leche descremada ultrapasteurizada 

(UHT) para la puesta a punto de la técnica Droplet Digital PCR (ddPCR), previamente 

se realizó una PCR convencional. 

Como se menciona en el punto 5.6, utilizamos la cepa NADL-DVB. El título viral 

obtenido por el método de Reed y Muench fue de 105.17 DICC 50%/50 µl. A partir de este 

título viral, obtuvimos que la cepa de la cual partimos para este ensayo tenía 2958 copias 

virales/µl. 

Se realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta la dilución -5 y posteriormente se 

contaminó leche artificialmente y en forma paralela y siguiendo la misma metodología, 

en agua DEPC. 

 

En la PCR convencional se logró detectar hasta la dilución -2 del virus de DVB en leche 

y hasta la dilución -3 del virus de DVB en agua DEPC, a partir de las diluciones en base 

10 realizadas en forma paralela y con las mismas condiciones metodológicas del virus 

DVB en leche y en agua DEPC (Fig.7). 

 

 

 
 

Figura 7. Técnica PCR convencional utilizando la cepa de referencia NADL-DVB en 

leche y en agua DEPC. De izquierda a derecha: carril 1: MPM (100 pb), carril 2 a 7: 101,7 

ng/µl a 101,7 x 10-5 ng/µl, carril 8 a 12: 151,5 a 151,5 x 10-4 ng/µl y carril 13y 14: virus 

por duplicado (control positivo) y carril: 15 NTC (no template control). Carriles 2 a 7: 

virus DVB en leche, carriles 8 a 12: virus DVB en agua DEPC. La banda esperada es de 

207 pb. 
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 6.2 Análisis de la variabilidad genética de VDVB en Uruguay a partir de las 

muestras analizadas en el objetivo específico N°4. 

 

El análisis involucró 62 secuencias, de las cuales 35 pertenecían a este trabajo de 

investigación y las otras 27 secuencias forman parte de la base de datos que se encuentra 

disponible en GenBank (Fig. 8). De las 32 secuencias analizadas de este trabajo de 

investigación, 30 (94%) tienen mayor porcentaje de verosimilitud a las secuencias 

VDVB-1 y 2 (6%) a las secuencias de VDVB-2. A su vez, también se agregaron al análisis 

filogenético 3 vacunas comerciales y una muestra de animal persistentemente infectado 

(PI), por duplicado. 

Las vacunas comerciales: BVD32, BVD35 y BVD36, se agrupan en VDVB-1.  

Las muestras del animal persistentemente infectado (PI): BVD37 y BVD38 también se 

agruparon en VDVB-1.  

Las 2 muestras que se encuentran dentro de VDVB-2, son 2 muestras de suero bovino: 

BVD2 y BVD13. 
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Figura 8. Árbol filogenético de secuencias del gen 5´UTR del genoma del virus de la 

Diarrea Viral Bovina (DVB). Las muestras de este estudio se encuentran marcadas con 

cuadrados y se compararon con secuencias de GenBank. Las flechas azules indican las 

secuencias pertenecientes a las vacunas comerciales y los círculos rojos al animal 

persistentemente infectado (PI) por duplicado. 

 

6.3 “Real time PCR” (qPCR) 

 

La curva estándar fue realizada utilizando diluciones seriadas en base 10 de un plásmido 

recombinante conteniendo la región 5´UTR del genoma de VDVB (pDNA/15 K).  

Esta curva estándar fue construida utilizando desde 1 x 107 a 1 x 101 copias/µl por 

triplicado en cada dilución, donde los valores del umbral de ciclo o Cycle Threshold (Ct) 

fueron lineares (Fig. 9 y 10). 

Los valores de Ct obtenidos realizando el promedio del triplicado de cada dilución fueron 

los siguientes: 1 x 107 n° de copias/µl (Ct= 15,36 ± 0,08); 106 n° de copias/µl (Ct= 17,85 

± 0,08); 105 n° de copias/µl (Ct= 20,97 ± 0,05); 104 n° de copias/µl (Ct 25,55 ± 0,32); 103 

n° de copias/µl (Ct=28,7 ± 0,23); 102 n° de copias/µl (Ct=32,72 ± 0,53); 101 n° de 

copias/µl (Ct=34,32 ± 0,73). Los coeficientes de variación (CV) intra-ensayo variaron 

entre 0,05 – 0,31%.  

El número de copias virales/µl del plásmido obtenidas por qPCR realizando por triplicado 

cada dilución fue en promedio: 8.044.600 copias/µl (1 x 107 copias/µl teóricas), 1.404.983 

(1 x 106 copias/µl teóricas), 157.239 copias/ µl (1 x 105 copias/µl teóricas), 6437 copias/ 

µl (1 x 104 copias/µl teóricas), 702 copias/ µl (1 x 103 copias/µl teóricas), 59 copias/ µl 

(1 x 102 copias/µl teóricas), 14,5 copias/ µl (1 x 101 copias/µl teóricas), 

El coeficiente de regresión (R2) fue de 0,99 y la eficiencia de amplificación de 102%.  
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Figura 9. Puesta a punto de la técnica Real time PCR utilizando un plásmido recombinante 

conteniendo el gen 5´UTR del virus de DVB: izquierda a derecha: 1 x 107 copias/µl, 1 x 

106 copias/µl, 1 x 105 copias/µl, 1 x 104 copias/µl, 1 x 103 copias/µl y 1 x 101 copias/µl. 

 

 

 

 

Figura 10. Curva estándar de la técnica Real time PCR utilizando un plásmido 

recombinante conteniendo el gen 5´UTR del virus de DVB. El coeficiente de regresión 

es 0,99 y la eficiencia de amplificación de 102%. 
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A su vez, a partir de la cepa de referencia NADL-DVB, se realizó el límite de detección 

de la técnica Real time PCR, en diluciones seriadas base 10 desde la dilución -1 (C-1) 

hasta la dilución – 5 (C-5) por triplicado (mismas diluciones que para la PCR 

convencional). Las concentraciones fueron desde 286,3 ng/µl (C -1) a 286,3 x 10-5 ng/µl 

(C -5) en NanoDrop. En la Figura 11 observamos los resultados obtenidos, siendo los 

valores de Ct los siguientes: C -1 (Ct= 18,69 ± 0,33); C -2 (Ct= 22,07 ± 0,08); C -3 (Ct= 

25,77 ± 0,09); C -4 (Ct= 30,34 ± 0,17); C -5 (Ct= 35,4 ± 0,15). El número de copias/µl 

calculadas fueron: C-1: 1.406.965 copias/µl; C-2: 134.233 copias/µl; C-3: 4280 copias/µl; 

C-4: 683 copias/µl y C-5: 48 copias/µl. 

Si comparamos estos resultados con el rango dinámico de la curva estándar realizada con 

el plásmido, el límite detección por la técnica Real time PCR utilizando la cepa de 

referencia NADL – DVB sería hasta la dilución -4 (C -4) cuya concentración 

correspondería a 286,3 x 10-4 ng/µl (Ct= 30,34 ± 0,17) y se calcularon 683 copias/µl. 

 

 

 

 

Figura 11. Resultados obtenidos mediante técnica Real time PCR utilizando la cepa de 

referencia NADL-DVB (control positivo) en diluciones seriadas en base 10: izquierda a 

derecha: (C-1) a (C -5). 

 

Se procesaron un total de 46 muestras por la técnica Real time PCR. En la figura 12 

observamos los resultados obtenidos de la amplificación para las muestras de suero 

bovino. Los resultados se analizaron de acuerdo a la curva estándar puesta a punto con el 

plásmido recombinante conteniendo la región 5´UTR del genoma de VDVB.  En base a 

esto, los resultados cualitativos serían 22 muestras positivas y 24 muestras negativas, 

según el rango dinámico de la curva estándar: plásmido con 1 x 107 n° de copias/µl (Ct= 

15,36 ± 0,08) hasta plásmido con 101 n° de copias/µl (Ct=34,32 ± 0,73). El rango 

dinámico en número de copias/µl sería: 8.044.600 copias/µl - 14,5 copias/ µl. En cada 

corrida se agregaron 3 puntos de la curva estándar para verificar que los Ct sean los 

mismos. Los coeficientes de variación (CV) intra-ensayo variaron entre 0,04 – 1,41%. Si 

comparamos con los resultados obtenidos por PCR convencional; 6 muestras que eran 

positivas, dieron un resultado negativo en la técnica Real time PCR (muestras 6,9, 10, 15, 

29 y 30). A su vez, es importante destacar que una muestra negativa por PCR 

convencional (muestra 27), fue positiva mediante Real time PCR.  
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En la figura 13 observamos la curva de melting para cada una de las muestras analizadas 

donde la gran mayoría de ellas coinciden o se encuentran en valores aproximados en la 

temperatura a la cual el 50% de las moléculas de ADN están desnaturalizadas. En 

promedio el valor aproximado para las muestras es 86,5°C. (Fig.13). 

 

 

Figura 12. Curva de amplificación de muestras de suero bovino mediante Real-time PCR. 

 

 

 
 

Figura 13. Curva de Melting de las muestras de suero bovino para detección de DVB 

mediante Real time PCR. 

 

Se procesó también una muestra de suero bovino de un ternero persistentemente infectado 

(PI). A partir de la muestra (PI puro), se realizaron 5 diluciones en base 10. Se midieron 

en NanoDrop para determinar las concentraciones en ng/µl que fueron desde 1200 ng/µl 

(PI puro) hasta 0,12 ng/µl (PI -5). 

La técnica Real time PCR para esta muestra PI logró detectar hasta la dilución -2 (PI -2) 

cuya concentración corresponde a 11,5 ng/µl. Las siguientes diluciones no fueron 
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detectadas por el equipo. Cada dilución fue realizada por triplicado, para PI-2 el Ct 

promedio fue de 37,7 y para PI-1 32,2, si comparamos con la curva estándar ambas 

muestras estarían fuera del rango dinámico. 

 6.4 “Droplet Digital PCR” (ddPCR) 

 

El límite de detección para la técnica “Droplet Digital PCR” (ddPCR), análogamente a 

las realizadas para la técnica Real time PCR fueron con la cepa de referencia NADL y el 

plásmido recombinante constituido con el producto de PCR de la región 5´UTR del 

genoma de VDVB (amplicón de 207 pb). 

Los resultados obtenidos mostraron que el límite de detección mediante ddPCR con la 

cepa de referencia NADL fue hasta 0,24 copias/µl (286,3 x 10-6 ng/µl) en la dilución -6 y 

utilizando el Plásmido fue hasta 1 x102 (100) número de copias/µl teóricas. 

En la Figura 14 observamos las gotas generadas en la puesta a punto de la técnica ddPCR 

utilizando la cepa de referencia NADL-DVB. 

 

 

Figura 14. Gotas generadas para la detección de VDVB mediante la técnica Droplet 

Digital PCR (ddPCR) utilizando la cepa de referencia NADL-DVB. 

 

La cepa de referencia NADL fue realizada por triplicado, desde la dilución -1 (C -1) hasta 

la dilución -7 (C -7) para evaluar el límite de detección de la técnica. En la figura 15 

vemos los resultados obtenidos a la salida del equipo mediante el Software QuantaSoftTM 

Analysis Pro. 
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Figura 15. Resultados obtenidos para la detección de VDVB mediante Droplet Digital 

PCR (ddPCR) utilizando la cepa de referencia NADL-DVB (control positivo) en 

diluciones seriadas en base 10 desde 286,3 ng/µl (C-1) hasta 286,3 x 10-7 ng/µl (C-7). 

Controles de corrida: plásmido con 1 x 105 copias/µl (control positivo) y NTC (no 

template control) como control negativo. 

Observamos la cantidad de gotas positivas (azules) como va disminuyendo a medida que 

se encuentra más diluido y en la dilución -7 (C-7) ya no observamos gotas y la 

fluorescencia se mantiene en el mismo nivel que los controles negativos (NTC). 

La repetibilidad fue evaluada mediante el cálculo de los coeficientes de variación (CV), 

los mismos variaron entre 0,12% – 0,49%.  
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Figura 16. Número de copias/µl de la cepa de referencia NADL-DVB (control positivo) 

en diluciones seriadas en base 10 mediante Droplet Digital PCR (ddPCR). Cada dilución 

fue realizada por triplicado y agregándose un plásmido con 1 x 105 copias/µl como control 

positivo y NTC (no template control) como control negativo. 

 

Las concentraciones obtenidas de la cepa de referencia NADL-DVB mediante esta 

técnica fueron: 1766,6 copias/µl (C -1), 146,5 copias/µl (C -2), 16,6 copias/µl (C -3), 1,6 

copias/µl (C-4), 0,95 copias/µl (C -5) y 0,24 copias/µl en la última dilución detectada (C 

-6). Estos valores son el promedio de cada triplicado de cada dilución. Observamos que 

en la dilución siguiente (C -7) no hubo detección (No call), siendo el resultado igual a los 

NTC (no template control). El promedio del plásmido con 1 x 105 copias/µl (teóricas) fue 

de 119,7 número de copias/µl (Fig. 16). 
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Continuando con la puesta a punto de la técnica Droplet Digital PCR, también se realizó 

el límite de detección utilizando el plásmido recombinante que utilizamos para la técnica 

Real time PCR con las concentraciones desde 1 x 107 hasta 1 x 101 copias/µl. 

 

 

Figura 17. Límite de detección de la técnica Droplet Digital PCR utilizando diluciones 

del plásmido recombinante conteniendo el gen 5´UTR del virus de DVB; desde 1 x 107 

hasta 1 x101 copias/µl (A9 – G09) y NTC (no template control) (H09). Gotas negras= 

eventos negativos y gotas azules= eventos positivos. 

 

Observamos que el límite de detección con el plásmido fue hasta 1 x 102 (100) número de 

copias/µl, luego no se observan gotas positivas (azules) (Fig. 17). 

 

Las concentraciones obtenidas utilizando el plásmido recombinante conteniendo el gen 

5´UTR del virus de DVB mediante esta técnica fueron: 1541 copias/µl (1 x 107), 610 

copias/µl (1 x 106), 49 copias/µl (1 x 105), 5,5 copias/µl (1 x 104), 0,53 copias/µl (1 x 

103), 0,16 copias/µl (1 x 102) y 0 copias/µl (1 x 101). 
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Luego de la puesta a punto de la técnica ddPCR tanto con la cepa de referencia NADL – 

DVB y el plásmido recombinante, se procedió a realizar el límite de detección para 

muestras de campo, en este caso a partir de un animal PI (persistentemente infectado) que 

en primera instancia fue realizada una PCR convencional para su diagnóstico, como se 

explica en el punto 5.1. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 
 

 

Figura 18. Resultados obtenidos por Droplet Digital PCR para una muestra de campo 

(animal persistentemente infectado). Carril A02:  PI puro (1200 ng/µl), carril B02: PI -1 

(122ng/µl), carril C02: PI -2 (11,5 ng/µl), carril D02: PI -3 (2,3 ng/µl), carril E02:  PI -4 

(0,12 ng/µl), carril F02: PI -5 (0,12 ng/µl), carril G02: control positivo cepa referencia 

NADL (2800 ng/µl) y carril H02: NTC (no template control).  

 

La técnica ddPCR para la muestra PI logró detectar hasta 0,45 copias/µl (PI -2) cuya 

concentración corresponde a 11,5 ng/µl. A partir de la dilución -3 (PI -3) no se observan 

gotas positivas. Se cuantificaron para PI puro: 17,4 copias/µl, PI -1: 1,6 copias/µl, PI -2: 

0,45 copias/µl y las diluciones -3 a -5: 0 copias/µl (Fig. 18). 
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 6.4.1 “Droplet Digital PCR” (ddPCR): Ensayo in vitro utilizando leche 

descremada ultrapasteurizada (UHT) 

 

Los resultados obtenidos en primer lugar nos permiten destacar que se logró de forma 

exitosa la extracción de ARN utilizando Quick-RNA™ Viral Kit (Zymo Research, USA) 

a partir de una muestra compleja como la leche por su composición y distribución de sus 

componentes. 

El título viral obtenido en cultivos celulares y calculados por el método de Reed y Muench 

fue de 105.17 DICC 50%/50 µl. A partir de este título viral, obtuvimos que la cepa de la 

cual partimos para este ensayo tenía 2958 unidades infectantes/µl. 

Mediante la técnica Droplet Digital PCR podemos ver que se logra detectar el virus en 

leche hasta la dilución -5 (101,7 x 10 -5 ng/µl) (Fig.19). 

 

 

 
Figura 19. Resultados obtenidos por Droplet Digital PCR a partir de virus DVB cepa de 

referencia NADL-DVB en leche. Las concentraciones van desde 101,7 ng/µl a 101,7 x 

10-5 (carril A02 a F02), virus 1500 ng/µl (G02) y NTC (no template control) (H02). 

 

El número de copias virales obtenidas para el virus DVB en leche contaminada 

artificialmente en concentraciones desde 101,7 ng/µl a 101,7 ng/µl x 10 -5 (A05- F05) 

fueron: 14,6 copias/µl (A02); 0,8 copias/µl (B02); 0,77 copias/µl (C02); 3,3 copias/µl 

(D02); 1,8 copias/µl (E02) y 1,5 copias/µl (F02). 

Para el virus DVB puro (control positivo, 1500 ng/µl) se cuantificaron 3400 copias/µl 

(G02) y 0 copias/µl NTC (no template control) (H02). Podemos ver que se logran detectar 

copias virales, pero se necesitarían más ensayos para poder realizar la puesta a punto de 
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esta técnica en muestras de leche con virus DVB, ya que a su vez las diluciones obtenidas 

no fueron correlativas. 

 

Por otro lado, el mismo ensayo realizado detectando el virus DVB en agua DEPC 

mediante la técnica Droplet Digital PCR también logra detectar hasta la dilución -4 (151,5 

x 10 -4 ng/µl) (Fig.20). 

 

 

 

Figura 20. Resultados obtenidos por Droplet Digital PCR a partir de virus DVB cepa de 

referencia NADL-DVB en agua DEPC. Las concentraciones van desde 151,5 ng/µl a 151, 

5 x 10-4 (carril A05 a E05), virus 1500 ng/µl (F05), muestra de campo 1,5 ng/µl y NTC 

(no template control).  

 

 

El número de copias virales obtenidas para el virus DVB en agua DEPC en 

concentraciones desde 151,5 ng/µl a 151,5 ng/µl x 10 -4 (A05- E05) fueron:  

145 copias/µl (-1); 28,2 copias/µl (-2); 1,7 copias/µl (-3); 0,7 copias/µl (-4); 0,5 copias/µl 

(-5). Para el virus DVB puro (control positivo, 1500 ng/µl) se cuantificaron 888 copias/µl 

(F05). Luego una muestra de campo 1,2 copias/µl (G05) y NTC (no template control) 

(H05). 
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 6.5 Análisis y resultados obtenidos comparando las tres técnicas moleculares de 

diagnóstico para DVB 

 

Para realizar un análisis y poder comparar ambas técnicas cuantitativas moleculares para 

el diagnóstico de DVB, realizamos una gráfica de regresión lineal mediante el log10 de 

los resultados obtenidos en número de copias/µl para lograr normalizar los datos 

numéricos (Fig.21). Los datos analizados en este caso, fueron los comparables entre 

ambas técnicas, siendo los que se encuentran dentro del rango dinámico de la curva 

estándar para la Real time PCR. La pendiente es igual a 1,47. 

 

 

 
 

Figura 21. Gráfica de regresión lineal de los resultados de cuantificación de VDVB 

mediante Real time PCR y Droplet Digital PCR. Los valores están expresados como 

log10 n° copias/µl. Ecuación de regresión lineal: y= 0,5391x - 1,1302 y R2= 0,81 

 

A continuación, observamos en la Tabla 2, los límites de detección de las técnicas 

moleculares utilizando muestras controles: plásmido recombinante conteniendo el gen 

5´UTR del virus de DVB y cepa de referencia NADL-DVB. También se muestran 

resultados del ensayo in vitro utilizando leche descremada ultrapasteurizada (UHT), 

donde se contaminó leche artificialmente, y en forma paralela y con las mismas 

condiciones metodológicas del virus DVB en leche y en agua DEPC.  
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Tabla 2.  Límites de detección de PCR convencional, Real time PCR y Droplet Digital PCR en 

muestras control de DVB y en ensayo contaminando leche artificialmente con DVB 

 

Muestras 

control 

PCR 

convencional 

Real time PCR                             

Ct                    copias/µl  

Droplet Digital 

PCR  

Plásmido 
dilución: 1 x 

103  

15,48 ± 0,24 

a 34,32 ± 

0,73 

8.044.600 a 

14,5 
dilución: 1 x 102 

Cepa NADL-

DVB 
2,0 ng/µl 30,34 ± 0,17 

dilución:  C-4 = 

286,3 x 10 -4 

ng/µl 

dilución:  C-6 =  

286,3 x 10-6 

ng/µl 

DVB en 

leche * 

dilución -2: 

101,7 x 10-1 

ng/µl 
NC NC 

dilución -5:      

101,7 x 10 -5 

ng/µl  

DVB en agua 

DEPC 

dilución -3: 

151,5 x 10-2 

ng/µl 
NC NC 

dilución -4:       

151,5 x 10-4 

ng/µl  

NC: no corresponde 

* se contaminó leche artificialmente con concentración conocida de cepa NADL-DVB 

 

 

En la técnica Droplet Digital PCR el valor máximo obtenido en las muestras de suero 

analizadas fue de 167 copias/µl y el valor mínimo de 0 copias/µl; mientras que en la 

técnica Real time PCR el valor máximo obtenido fue de 497026,5 n° de copias/µl y el 

valor mínimo de 3 copias/µl (Anexo 1). 

Se observa una coherencia entre las tres técnicas, las muestras negativas por PCR 

convencional en su mayoría también son negativas por qPCR y ddPCR salvo algunas 

excepciones (muestras 20 y 24) que fueron detectadas copias virales mediante ddPCR. 

De las 46 muestras analizadas por PCR convencional 27 son positivas y 19 son negativas. 

En la técnica qPCR, de las 27 muestras positivas por técnica PCR convencional, 22 fueron 

positivas por Real time PCR. 

A su vez, de las 27 muestras positivas por PCR convencional todas fueron positivas por 

ddPCR más 3 muestras: 20, 24 y 27 que fueron positivas por ddPCR. Serían entonces un 

total de 30 muestras positivas por ddPCR (Anexo1). 

Otra relación que se observa, es que los resultados de la qPCR y ddPCR son directamente 

proporcionales: a mayor número copias virales por qPCR, mayor también el número de 

copias virales mediante ddPCR. Esto se puede observar en el Anexo 1.  
 

 

 
 

 



 

38 
 

Tabla 3. Resultados cualitativos (positivos y negativos) obtenidos del Virus de la Diarrea Viral 

Bovina mediante tres técnicas moleculares de diagnóstico: PCR convencional, Real time PCR y 

Droplet Digital PCR de muestras de suero bovino 

Muestras suero DVB                            

(resultado cualitativo) 
Positivos Negativos 

PCR convencional 27 19 

Real time PCR 22 24 

Droplet Digital PCR 30 16 

 

 6.6 Análisis estadístico  

      

Las pruebas diagnósticas Droplet Digital PCR y Real time PCR presentan un grado de 

concordancia excelente: Coeficiente Kappa= 0,802 con un Nivel de confianza del 95%. 

La proporción de conformidad observada: 90% y la proporción de conformidad esperada 

49,6%. 

Se analizaron la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo 

negativo, precisión, los resultados se muestran en la Tabla 4. 

 

Tabla 4.Comparación de resultados de Droplet Digital PCR y Real time PCR. Se muestran los 

datos de: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo 

(VPN) con un nivel de confianza del 95% 

Test VP FN FP VN 
Sensibilidad 

(%) 
Especificidad 

(%) 
VPP 
(%) 

VPN 
(%) 

Precisión 
(%) 

Índice 
Kappa 

(K) 

ddPCR  27 0 3 16 100 84.2 90 100 93.5 
0.80 

qPCR 22 5 1 18 81.5 94.7 95.7 78.3 86. 

Sensibilidad= VP/VP+FN. Especificidad=VN/FP+VN.VPP=VP/VP+FP.VPN=VN/VN+FN.VP es el número de 

muestras con resultado verdadero positivo. FN es el número de muestras con resultado falso negativo. VN es el 

número de muestras con resultado verdadero negativo. FP es el número de muestras con resultado falso positivo. 

Precisión = VN+VP/VN+VP+FN+FP. El índice kappa se calculó para medir la concordancia entre pruebas. 
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 7. DISCUSIÓN  

 

En este trabajo, por primera vez se analizan y se comparan resultados de técnicas 

moleculares de diagnóstico para la detección y cuantificación del virus de la DVB: PCR 

convencional, Real time PCR y Droplet Digital PCR, siendo estas últimas cuantitativas 

(n° copias virales/µl). Existen numerosas investigaciones que comparan estas dos últimas 

técnicas para la detección y cuantificación en diferentes muestras: virus de Leucosis 

Bovina (De Brun et al., 2022), virus de fiebre aftosa FMVD A24 Cruzeiro (Pinheiro-de-

oliveira et al., 2018b); HIV-1 (Henrich et al., 2012); BK virus (Bateman et al., 2017); 

enterovirus 71 (Lui & Tan, 2014); virus del dengue (Abachin et al., 2018); virus 

encefalitis japonesa (Wu et al., 2017). Todos ellos logran demostrar que la Droplet Digital 

PCR es una herramienta de diagnóstico molecular que ofrece amplias ventajas en 

comparación a la Real time PCR: mayor especificidad, sensibilidad y reproducibilidad 

que Real time PCR (Abachin et al., 2018; Alikian et al., 2017; Alteri et al., 2020; Hayden 

et al., 2013; Zhang et al., 2019). A partir del año 2014, comienzan a surgir numerosas 

publicaciones donde se utiliza la técnica Droplet Digital PCR y la misma ha demostrado 

calificar para estas características y superar ampliamente algunas debilidades de otras 

técnicas como la Real time PCR. Por estas razones es que, uno de los objetivos de la tesis 

fue estandarizar esta herramienta para el virus de la Diarrea viral bovina. El número de 

muestras utilizadas en el presente trabajo fue similar al utilizado en otras investigaciones 

para comparar estas técnicas: 34 muestras (De Brun et al., 2022), 25 muestras (Abachin 

et al., 2018), 11 muestras (Pinheiro-de-oliveira et al., 2018a), 55 muestras (Alteri et al., 

2020), 50 muestras (Hayden et al., 2013). 

 

En términos generales, la ddPCR tuvo una performance muy satisfactoria para el virus de 

la DVB. Utilizando la cepa de referencia NADL-DVB, la ddPCR logró detectar utilizando 

la misma muestra cepa NADL-DVB, 2 veces más diluida la muestra de origen, siendo 

hasta la dilución C-6 en ddPCR y hasta la dilución C-4 en qPCR. un orden más en número 

de copias virales que la técnica Real time PCR. De las diluciones realizadas, hasta la 

dilución -7 con la cepa de referencia NADL-DVB: ddPCR detectó 6/7, qPCR 4/5 y la 

PCR convencional (5/7) positivas. Más específicamente, el límite de detección por 

ddPCR fue 0,24 copias/µl, que corresponde a 286,3 x 10-6 ng/µl 1 (dilución -6) mientras 

que en la técnica qPCR fue 683 copias/µl, que corresponde a 286,3 x 10-4 ng/µl (Ct= 

30,34 ± 0,17), dilución -4 (C -4). Podemos comparar estos resultados con los obtenidos 

en un trabajo de detección de Circovirus porcino III donde el límite de detección fue de 

0,06 copias/µl en ddPCR en y 16,04 copias/reacción en qPCR (Zhang et al., 2019). Aquí 

destacamos que en ddPCR fue comparable el resultado, pero en qPCR nuestro resultado 

fue mayor. Cabe destacar que la reproducibilidad de la qPCR es menor que ddPCR, es 

decir que realizar el mismo ensayo en otro laboratorio, generalmente lleva a obtener 

similares resultados en ddPCR pero no tanto así en qPCR (Jaworski et al., 2018). Esto 

principalmente está fundamentando en que la ddPCR no necesita de la calibración de una 

curva estándar (Abachin et al., 2018; Alikian et al., 2017; Yang et al., 2014); se debe 

evaluar para ensayos en ddPCR la repetibilidad, en este caso como mencionamos en punto 



 

40 
 

6.4 los coeficientes de variación oscilaron entre 0,12-0,49%, similar a lo obtenido en 

SARS-CoV-2 con ddPCR (Alteri et al., 2020). 

En otros trabajos con ddPCR, el límite de detección para otro virus, en este caso virus de 

fiebre aftosa, fue de: 101.4TCID50/ml y 26,5 copias/µl (Pinheiro-de-oliveira et al., 2018a), 

siendo también resultados similares. Por otra parte, varios estudios de investigación 

relacionados al Cáncer utilizan esta herramienta de diagnóstico molecular por su alta 

sensibilidad y especificidad. En un estudio que busca mutaciones ptDNA en etapas 

tempranas se encontró una sensibilidad del 93,3 % especificidad del 100% y 96,7% de 

precisión (Beaver et al., 2015), estos resultados son muy similares al obtenidos en este 

trabajo (ver Tabla 4). Lo mismo ocurre cuando se buscan bajas frecuencias por ejemplo 

de CNV´s donde ddPCR tiene una sensibilidad de 2 copias/µl (cuantificación absoluta) 

mientras que en la qPCR son cuantificaciones relativas(∆Ct) (Olsson et al., 2016). 

 

La técnica Real time PCR necesita de la realización de una curva estándar para lograr esta 

cuantificación relativa, en este caso utilizamos el plásmido conteniendo la región 5’UTR 

del genoma de DVB. Los valores obtenidos de la curva estándar fueron: coeficiente de 

regresión (R2) de 0,99 y eficiencia de amplificación de 102%. Estos valores se encuentran 

dentro del rango de valores admitidos: eficiencia de amplificación de 90 – 110% y 

coeficiente de regresión > o = a 0,99 (Nolan et al., 2006; Pinheiro-de-oliveira et al., 

2018b; Wu et al., 2017; Zhang et al., 2019).  

Los resultados cualitativos de las muestras de suero bovino analizadas fueron: de las 46 

muestras analizadas por PCR convencional: 27 positivas y 19 negativas, por la técnica 

ddPCR: 30 positivas y 16 negativas y por la técnica qPCR, 22 muestras positivas y 24 

muestras negativas. Esto llama mucho la atención, ya que muestras positivas por PCR 

convencional no se encontraron dentro del rango dinámico de la curva estándar y por esta 

razón son consideradas como negativas o <10 copias/µl. En este caso 6 muestras 

(muestras 6, 9, 10, 15, 29 y 30) tienen un resultado positivo por PCR convencional y 

ddPCR, pero tienen un resultado negativo o <10 copias/µl por qPCR. Esto se ve reflejado 

al comparar el resultado en % de la sensibilidad de ambas técnicas: siendo en qPCR 81,5% 

y en ddPCR 100%. Entonces, desde un punto de vista cualitativo y de la capacidad de la 

técnica de detectar muestras positivas, podemos considerar que ddPCR está detectando 

un número de muestras positivas mayor que las otras dos técnicas moleculares. 

Esto es un punto muy importante, ya que a veces al realizar la curva estándar se debe 

contemplar que la eficiencia de amplificación y el coeficiente de regresión se encuentren 

dentro de los valores admitidos y que los valores de Ct obtenidos se correlacionen a la 

concentración de ADN molde. En algunos casos, puede ocurrir que si agregamos más 

puntos a la curva estándar la técnica se podría volver imprecisa y no podemos colocarlos 

dejando tal vez muestras fuera de rango y que siendo positivas son evaluadas como 

negativas.  

En cuanto a la cuantificación de las muestras de suero bovino, el número de copias virales 

osciló en el orden de 104 - 105 copias/µl mediante qPCR y entre 101 - 102 mediante ddPCR.  

Estos resultados son comparables a los obtenidos en similares trabajos de investigación 

con otro virus de la misma Flia. Flaviviridae (Zika virus), donde también se compararon 

las técnicas qPCR y ddPCR.  El rango de detección para qPCR fue de 10 copias/µl – 1 x 



 

41 
 

108 copias/µl mientras que el rango de detección para ddPCR fue de 1 copia/µl – 1 x 104 

copias/µl (Hui et al., 2018).  

A su vez, los valores para la cuantificación en sueros bovinos obtenidos mediante qPCR 

fueron mayores a los obtenidos por otros autores (Kosinova et al., 2007) donde fueron de 

102  cDNA /VDVB copias/µl. Esto nos demuestra que, al ser una técnica de cuantificación 

relativa, en este caso, a una curva estándar realizada con un plásmido conteniendo el gen 

de interés para el diagnóstico de DVB, se encontraron fuera del rango dinámico 

posiblemente por bajas cargas virales. 

La ddPCR logró detectar bajas concentraciones de copias del virus; siendo importante 

además que la cuantificación y detección de ácidos nucleicos está basado en el principio 

de distribución de Poisson, en lugar de tener que realizar una curva estándar para lograr 

la cuantificación. Es de destacar que 2 muestras (muestras 20 y 24) por PCR convencional 

y Real time PCR mostraron un resultado negativo, pero sin embargo en la técnica ddPCR 

se observaron gotas positivas: muestra 20 (Ct 35,9; ddPCR 0,25 copias/µl) y muestra 24 

(Ct 35,45; ddPCR 0,4 copias/µl). Esto fue similar a lo observado por Hui et al., (2018) 

para el Zika virus, donde una muestra de suero bovino (“B”) el resultado obtenido por 

qPCR fue negativo (Ct 38,87) y por ddPCR se calcularon de 13,8 – 14,3 copias/µl. 

Resultados similares obtuvo De Brun et al., 2022, donde 5 animales analizados para el 

diagnóstico del virus de la Leucosis bovina fueron negativos por Inmunodifusión en gel 

de agar (IDGA), ELISA y PCR convencional pero positivos por ddPCR; a su vez esta 

técnica logró detectar animales positivos precozmente desde el día 2. 

 

La detección temprana del animal PI es uno de los puntos clave en los programas de 

control/erradicación de DVB (Zoccola et al., 2017). Contar con herramientas de 

diagnóstico molecular robustas, de alta sensibilidad y especificidad, con bajos límites de 

detección, son fundamentales para lograr este fin.  En este trabajo observamos que en 

muestras de suero de animales PI que presenten muy bajas cargas virales, la ddPCR logra 

detectar concentraciones más bajas que la qPCR. La técnica ddPCR para esta muestra PI 

logró detectar hasta 0,45 copias/µl (PI -2) cuya concentración corresponde a 11,5 ng/µl. 

La cuantificación de la muestra sin diluir (PI puro) por ddPCR fue de 17,4 copias/µl. En 

la técnica qPCR, observamos que para PI-2 el Ct promedio fue de 37,7 y para PI-1 32,2. 

En este caso, si comparamos con la curva estándar ambas muestras estarían fuera del 

rango dinámico. Las siguientes diluciones no fueron detectadas por el equipo en esta 

técnica. Esto también se demuestra en otras investigaciones donde se analizan 10 

muestras de terneros PI para el diagnóstico y cuantificación de VDVB, y el límite de 

detección por la técnica Real time PCR fue de 100 copias de ARN viral por reacción en 

la dilución 10-5 de una muestra de animal PI (TCID 50) (Zoccola et al., 2017). Es decir 

que cuando partimos de muestras con muy bajas cargas virales la técnica qPCR no logra 

detectarlas, sin embargo, observamos que la ddPCR tiene mayor sensibilidad y límite de 

detección y por lo tanto logra cuantificar copias virales muy bajas. De todas maneras, 

tenemos que mencionar que nos llama muchísimo la atención cargas virales tan bajas 

cuando estamos analizando una muestra de un animal PI, cuando la realidad es que 

eliminan cargas virales muy altas (Lanyon et al., 2014). En este sentido, algunos autores 

afirman que para detectar animales PI, en la técnica Real time, el Ct debería considerarse 
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hasta 28,9. Sin embargo plantean que podría haber un sub-diagnóstico de algunos PI. En 

ese trabajo obtuvieron un Ct entre 19 y 29 para muestras de animales PI y Ct entre 30 y 

41 para animales con infección aguda de DVB (Hanon et al., 2014). En contraste, otros 

autores obtuvieron Ct entre 32 y 37 para muestras de animales PI (Edgar Valdez et al., 

2018). Frente a esto, nos preguntamos si es que estamos frente a muestras de animales PI 

con bajas cargas virales o si es que se necesiten ajustes metodológicos, por ejemplo: si la 

región del genoma utilizada es la adecuada para cuantificar VDVB, si al usar un kit 

comercial para la extracción de ARN podemos estar obteniendo concentraciones muy 

bajas de ARN y ahí estar “perdiendo” ARN de la muestra inicial.  

  

Teóricamente, en ddPCR, la reacción de la muestra (20 µl) se subdivide en 20.000 gotas. 

Sin embargo, durante el análisis y la preparación se pueden perder gotas, 

fundamentalmente por las características intrínsecas del ensayo. Según recomendaciones 

de “The Digital MIQE Guidelines”, la cantidad de gotas mínimas en las cuales se debe 

particionar la muestra es de 10.000 gotas, para lograr un resultado validado por la técnica 

y obtener el número de copias final de esa muestra (Pinheiro-de-oliveira et al., 2018b). 

De acuerdo a Hayden et al. (2013), la cuantificación absoluta directa a tiempo final que 

brinda la ddPCR tiene ventajas económicas una vez que se haya adquirido el equipo, ya 

que no es necesario realizar curvas de calibración. Droplet Digital PCR también es una 

herramienta con potencial utilidad en la caracterización de la dinámica de poblaciones 

microbianas a partir de muestras complejas del ambiente (Kim et al., 2014). En varios 

trabajos de investigación se demuestra que es una herramienta más flexible en cuanto a 

la calidad de la muestra y menos sensible a los inhibidores que generalmente se 

encuentran en las PCR (Verhaegen et al., 2016). En un trabajo con Salmonella en leche, 

las cantidades de calcio y etanol afectaron la inhibición de la Real time PCR a más de 5,5 

mM o 1,5%. Sin embargo, esta inhibición no fue significativa en la Droplet Digital PCR 

(Wang et al., 2018a). Hablando de muestras complejas, la técnica Droplet Digital PCR 

de la presente tesis, logró detectar el virus hasta la dilución -5 en leche. En la PCR 

convencional se logró detectar el virus hasta la dilución -2 en leche y hasta la dilución -3 

en agua DEPC. Resultados obtenidos por Kosinova et al. (2007), donde analizaron 

también muestras de leche de tanque por qPCR, los valores oscilaron en el orden de 101-

102 cDNA/VDVB copias/µl, utilizando la región 5´UTR para detectar el genoma de DVB. 

Esto es similar a nuestros resultados obtenidos por PCR convencional, pero vemos que la 

técnica Droplet Digital PCR podría llegar a ser de mayor sensibilidad y límite de 

detección por estos resultados preliminares que de todas maneras deberían ser analizados 

en mayor profundidad en futuros estudios. 

A su vez, podríamos comparar estos resultados con los obtenidos por Drew et al. (1999) 

en Inglaterra, donde se analizaron muestras de leche de tanque de 80 establecimientos 

mediante ELISA anticuerpos y RT-PCR utilizando la región 5´UTR. En este trabajo los 

resultados fueron 16/77 (20,5%) positivos por RT-PCR en el cual observaron se 

correlacionaba con los resultados de altos niveles de anticuerpos en leche de tanque. Sin 

embargo, en 86 establecimientos como grupo control, los cuales no tenían historia previa 

de DVB, pero sí tenían resultados de bajos niveles de anticuerpos en leche de tanque, los 

resultados por RT-PCR fueron todos negativos. En el estudio afirman que ningún 
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establecimiento utilizaba vacunas para DVB. Esto nos puede dar lugar a cuestionar si 

puede que la sensibilidad de esta técnica no haya sido suficiente para detectar genoma de 

DVB en leche de tanque en esos establecimientos.  

En otro orden, y a partir del título viral obtenido por el método de Reed y Muench (10 5.17 

DICC 50%/50 µl), se calculó que la muestra de la cual se partió para este ensayo tenía 

2958 unidades infectantes/µl. Si se compara estos datos (calculados teóricamente) con las 

copias virales/µl obtenidas por la técnica Droplet Digital PCR el virus DVB en agua 

DEPC, se observa que para el virus DVB puro (control positivo, 1500 ng/µl) se 

cuantificaron 888 copias/µl y por el método calculado fueron 2958 copias/µl. Luego y 

para las diluciones en base 10, los valores fueron: 145 copias/µl ddPCR y 295,8 copias/µl 

calculadas teóricamente en la dilución -1. La siguiente sería 28,2 copias/µl ddPCR y 29,6 

copias/µl teóricas (-2); 1,7 copias/µl ddPCR y 2,9 copias/µl teóricas (-3). Como se puede 

observar, a medida que se fue diluyendo la muestra, el número de copias virales fue más 

concordante entre las copias obtenidas por ddPCR y las calculadas a partir de la titulación 

en cultivo celular. Sin embargo y a pesar de ello, en términos generales los resultados 

indican que existen diferencias entre ambos métodos de cuantificación viral. Uno de los 

principales factores que pueden explicar estas diferencias es el hecho de que la ddPCR 

cuantifica genomas virales totales, mientras que titulación en cultivo celular se basa en la 

capacidad infectiva del virus. Esto permitiría asumir que las copias cuantificadas por la 

ddPCR, debería ser mucho mayores a las copias obtenidas por cultivo celular, ya que este 

último depende de la capacidad infectante, o sea de la integridad de la partícula viral y su 

capacidad de multiplicación en células susceptibles. Sin embargo, los resultados fueron 

en sentido inverso. Se logró mayor cuantificación por cultivo celular que por ddPCR, 

sobre todo en las muestras más concentradas. Este resultado no presenta a priori una 

lógica biológica, por lo que la única conclusión valida con los resultados obtenidos, es 

que no presenta coherencia la cuantificación por ambos métodos.    

    

También se pudo observar, a partir de los resultados obtenidos por la técnica Droplet 

Digital PCR en los ensayos del virus DVB en leche ultrapasteurizada UHT y en agua 

DEPC, diferencias en la detección del virus. En la leche se detectó una menor detección 

de copias virales, tal vez por cierta inhibición en la PCR por la composición de la leche. 

La leche es una matriz compleja y heterogénea compuesta por un sistema coloidal de tres 

fases: en solución (minerales y glúcidos), en suspensión (sustancias proteicas) y en 

emulsión (grasa), lo cual a veces resulta compleja tanto para métodos de extracción ARN 

y el diagnóstico molecular (Secchi, 2009). De todas maneras, estos ensayos deben ser 

repetidos nuevamente, ya que en el presente trabajo no se logró estandarizar 

correctamente la técnica del virus de DVB en leche, por la dificultad en la obtención 

mínima de las gotas necesarias para validar el método. Como hemos comentado 

anteriormente, un paso crucial en el desarrollo de esta técnica es la formación de gotas, 

las cuales se forman en el tercer pocillo del cartucho (Fig.4) en el equipo QX200 

“Generador de Gotas” (Bio-Rad #186-4002). Luego deben colocarse cuidadosamente en 

la Placa de 96 pocillos. Al margen de esto, es importante señalar que existen 

publicaciones realizadas que utilizan esta técnica Droplet Digital PCR para detectar otros 

patógenos, como Bacillus cereus en leche pasteurizada UHT, y comparan resultados con  



 

44 
 

Real time PCR (Porcellato et al., 2016). El límite de detección encontrado en este caso 

fue de 8,4 +- 2,2 copias/ reacción en ddPCR y 49 copias/reacción en qPCR. A su vez, 

también los autores destacan que la qPCR se demuestra más afectada por inhibidores de 

la PCR que la ddPCR, y que eso está dado por la partición de la reacción de PCR en gotas, 

lo cual reduce la exposición a los inhibidores de la PCR. Esta conclusión es compartida 

por otros autores que obtuvieron similares resultados al cuantificar Salmonella 

typhimurium en leche y logrando una cuantificación absoluta cuando las concentraciones 

son mayores a 1 ng/µl o 10E6 UFC/ ml (Wang et al., 2018b).  

 

Finalmente, con respecto al análisis realizado para estudiar la variabilidad genética de 

DVB de las muestras utilizadas en este trabajo, observamos que al igual que en otras 

investigaciones el genotipo VDVB-1 es el genotipo más prevalente con una frecuencia 

de 94,3% (33/35) de las muestras de suero bovino y las muestras de los dos animales 

persistentemente infectados (BVD37 y BVD38), mientras que el genotipo VDVB-2 

representó un 5,7% (2/35), correspondientes a las muestras BVD2 y BVD13. Esto fue 

muy similar al resultado obtenido por Maya et al. (2016b), donde VDVB-1 presentó una 

frecuencia de 92,9% (13/14) y VDVB-2 un 7,1% (1/14). La región secuenciada en este 

trabajo fue la región 5´UTR del genoma de VDVB (amplicón de 207 pb), siguiendo 

referencias bibliográficas que se han publicado anteriormente para realizar diagnóstico y 

cuantificación de VDVB con estas técnicas moleculares (da Silva Silveira et al., 2020; 

Dias et al., 2017; Kosinova et al., 2007; Maya et al., 2016a; Robesova et al., 2009; Š. 

Vilček et al., 2001; Zoccola et al., 2017). Sin embargo, en el año 2021, se publicó un 

trabajo realizado por un equipo de la Universidad Federal de Santa María (Río Grande do 

Sul, Brasil) donde se discute o plantea cuál sería el gen a elegir para la subtipificación de 

VDVB (de Oliveira et al., 2021). A partir del análisis del genoma completo de la región 

5´UTR, región 3´UTR y 12 genes individuales, observaron que al menos 2 secuencias 

(BVDV-1q y BVDV-1e) se agruparon en forma separada en la filogenia basada en 5´UTR 

y NS4A respectivamente. Lo mismo ocurrió para BVDV-2, donde no se pudieron 

clasificar 4 secuencias de BVDV-2a a partir del análisis de 5´UTR. Al igual que para 

BVD-1, las regiones UTR, presentaron mayores discordancias que las regiones 

codificantes cuando se comparó con el GC. En base a la distancia geodésica, NS4B para 

el BVD-1 y la NS5A para BVD-2 son los mejores marcadores, tienen las longitudes más 

cercanas al análisis del genoma completo para el subtipificado de este virus. Por lo tanto, 

la utilización de estos genes individuales, minimizan errores de subtipificación y deberían 

ser implementados futuramente en estas muestras para confirmar los resultados obtenidos 

en el presente trabajo. Por último, las muestras de DVB obtenidas a partir de vacunas 

comerciales (BVD32, BVD35, BVD36), se agruparon en el cluster VDVB-1. El objetivo 

de analizar estas vacunas se realizó para evaluar si los genotipos utilizados en las vacunas 

son o se corresponden a los genotipos que circulan en nuestro país en mayor porcentaje. 

Al observar los resultados obtenidos, vemos que el genotipo VDVB-2 no fue detectado 

en las cepas vacunales. Sin embargo, debe considerarse que la filogenia se infiere a partir 

de una única región parcial (5´UTR). En este sentido, esta región es altamente conservada 

y no lo suficientemente variable para la subtipificación de DVB; deberían realizarse 
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posteriores estudios utilizándose otros genes y/o regiones del genoma, de mayor 

variabilidad genética para el subtipificado (subgenotipos) como menciona  Oliveira et al. 

(2021). De esta manera, analizar los genes que codifican para las proteínas más 

inmunogénicas del virus, y así poder comparar la homología antigénica entre las cepas de 

campo y las cepas vacunales. VDVB posee glicoproteínas que inducen la producción de 

anticuerpos neutralizantes siendo la glicoproteína E2 la inmunodominante (Pedrera et al 

2008). La presencia de anticuerpos neutralizantes en VDVB es detectable en suero 2 a 4 

semanas post-infección, dependiendo de la cepa involucrada, manteniéndose hasta las 10-

12 semanas aproximadamente, o bien persistiendo durante toda la vida del animal 

(Fredriksen et al., 1999). 

La gran variabilidad genética que presenta el VDVB plantea una serie de desafíos para la 

eficacia y la seguridad de las vacunas. La mayoría de las vacunas actualmente son 

multivalentes, incluyendo el VDVB-1 y VDVB-2, junto con otras cepas de enfermedades 

reproductivas o virus respiratorias del ganado bovino (Newcomer et al., 2017). 

La vacunación contra VDVB en Uruguay no es obligatoria ni tampoco existe un plan 

oficial voluntario de control para mitigar las pérdidas que produce. Tampoco existen al 

momento, estudios que evalúen la eficacia de las vacunas en cuanto a su capacidad de 

producir anticuerpos neutralizantes. A su vez, es bajo el porcentaje de productores que 

vacunan en nuestro país según datos de otros autores; de 230 establecimientos, solo el 3% 

vacunaban en ese momento (Guarino et al., 2008).  

 8. CONCLUSIONES 

En este trabajo de investigación, por primera vez en Uruguay se analizan y se comparan 

resultados de técnicas moleculares de diagnóstico para la detección y cuantificación del 

virus de la DVB: PCR convencional, Real time PCR y Droplet Digital PCR. 

Se logra demostrar y afirmar lo presentado en otras publicaciones: la técnica Droplet 

Digital PCR es una herramienta molecular con mayor sensibilidad, especificidad y 

reproducibilidad que las técnicas existentes para el diagnóstico y cuantificación, en este 

caso para el virus de la Diarrea Viral bovina.  

A su vez, el análisis filogenético realizado a las muestras de suero bovino que comprenden 

este trabajo, son un aporte y avances en la epidemiología molecular de este virus, 

reafirmando que el genotipo BVDV-1 tiene mayor prevalencia en nuestro país. 

Se necesitan realizar más ensayos para determinar el límite de detección en leche del virus 

de DVB con Droplet Digital PCR. En este sentido, sería interesante como se comentó, 

realizar proyectos de investigación utilizando leche de tanque donde existe un pool de 

muestras de todo el rodeo para detectar precozmente la circulación viral de DVB en el 

rodeo. 

En conclusión, la técnica Droplet Digital PCR, es una herramienta molecular 

prometedora y se deberá continuar realizando estudios de investigación en DVB para 

mayores avances y herramientas para futuros programas de control de esta enfermedad. 

Sería relevante para el sector productivo lechero lograr detectar precozmente DVB en el 

rodeo mediante muestras colectivas de leche, que en última instancia se traduzcan 

también en menores costos para un programa de control eficiente.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Detección y cuantificación del Virus de la Diarrea Viral Bovina mediante tres 

técnicas moleculares de diagnóstico: PCR convencional, Real time PCR y Droplet 

Digital PCR de muestras de suero bovino 

 

Nº 

muestra 

ARN 

ng/µl 
260/280 

PCR 

convencional 

Real time PCR                                                                         

Ct             copias/µl 

Droplet 

Digital 

PCR                        

copias/µl 

39 19 1.7 Positiva 20,14 497026,5 145 

43 9,7 1.7 Positiva 22,44 88289,5 92,2 

41 21,9 1.7 Positiva 21,55 183120 34,2 

42 1 -4 Positiva 26,76 129.522 23,7 

34 50,1 1.25 Positiva  25,66 86000,5 167 

31 12,7 3.55 Positiva  24,47 21095,5 66,7 

36 0,3 0.17 Positiva  25,41 9331 15,1 

44 0,9 0.7 Positiva 24,1 25035 9,7 

45 14,6 1.7 Positiva 22,73 36439 7,4 

10 8 2.58 Positiva  35,13 <10 21,1 

2 11,7 1.93 Positiva 31,5 104,5 6,7 

32 10,5 1.04 Positiva  25,6 8090 8,4 

33 20,6 1 Positiva  31,5 329 6,6 

46 21,6 1.71 Positiva 24,72 15988 6 

28 0,2 1.91 Positiva  27,23 2557 4 

40 20,2 1,7 Positiva 25,91 6685 1,9 

35 5 19.41 Positiva  33,33 33 1 

5 9,6 1.99 Positiva 32,04 75,5 0,8 

21 2,9 1.74 Positiva  30,93 165 0,7 

23 2,1 3.05 Positiva  32,12 80,5 0,61 

25 4,8 2.48 Positiva  32,67 71,5 0,52 

17 12,8 1.85 Positiva 31,09 227 0,4 

6 7,4 2.13 Positiva 34,7 <10 0,11 

27 14,8 1,91 Negativa 32,12 64 0,14 

29 17,5 2,44 Positiva  35,17 <10 0,31 

9 8,1 1.96 Positiva  36,03 <10 0,23 

30 17,6 3.82 Positiva  35,58 <10 0,2 

24 15,4 1.8 Negativa 35,45 <10 0,4 

20 15,5 1.74 Negativa 35,9 <10 0,25 

15 13,2 1.81 Positiva  36,02 <10 0,4 

1 12 1.97 Negativa 34,9 <10 0 

3 14,5 1.86 Negativa 35,1 <10 0 

4 8,9 2 Negativa 35,9 <10 0 

7 6 1.85 Negativa 35,3 <10 0 

8 4,3 1.85 Negativa 34,8 <10 0 

11 12,6 2.25 Negativa 35,5 <10 0 

12 5,1 2.25 Negativa 34,7 <10 0 
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13 7,2 2.41 Negativa 35,2 <10 0 

14 7,2 2.29 Negativa 34,7 <10 0 

16 28 2,31 Negativa 35,6 <10 0 

18 6,9 2.7 Negativa 37,7 <10 0 

19 12,8 7.06 Negativa 36,6 <10 0 

22 3,6 2.35 Negativa 34,6 <10 0 

26 6 2.08 Negativa 34,76 <10 0 

37 55,2 1.77 Negativa 35,7 <10 0 

38 59,8 1,81 Negativa 34,7 <10 0 

 

 

 


