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TITULO: PRESENCIA Y CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA DEL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL 

BOVINA (BVDV) EN ANIMALES PERSISTENTEMENTE INFECTADOS (PI) EN REGIONES DE 

COLOMBIA*. 

 

 

AUTORES: Juan Sebastián Quintero Barbosa** 
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DESCRIPCIÓN: 

 

 

El virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV  de su nombre en inglés Bovine Viral Diarrea Virus)  es un patógeno 

asociado con enfermedades gastrointestinales, respiratorias y reproductivas del ganado en todo el mundo. Causa 

pérdidas económicas continuas a la industria ganadera principalmente debido a la disminución del rendimiento 

reproductivo. El BVDV es capaz de establecer una infección persistente después de la infección fetal, logrando una 

permanente circulación, de modo que los animales persistentemente infectados (PI) son generalmente transmisores de 

BVDV de manera mucho más eficiente que los animales infectados transitoria o agudamente. Esto dado por la 

capacidad que tiene el animal infectado de excretar grandes cantidades de virus a lo largo de su vida,  convirtiéndose 

así en el reservorio primario para BVDV.  

 

En este trabajo se detectó la presencia de animales PI en diferentes regiones de Colombia utilizando técnicas de RT-

PCR y más adelante, con la secuenciación de un segmento de la región 5 UTR y del gen que codifica para la proteína 

Npro, se determinó el genotipo viral. Dentro de los resultados se encontró una prevalencia del 7% por animal, 22% 

por predios y la presencia del genotipo 1 como único genotipo para la totalidad de las muestras secuenciadas. Este es 

el primer estudio realizado en Colombia en el que se muestra una prevalencia superior a la reportada en el resto del 

mundo, resultado de gran importancia para los ganaderos, los productores de vacunas y los entes gubernamentales. 

 

  

                                                      
* Trabajo de Grado. 
** Facultad de Ciencias Escuela de Biología Director: María Fernanda Gutiérrez MSc, PhD. Codirector: Adriana 

Corredor MSc, cPhD. 
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Abstract 

 

 

TITLE: PRESENCE AND GENOTYPICAL CHARACTERIZATION OF VIRUS OF THE BOVINE VIRAL 

DIARRHEA (BVDV) IN PERSISTENTLY INFECTED ANIMALS (PI) IN REGIONS OF COLOMBIA * 

 

 

AUTHORS  Juan Sebastián Quintero Barbosa ** 

 

 

KEYWORDS: diarrhea, virus, bovine, persistence, prevalence, genotype, infection  
 

 

DESCRIPTION: 

 

 

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a pathogen associated with gastrointestinal, respiratory and reproductive 

diseases of cattle worldwide. It causes continues economic losses to the livestock industry mainly due to the decrease 

of reproductive performance. BVDV is capable of establishing a persistent infection after a fetal infection thus 

achieving a permanent circulation so that the persistently infected animals (PI) are generally much more efficient 

BVDV transmitters than transiently infected animals. This is given by their capacity to excrete large amounts of virus 

throughout their lives. 

 

In this work, the presence of PI animals was detected in different regions of Colombia using RT-PCR techniques. 

Later, the viral genotype was determined with both the sequencing of a segment of the 5 UTR region and the gene 

that codes for the Npro protein. Within the results, it was found a prevalence of 7% per animal and 22% per farms. 

Additionally, the presence of genotype 1 as the only genotype for all the sequenced samples was established. This is 

the first study conducted in Colombia which results show a higher prevalence than other studies that reported in the 

rest of the world. This result is of great importance for farmers, vaccine producers, and government agencies. 
 

  

                                                      
* Degree Paper. 
** Facultad de Ciencias Escuela de Biología Director: María Fernanda Gutiérrez MSc, PhD. Codirector: Adriana 

Corredor MSc, cPhD 
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Introducción 

 

 

El virus de la diarrea viral bovina (BVDV) es uno de los agentes infecciosos de mayor importancia 

para el ganado bovino. Este virus presenta una distribución global y es endémico en la mayoría de 

las poblaciones, con niveles de seroprevalencia reportados entre el 40 y el 80% en promedio 

mundial y de entre un 50 y un 58% para Colombia en el año 2004 (Castañeda, 2004). 

La naturaleza infecciosa del virus ha tenido como consecuencia grandes pérdidas económicas 

principalmente de origen reproductivo, notorias en las industrias lácteas y cárnicas. Estas pérdidas 

tienen relación con el aumento de abortos y disminución de la calidad del semen, problemas 

respiratorios y digestivos disminuyen la ganancia de peso en producción de corrales de engorde 

(producción de carne), así como en el dinero invertido en animales enfermos y pérdidas en la 

producción (Houe, 2003). En Estados Unidos, las pérdidas económicas atribuidas al BVDV han 

sido estimadas entre 20 a 58 millones de dólares por cada millón de terneros (Houe, 2003). En 

Colombia, no se han estimado las pérdidas económicas causadas por BVDV, pero si se han 

determinado de forma general las ocasionadas por las enfermedades reproductivas, siendo de 

44.000 millones de pesos anuales; donde se sospecha que la BVDV tiene mucha responsabilidad 

debido a su alta seroprevalencia en los hatos colombianos. 

La infección con BVDV en ganado vacuno puede presentarse clínicamente causando uno de 

estos tres síndromes: como una infección aguda donde los síntomas son la diarrea, problemas 

respiratorios y reproductivos, como una infección persistente y, la forma más agresiva que es la 

llamada enfermedad de las mucosas (Potgieter, 1997). 
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Respecto al virus, este se comporta de forma lítica, lo que lleva a una multiplicación viral, con 

eliminación de muchos virus a partir de la célula infectada, lo cual se conoce como biotipo 

citopático (cp) y de forma contraria, hay cepas virales que no destruyen la célula y se conocen 

como no citopáticos (ncp). 

 La presentación aguda es la manifestación clásica de la enfermedad. En este caso el animal  se 

puede infectar con un biotipo citopatico (CP) o no citopatico (NCP) y desarrollar problemas 

respiratorios, digestivos, reproductivos y en algunos casos una infección mortal por síndrome 

hemorrágico por ejemplo con BVDV-2 (Baker, 1995; Baule et al., 2001; Potgieter, 1997). La 

infección fetal o infección persistente (PI) es el síndrome que presentan los animales infectados 

durante la gestación, entre los 35 a 125 días de gestación. Esta patología está asociada con la 

infección del biotipo ncp, convirtiendo a estos animales en los primeros reservorios del virus 

(Campbell, 2004). Finalmente, la  enfermedad de las mucosas se desarrolla en animales PI que 

adquieren una cepa citopática, desarrollando en el animal una sintomatología que se asocia con 

diarrea aguda, baja morbilidad y alta mortalidad (Baule et al., 2001; Campbell, 2004). 

Los programas de control empleados en los diferentes países se fundamentan en gran medida 

en la eliminación de la principal fuente de infección que son los animales PI, que se caracterizan 

por no presentar anticuerpos contra el virus pero si eliminarlo en grandes cantidades, por lo cual 

se constituyen en reservorios asintomáticos de la enfermedad (Lindberg et al., 1999). Bajo este 

esquema se ha erradicado la enfermedad en la región escandinava (Dinamarca, Finlandia, Suecia 

y Noruega) (Gates et al., 2014). 

En Colombia, pocos estudios de este virus han sido publicados. En 1975, se reportó la presencia 

del virus después de la entrada de terneros infectados importados de los Países Bajos (Borda, 

1975). Más tarde, en la década de 1990, se publicó un informe de caso de enfermedad de la mucosa 
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en el que se identificaron los biotipos de NCP y CP del virus (Vargas et al., 2009). Además, en 

1994 se publicó un estudio realizado en pueblos cercanos a Bogotá con un 89% de animales 

seropositivos en una población de 101 bovinos. Este estudio también mostró coinfecciones con 

otros patógenos como el virus de la leucemia bovina (BLV) y Leptospira sp (Parra, 1994). No 

obstante, en ninguno se ha incluido la búsqueda de animales PI, por tal motivo el objetivo de este 

trabajo fue determinar la prevalencia de animales persistentemente infectados con BVDV así como 

la identificación del genotipo circulante de este en ganado vacuno de diferentes regiones de 

Colombia.  

 

 

1. Objetivos  

 

 

1.1. Objetivo General 

 

Detectar la presencia y caracterizar genotípicamente el virus de la diarrea viral bovina (BVDV) en 

animales persistentemente infectados (PI) en regiones de Colombia 

 

1.2 Objetivos Especificos 

 

1. Detectar la presencia de PI de BVDV en ganado vacuno en Colombia.  

2. Determinar los genotipos circulantes de BVDV en animales PI en Colombia. 
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2. Marco Teórico 

 

 

2.1 Epidemiologia 

 

El BVDV fue reconocido por primera vez en Estados Unidos por Olafson y colaboradores en 1946, 

en hatos con síndrome agudo caracterizado por fiebre, diarrea, anorexia y tos (Baker, 1995).  

Ramsay y Chivers en 1953, describieron una enfermedad esporádica que se caracterizaba por 

diarrea, ulceraciones en la mucosa del tracto digestivo y una mortalidad del 100%. Posteriormente 

se determinó que los dos síndromes eran provocados por el mismo virus (Baker, 1995). A finales 

de los años 60 se describieron los dos biotipos virales, el CP y el NCP, dependientes de su habilidad 

de causar o no el efecto de muerte celular en cultivos celulares (Benfelt et al., 2003). 

De manera independiente al comportamiento del virus en las células, los avances en la 

secuenciación genética permitieron establecer que existen dos genotipos virales, el 1 y 2, 

caracterizados por las diferencias presentadas en la región 5ÚTR y en la región codificante para la 

proteína E2 (Ridpath et al., 1998). 

Recientemente se ha descrito la presencia de un tercer genotipo caracterizado por primera vez 

partir de aislamientos en suero fetal bovino contaminado y de un búfalo PI en Brasil y después en 

bovinos de diferentes países del mundo. Este nuevo genotipo difiere a los genotipos 1 y 2 de 

acuerdo con las regiones del genoma 5`UTR, Npro y E2 (Liu et al., 2009; Silvieira et al., 2017) 

En Colombia los primeros reportes de la enfermedad se registraron en 1975 después de una 

importación de ganado enfermo procedente de Holanda (Borda, 1975) y desde entonces, se han 
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realizado diferentes estudios en el país que muestran su presencia. En 1981, Gallego y 

colaboradores evidenciaron la presencia de la enfermedad en un hato de la sabana de Bogotá, en 

1990. Mogollón y colaboradores reportaron por primera vez en el país un caso de la enfermedad 

de las mucosas en 1992, Vera y colaboradores  realizaron estudios sobre el BVDV como agente 

contaminante en cultivos celulares de tejidos animales y dos años después, realizaron otro estudio 

buscando la seropositividad de 101 animales en fincas de la sabana de Bogotá encontrando una 

presencia de anticuerpos en el 89% de los animales estudiados (Parra, 1994). Finalmente el grupo 

del Dr. Jaime en 1996 determinó la presencia de animales PI en hatos lecheros de la sabana de 

Bogotá mediante la detección viral a partir de cultivo de linfocitos (Vargas et al., 2009). Con el 

pasar de los años no se conoce cuál es la situación actual del país, pero se estima que podría estar 

en el mismo intervalo de la seroprevalencia mundial la cual oscila entre 40-90% (Castañeda, 2004), 

adicionalmente en Colombia tampoco se ha estimado la prevalencia de animales PI  que en el 

mundo oscila entre 0.5 y 2% (Houe, 1999), ni el genotipo predominante circulante.  

 

2.2. Características del virus 

 

El BVDV es miembro del género Pestivirus de la familia Flaviviridae al igual que el virus de  la 

enfermedad de las fronteras de las ovejas (BDV de su nombre en inglés Border Disease Virus) y 

el virus de la peste porcina clásica (CSFV Classicla swine fever virus) y otros virus aislados de 

rumiantes silvestres (Girrafe, HoBi, etc) (Brodersen, 2014; Hamers et al., 2001; ICTV, 2014) y 

como los demás  Pestivirus, estos son capaces de infectar a diferentes especies pertenecientes al 

orden de los artiodáctilos (animales de uña hendida) (Hamers et al., 2001).  



PRESENCIA Y CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA DEL BVDV  | 17 

 

 

El genoma de BVDV es un ARN con polaridad positiva, no segmentado y de hebra sencilla, 

que posee una longitud de 12.5 kb (Donis, 1995; Hamers et al., 2001; Létora, 2003). El virión 

cuenta con una estructura icosahédricacon un diámetro entre 40 a 60 nm. Está constituido por una 

cápside icosahédrica, rodeado de una envoltura lipoproteíca (Donis, 1995) y su genoma posee un 

marco de lectura abierto (ORF) que codifica para una poliproteína de aproximadamente 4000 

aminoácidos (Hellen et al., 2007). 

 

2.2.1. Replicación Viral El virus presenta afinidad por los linfocitos, las células mononucleares 

y las epiteliales (Jaime, 1996) y  se ha observado que los biotipos no citopáticos prefieren 

leucocitos, órganos linfoides y células del tracto respiratorio mientras que los biotipos citopáticos 

se restringen más al tracto digestivo (Hamers et al., 2001), esto significa que existen diferencias 

en el tropismo dependiendo del biotipo.  

En el proceso de adhesión y penetración de virus a la célula están involucradas las proteínas de 

la envoltura viral Erns, E1 y E2 (Lazar et al., 2003). Si bien poco se conoce de los pasos iniciales 

del ciclo de infección de BVDV, se ha mostrado que la adhesión y entrada viral se lleva a cabo en 

dos pasos (Iqbal et al., 2000): el primero, consiste en la interacción o unión de la Erns con un 

receptor de la superficie celular dependiente de clatrina (Grummer et al,. 2004); y el segundo, la 

interacción de la E2 con una molécula más específica en la superficie, un corecceptor necesario 

para mediar la penetración (Hulst et al., 2001; Iqbal et al., 2000).  

Luego de adherirse y penetrar en la célula huésped, el virus ingresa al citoplasma por un proceso 

de endocitosis mediado por un pH ácido. Ahí libera su genoma y  el ARN viral, que actúa como 

un ARNm, entra en contacto con los ribosomas en la subunidad 40S mediante un dominio 

específico en el extremo 5´UTR (IRES) para iniciar la traducción (Hulst et al., 2001). El virus 
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utiliza el retículo endoplasmático como sitio primario para el ensamblaje de sus proteínas, 

biogénesis de las glicoproteínas de la envoltura y la formación del virión (ST-Louis, 2005). El 

ARN viral es traducido a una poliproteina que en su clivaje por enzimas virales y celulares, dará 

origen a las proteínas estructurales y no estructurales (Agapov et al., 2004). La replicación del 

genoma viral lo realiza la ARN polimerasa dependiente de ARN viral, produciendo hebras 

complementaria. Sucesivamente, la polimerasa viral usa estas hebras negativas para sintetizar las 

nuevas moléculas de ARN positivo que inmediatamente se encapsidarán para formar nuevos 

viriones (Hamers et al., 2001). 

 

2.2.2. Proteínas virales  

 

2.2.2.1 Proteínas estructurales Este virus cuenta con la proteína C en la cápside y tres proteínas 

más en la envoltura  Erns, E1 y E2. La proteína C empaqueta el ARN viral, la proteína de envoltura 

Erns es la encargada de la primera interacción con la membrana celular (Hulst et al., 2001) y las 

glicoproteínas E1 y E2 participan en el proceso de adherencia. Adicionalmente la proteína E2 

contiene los epítopes que inducen a la producción de anticuerpos (Donis, 1995; Lazar et al., 2003).  

 

2.2.2.2 Proteínas no estructurales Ocho son las proteínas involucradas con el proceso 

replicativo del virus. Ellas son la Npro, P7, NS2, NS2-3, NS3, NS4A, NS5A y NS5B (Donis, 1995; 

Johnson et al., 2001; Mendez et al., 1998). La proteína Npro presenta función proteolítica, la P7 

está asociada con la proteína estructural E2 en células infectadas pero no se sabe bien su función 

y la NS5B presenta actividad ARN polimerasa dependiente de ARN viral (Choi et al., 2006). La 
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proteína NS2-3 está presente en los dos biotipos CP y NCP y da origen a la proteína NS3 que solo 

está presente en los biotipos citopáticos (Hamers et al., 2001). 

 

2.2.3 Clasificación 

 

2.2.3.1 Biotipos virales En la naturaleza existen 2 biotipos, el NCP y el CP que se diferencian 

por su habilidad de causar muerte celular en cultivos celulares (Peterhans et al., 2010). El biotipo 

CP induce destrucción masiva celular mediante la formación de vacuolas citoplasmáticas con la 

muerte de las células pocos días después de la infección. El biotipo NCP es más prevalente en la 

naturaleza y no causa efectos visibles en las células. Se ha establecido que algunos virus como 

mecanismo de evasión al sistema inmune del organismo “apagan” la apoptosis, una de las 

respuestas más comunes cuando hay infección viral (Ridpath, 2005). 

 

2.2.3.2 Genotipos virales Con el surgimiento de la secuenciación, el BVDV ha sido divido en 

dos genotipos el 1 y el 2, caracterizados por diferencia en secuencia en las regiones 5´UTR y en 

las regiones codificantes para Npro y E2 (Vilcek et al., 2005), presentando una homología 

aproximadamente de 60% (Ridpath et al., 2000). 

Los dos biotipos se encuentran presentes en los dos genotipos (Bolin et al., 2004). El genotipo 

1 (BVDV-1) que causa diarrea, lesiones en las mucosas y fiebre y el genotipo 2 (BVDV-2) que se 

ha asociado con síndrome hemorrágico caracterizado por leucopenia, diarreas agudas, fiebres altas 

y muerte en terneros adultos (Brodersen, 2014). Estudios de RT-PCR amplificando diferentes 

regiones del genoma han determinado al menos veinticinco diferentes subgenotipos de BVDV-1 
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y BVDV-2 y se ha propuesto que estos se relacionan con regiones geográficas (Yesilbag, et al. 

2017). 

Recientemente y a partir de suero fetal bovino contaminado, se determinó la presencia de un 

tercer genotipo BVDV-3 “HoBi-Like” (Ridpath, 2010), del cual se ha  demostrado su presencia 

en diferentes partes del mundo (Bauermann et al., 2015; Bauermann et al., 2016; Decaro et al., 

2012, 2013; Haider et al., 2014; Ridpath, 2010). 

 

2.3 La enfermedad 

 

La infección del ganado con BVDV puede resultar en uno de los tres síndromes definidos para la 

enfermedad: diarrea viral bovina o infección aguda, infección fetal (animales persistentemente 

infectados PI) y la enfermedad de las mucosas (Potgieter, 1997). 

 

2.3.1. Presentación aguda de la infección por BVDV Es la forma clásica de la enfermedad 

que se da tanto por  biotipos CP como NCP causando problemas a nivel  reproductivo, respiratorios 

y digestivos (Baker, 1995; Baule et al., 2001; Walz et al., 2001). La enfermedad respiratoria puede 

ser una de las principales manifestaciones en esta forma de infección  (Potgieter, 1997).  

 

2.3.2. Infección persistente Los animales persistentemente infectados (PI) son infectados 

dentro de  los 35 y 125 días de la gestación. La generación de la persistencia es debido a la 

exposición al virus cuando el sistema inmune del feto está desarrollándose (40-125 días). Esta 

condición está asociada con la infección con el biotipo NCP y estos animales se convierten en los 

mayores diseminadores de la enfermedad (Campbell, 2004). Los animales PI son inmunotolerantes 
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al BVDV y a los virus homólogos, mientras que pueden ser inmunocompetentes a las cepas 

heterólogas y también frente a otros antígenos. En estos animales el virus persiste en todos los 

tejidos, especialmente en las células del sistema inmune (Sandvik, 2005). 

 

2.3.3. Enfermedad de las mucosas Este síndrome se desarrolla a partir de animales 

persistentemente infectados que son infectados por un virus citopático de un serotipo similar 

(Baker, 1995). Esta forma de presentación de la enfermedad está caracterizada por úlceras en la 

cavidad bucal, anorexia, pirexia, alta mortalidad y baja morbilidad (Campbell, 2004). 

 

2.4 Métodos de transmisión y factores de riesgo 

 

La transmisión se puede ocurrir de dos formas: vertical y horizontal. La transmisión vertical ocurre 

en cualquier etapa de la gestación donde el virus atraviesa la placenta e infecta al feto (Létora, 

2003; Rondon, 2006). La forma horizontal se da por el contacto directo del animal sano con las 

secreciones o excreciones de animales PI o animales con infección aguda (Sandvik, 2005). 

Se sabe que la principal fuente de infección son los animales PI, los cuales excretan gran 

cantidad del virus por semen, moco, saliva y leche (Brock, 2004; Sandvik, 2005). Los animales en 

pico de viremia también son una fuente considerable de infección, estos excretan el virus desde el 

cuarto día hasta el décimo después de la infección (Sandvik, 2005). 

Las malas prácticas pecuarias constituyen un riesgo importante para la diseminación viral al 

igual que la compra de novillas preñadas y ternero jóvenes positivos para el virus, la proximidad 

a un hato contaminado, el tamaño del hato, el compartir pastos con otros propietarios y el 
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intercambio de animales. Estos son algunos de los factores de riesgo considerados para la 

diseminación del BVDV (Gates et al., 2014; Kobayashi et al., 2010; Moen et al., 2005). 

 

2.5. Métodos diagnósticos 

 

2.5.1. Detección de antígeno 

 

2.5.1.1. Detección directa de Antígeno Debido al rápido crecimiento del virus en distintas 

líneas celulares y dada  su especificidad, el aislamiento viral se constituye la prueba de oro “gold 

estándar” para diagnosticar BVDV, sin embargo, es de alto valor económico y para su ejecución 

se requiere una infraestructura y personal adecuado (Sandvik, 2005). 

La  detección del antígeno se hace mediante el empleo de anticuerpos  marcados y visualizados 

con inmunoperoxidasa o inmunoflorecencia (Castañeda, 2004) lo cual es detectable en cultivo de 

linfocitos, tejidos e improntas (Vargas et al., 2009). También se puede usar la técnica de ELISA 

usando anticuerpos monoclonales para inmovilizar un antígeno particular como la proteína NS2-

3, Erns o E2 (Sandvik, 2005). 

 

2.5.2. Detección de anticuerpos específicos 

 

2.5.2.1. Seroneutralización Esta prueba busca determina el título de anticuerpos que es capaz 

de inhibir la infección del virus en cultivo celular. Los anticuerpos detectados están dirigidos 

contra los epítopes de la proteína E2 (Sandvik, 2005), sin embargo se debe confirmar que el cultivo 

celular sea negativo previamente para BVDV para evitar falsos positivos (Sandvick, 2005) 
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2.5.2.2. ELISA indirecta y competitiva Esta prueba permite la detección de anticuerpos séricos 

contra BVDV en suero y en leche. Se usa frecuentemente dado a  que permite muestrear gran 

número de animales y tiene un bajo costo (Sandvik, 2005). 

 

2.5.3. Detección de genoma Es el método que más ventajas ofrece con respecto a los 

anteriormente nombrados debido a su sensibilidad, especificidad y a que no presenta interferencias 

con anticuerpos (Sandvik, 2005). El RT-PCR (Polimerasa en cadena con retrotranscripción) ha 

tenido amplia distribución como método de diagnóstico y además es el paso anterior y necesario 

para realizar la genotipificación (Fulton et al., 1999).  

 

2.6. Control y prevención 

 

2.6.1. Control sistemático sin vacunación Se fundamenta tener claros los factores de riesgo y 

evitar que estos se presenten en el hato. Para su implementación es necesario iniciar con la 

identificación de los animales PI y su inmediata eliminación, seguido de un monitoreo continuo 

del hato mediante la realización de pruebas diagnósticas para confirmar la salubridad del hato o 

detectar nuevos brotes de infección (Houe et al., 2006; Lindberg et al., 1999; Moennig et al., 2005). 

En este control también se implantan medidas de prevención como el control en el desplazamiento 

de animales entre fincas, el uso de semen certificado, entre otros. Bajo este esquema se ha 

erradicado la enfermedad en la región escandinava (Dinamarca, Finlandia, Suecia y Noruega) 

(Gates et al., 2014). 
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2.6.2 Control sistématico con vacunación Se basa en la implementación de esquemas de 

vacunación. Este programa se ha desarrollado en países donde el control mediante el diagnóstico 

y eliminación de PI no han sido suficientes (Moennig et al., 2005). Entre los protocolos vacunales 

se ha sugerido una vacunación inicial con una vacuna inactivada y 4 semanas después una 

revacunación con una vacuna de virus vivo modificado, con el fin de generar una eficiente 

inmunidad humoral y celular, lo que genera una buena protección al feto (Moennig et al., 2005). 

Entre las vacunas disponibles a nivel mundial se encuentran las vacunas inactivadas y las de 

virus vivo modificado (VLM), que son en su mayoría son polivalentes y que se administran  junto 

con otros antígenos virales como Parainfluenza Bovina, Rinotraqueitis Bovina Infecciosa y 

algunos antígenos bacterianos (Newcomer et al., 2017; Nobiron et al., 2003). 

 

2.6.2.1. Vacunas Inactivadas En estas vacunas el virus pierde su capacidad infectiva y 

replicativa mediante el uso de químicos como la Beta propiolactona, Etilamina Binaria (BEI), entre 

otros (Newcomer et al., 2017). Son vacunas muy seguras y se pueden administrar en cualquier 

momento de la gestación, sin embargo requiere una revacunación cada 6 meses para mantener 

altos niveles de anticuerpos vacunales (Makoschey et al., 2001). 

 

2.6.2.2. Vacunas virus vivo modificado (VLM)  Estas vacunas contienen cepas atenuadas del 

BVDV pueden ser capaces de replicarse. El proceso de atenuación se lleva a cabo mediante pasajes 

consecutivos en cultivos celulares entre otros (Vargas et al., 2009) y como desventaja importante 

de su uso está la capacidad del virus de  atravesar la barrera placentaria e infectar el feto, así como 

la generación de inmunosupresión, predisponiendo al animal a infecciones con otros patógenos 

(Houe et al., 2006). 
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3. Materiales y Métodos 

 

 

Este estudio hace parte del macroproyecto realizado por el grupo de virología de la Pontificia 

Universidad Javeriana (PUJ) y la empresa Vecol, titulado “Proyecto piloto de excelencia sanitaria” 

en el cual se están estudiando las prevalencias y los factores de riesgo de los 10 patógenos de 

mayor impacto epidemiológico que afectan el ganado bovino en el país. En este proyecto se 

recogieron sueros de vacas localizadas en siete departamentos de Colombia. A estos sueros se les 

determinó la seroprevalencia de los 10 patógenos dentro de los cuales está el BVDV, quien mostró 

niveles de seroprevalencia.de 32% para animales y 90% para predios. Basado en este resultado y 

teniendo en cuenta que los animales PIs se caracterizan por ser seronegativos, se procedió a realizar 

este trabajo. 

 

3.1. Cálculo y recolección de muestras 

 

Las muestras seleccionadas para este estudio fueron las correspondientes a los animales cuya 

prueba de ELISA se encontró negativa.  

Empleando la plataforma WinEpiscope (Blas et al., 1996) según la fórmula de muestreo para 

estimar una proporción, el número de animales necesarios teniendo en cuenta una prevalencia 

promedio del 5% de PI (Huaman, 2007; Kameyama, 2016), una población de 22.574.780 cabezas 

de ganado bovino (censo bovino nacional del año 2014), un nivel de confianza de 99% y un error 

aceptado del 3.5%. El número de muestras fue 260 animales y el muestreo se realizó  en  5 de los 
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departamentos de Colombia de producción de leche, carne y doble propósito: Caquetá, Antioquia, 

Cauca, Huila y Sucre (Anexo 7).  La muestra de preferencia para determinar la presencia viral, que 

es la misma muestra tomada para este estudio, fue  una muestra de cartílago de la parte superior 

de la oreja. Esta biopsia fue extraída por los veterinarios de Vecol utilizando el protocolo anexo. 

(Anexo 1. Protocolo de toma de muestra).  

 

3.2. Extracción de ARN 

 

A partir del tejido de cartílago de oreja de las vacas seronegativas, se extrajo el ARN y se usó el 

estuche comercial RNeasy Mini Kit de QIAGEN® siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

3.3. puesta A punto de técnica de RT-PCR para la detección de BVDV 

 

Los primers empleados en este estudio fueron los reportados por Vilcek y colaboradores en 1994 

(Vilcek et al., 1994) ver tabla 1, que amplifican una región de 288 pb sobre la región no codificante 

5UTR y la región codificante para la proteína Npro del ORF. Con el fin de verificar su 

especificidad se realizó un análisis bioinformático (Anexo2)  y con el objeto de  optimizar las 

condiciones de amplificación reportadas, se realizó un gradiente de temperatura (48°C hasta 56°C 

con intervalos de 3.3 °C) usando como control positivo ARN previamente identificado como 

positivo para BVDV, gentilmente donado por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) y como 

control negativo agua bidestilada y desionizada. 
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Tabla 1.  

Primers empleados para la amplificación y secuenciación de un fragmento del genoma ubicado 

en la región 5´UTR y el inicio de la secuencia codificante para la proteína Npro. 

Región Secuencia de primer 5`- 3` Producto 

obtenido (pb) 

TM °C GC% Referencia 

5`UTR y 

Npro 

F: CATGCCCATAGTAGGAC 288 49  52.9 (Vilcek et al., 

1994) R: CCATGTGCCATGTACAG 50.5  

52.9 

 

 

3.4. Ensayo de sensibilidad de la PCR  

 

Con el fin de determinar la sensibilidad de la PCR, se clonó el producto de PCR en el vector 

pELMO (Ramos et al., 2017). El fragmento de ADN de 5UTR y Npro (para un total de 288 pb), 

se amplificaron. Tal amplificación se realizó usando un PCR master mix de Roche ®, empleando 

los primers descritos en la tabla 1. Se utilizó un kit de preparación de PCR Wizard (Promega®) 

para purificar los amplicones génicos obtenidos a partir de la PCR. Cada producto de PCR 

purificado se ligó en un nuevo vector (pELMO) (Ramos et al., 2017). Las reacciones se incubaron 

durante 12 horas a 16 ° C con T4 ADN ligasa (Promega®), de acuerdo con las recomendaciones 

del fabricante. La posterior transformación de E. coli TOP10 se realizó con 100 μL E. coli TOP10 

células químicamente competentes (Invitrogen®), que proveen las condiciones necesarias para la 

clonación del plásmido y  la selección posterior se lleva a cabo con ampicilina. Las células fueron 

incubadas con 5 μL del producto de ligación durante 20 min en hielo, sometidas a calor a 42ºC 

durante 30seg y crecidas en medio SOC a 37 ° C, con agitación durante 1 hora. Las células 

transformadas se sembraron en placas de agar Luria-Bertani (LB) que contenían 100 μg / ml de 

ampicilina. Las colonias se contaron y se analizaron mediante PCR de colonias después de 16 

horas.  Esta es una PCR que se inicia directamente desde la colonia y se le coloca la mezcla que 
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contiene los primers del inserto. Esto se realiza para verificar que la colonia recombinante tenga 

efectivamente el inserto que incluye los productos que se confirmaron luego mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los clones recombinantes se cultivaron para purificar el 

plásmido usando un kit Zyppy ™ Plasmid Miniprep (ZYMO RESEARCH®). El ADN plasmídico 

extraído se confirmó por secuenciación y se usó como plantilla de amplificación en ensayos de 

sensibilidad de la PCR. Se procedió a realizar diluciones seriadas del vector con una concentración 

inicial de 126,8 ng/ul hasta llegar a la dilución 1/10000. Posteriormente se realizó una PCR a cada 

dilución a fin de encontrar la máxima dilución que lograría ser amplificada. 

 

3.5. RT-PCR detección de BVDV 

 

La detección de BVDV se evaluó con la RT-PCR donde el primer paso fue la retro-transcripción 

del RNA viral a cDNA empleando Random primers, MLV- RT, dNTPS y RNA out  de 

Invitrogen®. El perfil térmico estandarizado fue: 70°C por 3 minutos, 42°C por 30 minutos y 94°C 

por 5 minutos. Seguido de una PCR dirigida a amplificar un segmento de la región no codificante 

5´UTR y el segmento codificante para la proteína Npro empleando los primers previamente 

reportados para un total de 288pb  (Vilcek et al., 1994). Se emplearon dNTPS y Taq Platinum de 

Invitrogen®. El perfil térmico estandarizado de 35 ciclos de 95°C por 5 minutos, 94°C por 45 

segundos en la fase de desnaturalización y 54°C por 1 minuto en la fase de hibridación, para la 

elongación 72°C por 1 minuto y una extensión final de 72°C por 10 minutos. Como control 

positivo se empleó ARN previamente identificado como positivo para BVDV. Las 

concentraciones de los reactivos por cada reacción se pueden observar en el anexo 3. 
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La visualización de los resultados obtenidos en la RT-PCR (región 5 ́UTR y Npro), se realizó 

en geles de agarosa al 1.5% preparados en TAE 1X (Biorad®) con el intercalante fluorescente 

HydraGreen (ACTGene®), se utilizó el marcador de peso HyperLadder 100 bp de Bioline® para 

comparar los fragmentos obtenidos. Los corridos electroforéticos se realizaron a un voltaje 

constante de 120V por 60- 70 min.  

 

3.6. Genotipificación y secuenciación 

 

Con el fin de obtener la concentración y calidad suficiente del producto a secuenciar, a partir del 

cDNA de las muestras positivas se realizó una PCR adicional empleando las condiciones descritas 

en el numeral 5 de la metodología. 

Se realizó un corrido electroforético sembrando todo el producto obtenido de la PCR para la 

posterior purificación a partir del gel de agarosa utilizando el estuche comercial High Pure PCR 

Product Purification Kit for de ROCHE® siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Posteriormente se corrió de nuevo un gel de electroforesis sembrando 1 ul por cada producto con 

el fin de verificar concentración y pureza (50ng/ul). Aquellos fragmentos que cumplían las 

condiciones de cantidad y pureza fueron enviados a Macrogen Korea para su secuenciación por el 

método de Sanger.  

 

3.6.1. Análisis de secuencias Por cada producto de amplificación, correspondiente a cada 

animal, se secuenciaron dos hebras (Forward y Reverse), las cuales fueron editadas empleando el 

paquete Staden (Bonfield et al., 2010) obteniendo la secuencia consenso para cada muestra. 
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Posteriormente se realizó de manera manual y automática un alineamiento múltiple combinado de 

todas las secuencias con la ayuda del software Mega 7 (Kumar et al., 2016). 

Se realizó una búsqueda de genomas completos reportados hasta la fecha para BVDV, 

provenientes de diferentes partes del mundo para realizar las comparaciones filogenéticas en la 

base de datos del NCBI (Anexo 4). 

Para la construcción del data set, se emplearon las secuencias de genoma completo reportadas 

en el Genbank (Anexo 4) y de los aislados colombianos realizados en este estudio, las cuales ya 

fueron sometidas al Genbank (Anexo 5), para un total de 26 secuencias, cada una de ellas con 

288pb pares de bases  

Se seleccionó el modelo evolutivo que mejor se ajusta a este data set, con la herramienta 

provista por el software Mega7 (Kumar et al., 2016), resultando General Time Reversible (GTR) 

y distribución de tipo Gamma (G) (Anexo 6) como la mejor elección. Este modelo se escogió con 

base al criterio informativo de Akaike (AIC).  

Para construir el árbol filogenético se trabajó con el método de inferencia de máxima 

verosimilitud teniendo en consideración los gaps, utilizándose como medida de robustez para cada 

nodo el método bootstrap (100 pseudo-replicas) y empleando Mega7 (Kumar et al., 2016). Una 

vez obtenidos los arboles filogenéticos se procedió a su edición utilizando el software FigTree 

v1.4.1 (Rambaut, 2009). 

Adicionalmente con el objetivo de dar mayor robustez al estudio filogenetico, se realizó la 

construcción del árbol filogenético con el programa MrBayer (Huelsenbeck, 2015), se realizó 

inferencia filogenética en un marco bayesiano (IB) utilizando el modelo evolutivo de GTR+G, con 

100000 generaciones, muestreando cada 10000, tres cadenas de Markov Montecarlo bajo el 
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algoritmo de Metropolis-Hastings (MCMC) y burn-in de 25%. La convergencia de los análisis 

realizados se comprobó usando el software Tracer v1.6 (Rambaut, 2014). 

 

 

4. Resultados 

 

 

4.1 Puesta a punto de técnica de RT-PCR para la detección de BVDV 

 

La RT-PCR estandarizada se puede observar en la figura 1 donde la banda amplificada es el control 

positivo del tamaño esperado de 288pb. 

ENSAYO DE SENSIBILIDAD DE LA PCR 

Con el fin de determinar la sensibilidad de la PCR se realizaron diluciones seriadas en base diez 

a partir del plásmido puro con una concentración de 126.8 ng/ul, Se realizó la PCR para cada 

dilución. Se obtuvo como resultado la amplificación hasta la dilución 1/104 la cual correspondía a 

una concentración de 12,68 pg/ul (Figura 1).                                     
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Figura 1 A. Gel representativo de estandarización de la RT-PCR para detección de un fragmento 

del genoma ubicado en la región 5´UTR y el inicio de la secuencia codificante para la proteína 

Npro. B. Prueba de sensibilidad de la RT-PCR para detección de fragmento del genoma ubicado 

en la región 5´UTR y el inicio de la secuencia codificante para la proteína Npro. Pozo 1, marcador 

de peso molecular de 100pb, pozo 2 plásmido puro, pozos del 3 al 7 diluciones seriadas del 

plásmido (1/10, 1/100, 1/1000, 1/100000). Se observa que la mínima concentración detectada que 

se logra amplificar con la PCR descrita es de 12,68 pg/ul, correspondiente a la dilución 1/104. 

 

PREVALENCIA DE ANIMALES PERSISTENTEMENTE INFECTADOS (PI) 

En este trabajo, un total de 260 muestras de cartílago de oreja fueron evaluadas por ensayo de 

RT-PCR. De estas, 19 (7%) muestras dieron positivo para la región no codificante 5´UTR y la 

región codificante para la proteína Npro de BVDV, donde 10% (4/40), 13% (7/53), 9% (4/47), 

10% (3/30) y 1% (1/90) fueron provenientes de los departamentos de Caquetá, Antioquia, Cauca, 

Huila y Sucre, respectivamente. La figura 2 muestra la ubicación y los porcentajes de prevalencia 

de animales PI en los diferentes departamentos de Colombia. 

1A.                                     1B. 

Marcador     Puro      1/10     1/10
2
     1/10

3
     1/10

4
    1/10

5
  

288pb 

300 
200 
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A nivel de predios, se analizaron un total de 45. De estos 10 (22%) fueron positivos para PI de 

BVDV, lo que implica que al menos un animal fue positivo  por predio. Por departamento 

encontramos 3 de 5 predios (60%) en Caquetá,  1 de 3 predios (33%) en Antioquia, 4 de 20 predios 

(20%) en Cauca  1 de 3 predios (33%) en Huila y 1 de 14 predios (7%) en Sucre fueron positivos.  

 

Figura 2. Positividad por departamento para el BVDV de animales PI. Sucre (Verde) 1%, 

Antioquia (Morado) 13%, Cauca (Rojo) 9%, Huila (Naranja) 10% y Caquetá (Azul) 10%, Para un 

total de 7% de prevalencia de PI de BVDV en Colombia. 
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GENOTIPIFICACIÓN 

De las 19 muestras que dieron positivo para la región no codificante 5´UTR y la región 

codificante para la proteína Npro de BVDV solo 11 muestras cumplieron con la concentración 

requerida por Macrogen Korea de contener al menos 50ng/ul lo cual se vio reflejado en la 

visualización de la banda en el corrido electroforético. 

Todas las muestras evaluadas por el método de máxima verosimilitud empleando el software 

MEGA 7 se agruparon con las secuencias previamente reportadas en estudios anteriores 

pertenecientes al genotipo 1 como se puede observar en la figura 3A.   

Los resultados del análisis por el enfoque bayesiano  mostraron un comportamiento similar al 

realizado por el método de ML (Figura 3B). Agrupando las secuencias obtenidas en este estudio 

con las reportadas pertenecientes al genotipo 1. 
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Figura 3. Reconstrucción Filogenética 5´UTR y Npro de BVDV en PI.  

A. Análisis filogenético molecular por método de máxima verosimilitud. La historia evolutiva 

se dedujo utilizando el método de Máxima Verosimilitud basado en el modelo de Tiempo General 
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Reversible. Se muestra el árbol con la mayor probabilidad de registro (-1505.75). El porcentaje de 

árboles en el que los taxones asociados se agrupan se muestra junto a las ramas. Los árboles 

iniciales para la búsqueda heurística se obtuvieron automáticamente aplicando los algoritmos 

Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el enfoque 

Maximum Composite Likelihood (MCL) y luego seleccionando la topología con un valor de 

verosimilitud log superior. Se utilizó una distribución discreta de Gamma para modelar las 

diferencias de velocidad evolutivas entre los sitios (5 categorías (+ G, parámetro = 0,3343)). El 

árbol está dibujado a escala, con longitudes de rama medidas en el número de sustituciones por 

sitio. El análisis involucró 26 secuencias de nucleótidos. Hubo un total de 325 posiciones en el 

conjunto de datos final. Se realizaron análisis evolutivos en MEGA7. Las secuencias colombianas 

se agrupan en el genotipo 1 (Azul) señaladas con un círculo fucsia, con un bootstrap de 1. B. 

Análisis filogenético por método de inferencia bayesiana. La historia evolutiva se dedujo 

utilizando el método inferencia bayesiana basado en el modelo de Tiempo General Reversible. Se 

utilizó una distribución discreta de Gamma para modelar las diferencias de velocidad evolutivas 

entre los sitios. Frecuencia de muestreo100000 de generaciones, frecuencia de muestreo de 10000, 

tres cadenas de Markov Montecarlo bajo el algoritmo de Metropolis-Hastings (MCMC). Las 

secuencias colombianas se agrupan en el genotipo 1 (Azul) señaladas con un círculo fucsia en 

donde el nodo muestra una probabilidad posteriori de 1. El análisis se realizó en el software 

MrBayes. 
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5. Discusión 

 

 

La diarrea viral bovina es una de las 10 infecciones de mayor impacto en el ganado bovino (Houe, 

2003). Si bien existen vacunas que han tratado de disminuir su presencia (Newcomer et al., 2017; 

Houe et al, 2007), estas no han sido muy efectivas dando como resultado altas tasas de 

seroprevalencia de BVDV en el mundo (Ridpath, 2010). Establecer los factores de riesgo 

asociados a la presentación de BVDV, es importante conocerlos para así disminuirlos y aumentar 

la buioseguridad del hato (Kobayashi, 2010), sin embargo, esta estrategia aparentemente no es 

suficientemente efectiva debido a que no evita la diseminación viral generada por los animales 

PIs, dado a que estos excretan grandes cantidades de virus durante su vida y son la principal fuente 

de transmisión del virus a los animales susceptibles. Por lo tanto, la identificación y eliminación 

de  animales PIs, junto con la implementación de medidas de bioseguridad, son cruciales para el 

control y la prevención de la enfermedad (Yesilbag, et al., 2017), prueba de ello son los países 

escandinavos que han logrado erradicar la circulación de BVDV implementando tres aspectos 

como son la identificación de animales PI, eliminación de estos  y monitoreo constante de la 

población (Gunn. et al, 2005) En Colombia, se hace imprescindible la identificación de los 

animales PIs para poder adoptar medidas adecuadas que contrarresten la infección por BVDV.   

La identificación y diagnóstico de los animales PIs se realiza por aislamiento viral o por RT- 

PCR (Sandvik, 2005),  dadas las complicaciones estructurales y logísticas que implica hacer el 

aislamiento, las pruebas de biología molecular resultan ser más viables, y por esta última 

metodología se ha buscado el virus en muestras de suero pero estas son poco sensibles (Ridpath, 
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2010) , de manera que el cartílago de la oreja es la muestra de elección por encontrarse el virus 

activo y en mayor cantidad (Houe et al., , 2006; Lindberg et al., 1999; Moennig et al., 2005). 

En este estudio, se identificaron los animales PIs  por la presencia de antígeno en el cartílago 

de su oreja, por medio de la técnica de RT-PCR altamente sensible (Figura 1B), sin embargo esta 

estrategia no se realiza de manera rutinaria para  el control de la sanidad animal en nuestro país. 

La prevalencia de 7% de animales PIs (Figura 2)  y  22% en predios es una cifra muy alta 

teniendo en cuenta que en el mundo se reportan la  presencia de PIs hasta en el 2% de los animales 

(Houe, 1999). Por ejemplo, en el noreste de Brasil, demostraron valores del 0.09% hasta 0.13% 

(Silveira et al., 2017),  en Uruguay se tienen reportes de 4.1% (Maya et al., 2015) en Bélgica se 

reportó un prevalencia 0,32% de animales PI (Hanon et al., 2014). Para el caso de predios se tienen 

reportes en Perú de hatos productores de leche con 4% de positividad (Huaman, 2007) y en  Japón 

el 7,6 % de predios positivos (Kameyama, 2016). Valores que también son muy bajos en 

comparación al 22% de positividad en predios reportados en este estudio. Esta prevalencia de PIs 

y el alto nivel de predios positivos reportado en este estudio debe alertar a las autoridades 

sanitarias, para evitar la diseminación viral que impacta directamente la productividad del animal, 

manifestada por el bajo peso, la poca producción lechera, los abortos frecuentes, problemas 

respiratorios y digestivos (Houe, 2003; Castañeda, 2004). 

Respecto a la genotipificación, hasta la fecha se han descrito al menos veinticinco diferentes 

subgenotipos de BVDV-1, BVDV-2 y BVDV-3 se ha propuesto que estos se relacionan con 

regiones geográficas (Yesilbag, et al. 2017). En este estudio se realizó una RT-PCR seguido de 

secuenciación de la región no codificante 5`UTR y la región codificante para la proteína Npro con 

el fin determinar el genotipo circulante, resultando el 1, el más frecuente alrededor del mundo 

(Brodersen et al., 2014). Estos resultados contrastan a lo encontrado en reportes previos de Brasil 
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(Silveira et al., 2017), Italia (Giammarioli et al., 2015), India (Mirsha et al., 2014) y Bangladesh 

(Haider et al., 2014) en donde se obtuvo a BVDV-2 o BVDV-3 como los únicos encontrados, sin 

embargo, es similar a lo reportado por otros autores como Maya en Uruguay en el 2015, Pecora en 

Argentina, Pizarro en Chile, Weber en Brasil y Ridpath y Fullton en Australia quienes reportaron 

al genotipo 1 como prevalente en sus respectivos países (Maya et al., 2015;, Pecora et al., 2014; 

Pizarro et al., 2006; Weber et al., 2014; Ridpath. et al, 2010). No obstante, la circulación de 

genotipos también ha sido reportada. Un ejemplo es  Norteamérica donde el análisis filogenético 

de 5´UTR para 119 cepas de BVDV reveló la presencia del genotipo 1 y genotipo 2 (Workman et 

al., 2016). Para el caso de Europa,  en Italia el análisis filogenético de 173 muestras recolectadas 

durante los años 1997 al 2014,  demostró la circulación de diez de los subtipos de BVDV-1 

(Giammarioli et al., 2014). En Alemania se analizaron 61 aislamientos del virus recolectados entre 

los años 1960 y 2000, donde el análisis filogenético permitió la discriminación de los genotipos 

BVDV 1 y 2 (Tajima et al., 2001), y en Japón de 62 aislados se obtuvo la presencia del genotipo 

1 y 2 (Nagai et al., 2001).  

Es la primera vez que se reporta el genotipo circulante de BVDV en Colombia,  lo cual no solo 

es importante como dato epidemiológico, sino además obliga a las autoridades sanitarias a tener 

más control de la movilidad de animales que ingresan al país y que puedan tener otros genotipos 

y formar parte del problema.  

Por otro lado, los genotipos 1 incluyen los aislados clásicos, que se usan comúnmente en cepas 

de referencia y producción de vacunas, dato es importante para los productores y 

comercializadores de vacunas en Colombia, teniendo en cuenta las estrategias no clásicas para 

producción de vacunas tales como las reversas  (Rappuoli. et al, 2016), estrategias que sin duda 

deberían ser implementadas para vacunas de uso animal. Por su parte, el genotipo 2 incluye cepas 
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de BVDV que pueden estar asociadas con infecciones agudas y de alta mortalidad, 

trombocitopenia y hemorragia (Khodakaram-Tafti, et al., 2017). 

 

 

6. Conclusión 

 

 

La prevalencia de los PI en el caso de la BVDV del 7% con el genotipo 1 como único genotipo 

circulante en la población bovina colombiana de los departamentos más importantes en la industria 

ganadera es una prueba de la necesidad de convertir a este patógeno y a esta patología en de reporte 

obligatorio y pasar a sacrificar los animales portadores del virus.  

Los datos genotípicos y epidemiológicos aquí aportados son útiles para la toma de decisiones 

gubernamentales dada la alta prevalencia y para la elaboración de vacunas más eficientes para las 

variantes virales circulantes de BVDV en Colombia.   
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Apéndices 

 

 

Apéndice A. Protocolo extraccion del cartilago de oreja en bovinos 

 

 

 

  



PRESENCIA Y CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA DEL BVDV  | 51 

 

 

 

Apéndice B. Analisis bioinformatico de los primers 324F y 326 R. Tamaño esperado 288pb 
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Apéndice C. Concentraciones y volumenes de reactivos utilizados para la RT-PCR 

 

 

Random    

Reactivo Concentración Inicial Concentración Final Volumen Final 

Random 

primers 3000 ng/uL 50 ng/uL 4 uL 

    

RT    

Reactivo Concentración Inicial Concentración Final Volumen Final 

Agua NA NA 5 uL 

Buffer 5X 1X 4 uL 

dNTPs 10 mM 0,5 mM 1 uL 

RNA sin 40 u/uL 10 u/uL 0,5 uL 

MVL-RT 200 u/uL 5 u/uL 0,5 uL 

    

PCR    

Reactivo Concentración Inicial Concentración Final Volumen Final 

Agua NA NA 12.1 uL 

Buffer 10X 1X 2,5 uL 

dNTPs 10 mM 0,5 mM 1,25 uL 

MgCl2 50 mM 2 mM 1 uL 

Primer 324F 20 uM 1,5 uM 1,875 uL 

Primer 326R 20 uM 1,5 uM 1,875 uL 

Taq-Platinum 5 u/uL 0,08 u/uL 0,4 uL 
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Apéndice D. Secuencias de referencia utilizadas en la construcción de la filogenia. 

 

GenBank 

ID 

País de 

Origen 
Genotipo Referencia 

DQ088995 ALEMANIA 1 Jones, 2006 

M31182 NADL 1 Colett, 1998 

KC757383 KOREA 1 Joo, 2013 

KC853440 SUIZA 1 
Marques Antunes de Oliveira, 

2013 

KR029825 EGYPTO 1 Soltan, 2015 

KT355592 USA 1 Nam, 2015 

AF220247 ALEMANIA 1 Becher, 2000 

NC_002032 USA 2 Chen, 2000 

AB894424 JAPON 2 Kozasa, 2015 

HG426494 ALEMANIA 2 Jenckel, 2014 

KJ000672 CHINA 2 Wang, 2014 

KX838370 INDIA 2 Mishra, 2016 

JX985409 SUECIA 3 Zhou, 2012 

KC297709 CHINA 3 Gao,  2016 

KY767958 BRASIL 3 Silveira, 2017 

NC_012812 USA 3 Liu, 2009 

JQ612704 ITALIA 3 Decaro, 2012 

 

 

 

 

 

 

  



PRESENCIA Y CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA DEL BVDV  | 54 

 

 

 

Apéndice E.  Secuencias colombianas de BVDV de este estudio sometidas al Genbank 
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Apéndice F. Resultados de la búsqueda del mejor modelo evolutivo para el dataset  
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Apéndice G Tabla mostrando la información de animales y predios muestreados por 

departamento 

 

 

Departamentos Numero de animales 

muestreados 

Predios 

Caquetá 40 5 

Antioquia 53 3 

Cauca  47 20 

Huila 30 3 

Sucre 90 14 

 


