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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar bovinos persistentemente infecta-
dos (PI) y el genotipo del virus de la diarrea viral (VDVB) en bovinos de pequeños
ganaderos de cinco distritos de la provincia de Anta, Cusco, que resultaron negativos a
anticuerpos contra el VDVB (n=558) en un estudio previo. La identificación de los ani-
males PI se realizó en las 558 muestras de suero de bovinos Holstein, Brown Swiss y
criollos hembras de varias edades, mediante la prueba de ELISA de captura. La identifi-
cación del genotipo viral fue realizada en cuatro muestras de bovinos PI mediante la
prueba de RT-PCR en tiempo real. El 7.2% (40/558) de los bovinos resultaron positivos a
antígeno viral en un primer análisis, donde el antígeno fue detectado en animales mayo-
res a 6 meses hasta los 5 años en las tres razas. En el segundo análisis, realizado 30 días
después, en los 40 positivos, 30% (12/40) continuaron siendo positivos a antígeno viral
indicando que eran animales PI entre mayores a 6 meses y 4 años de cuatro de los cinco
distritos de Anta. La prevalencia de los animales PI en la población bovina muestreada
de la provincia de Anta fue de 2.2% (12/558). La prueba RT-PCR en tiempo real mostró la
amplificación de un producto específico correspondiente al genotipo 1 (VDVB-1). No
hubo amplificación de la secuencia objetivo del genotipo 2.

Palabras clave: bovinos; crianza semi-extensiva; virus de la diarrea viral bovina; antígeno
del VDVB; genotipo viral
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify persistently infected cattle (PI) and to identify
the viral diarrhea virus genotype (BVDV) in cattle of small farmers in five districts of the
province of Anta, Cusco, which were negative for antibodies against BVDV (n=558) in a
previous study. The identification of the PI animals was carried out in the 558 serum
samples of female bovine Holstein, Brown Swiss and Creoles of various ages, by the
capture ELISA test. The identification of the viral genotype was carried out in four
samples of PI cattle through the RT-PCR real-time. The results showed that 7.2% (40/558)
of the cattle were positive for viral antigen in a first analysis, where the antigen was
detected in animals older than 6 months up to 5 years in the three breeds. In the second
analysis carried out 30 day after in the 40 positives, 30% (12/40) continued to be positive
for viral antigen indicating that they were PI animals between 6 months and 4 years in
four of the five Anta districts. The prevalence of PI animals in the bovine population
sampled in province of Anta was 2.2% (12/558). Real-time RT-PCR showed the amplification
of a specific product corresponding to genotype 1 (VDVB-1). There was no amplification
of the target sequence of genotype 2.

Key words: bovine; herds; semi-extensive management; bovine virus diarrhea virus;
BVDV antigen; genotype

INTRODUCCIÓN

La diarrea viral bovina (DVB) es una
enfermedad endémica de la población de ru-
miantes domésticos y silvestres, pues desde
que emergió en 1946 ha sido registrada en
bovinos de todos los continentes, excepto en
la Antártida (Ridpath, 2010). La enfermedad
de DVB es causante de severas pérdidas
económicas por afectar el desempeño
reproductivo, así como el tracto respiratorio
e inmunitario del animal (Grooms, 2004;
Workman et al., 2016). La sintomatología clí-
nica de la enfermedad ha variado en el trans-
curso de las últimas siete décadas, siendo en
la actualidad principalmente de tipo aguda
caracterizada por una ligera reducción en la
producción de leche, ligero incremento de
otras enfermedades en el hato, etc., y de tipo
subclínica siendo usualmente no percibida
para el ganadero (Ridpath, 2010).

Desde su aparición, la DVB ha llamado
la atención de la comunidad científica mun-
dial, cuya intensa producción intelectual so-
bre el tema ha permitido el casi completo

conocimiento sobre la biología molecular del
agente causal, la patogénesis, mecanismos de
evasión de la respuesta inmune del hospede-
ro como estrategias de sobrevivencia, etc., lo
cual ha contribuido al desarrollo de herramien-
tas diagnósticas y estrategias de control de la
enfermedad (Lanyon et al., 2014; Schweizer
y Peterhans, 2014).

El virus de la diarrea viral bovina
(VDVB) junto con el virus de la Peste
Porcina Clásica (PPC), la Enfermedad de la
Frontera (BDV) y otros posteriormente ais-
lados, pertenecen al género Pestivirus de la
familia Flaviviridae (Liu et al., 2009; Neill,
2013). Se conocen dos genotipos denomina-
dos como VDVB-1 y VDVB-2 y posible-
mente el VDVB-3, representado por las ce-
pas HoBi-Like, originalmente aisladas de sue-
ro fetal bovino procedente de Brasil
(Bauermann et al., 2013). El VDVB, a dife-
rencia del PPC, presenta muchas variantes
dentro de cada genotipo, siendo el genotipo-1
el de mayor distribución y con más cepas
variantes a nivel mundial (Vilcek et al., 2004;
Giammarioli et al., 2015).
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Un aspecto importante del VDVB es
que cepas cultivadas in vitro pueden ser no
citopáticas (NCP), es decir, no lisan a las
células durante su replicación, característica
de casi todas las cepas de campo; mientras
que un pequeño porcentaje de cepas pueden
ser citopáticas (CP), que surgen a partir de
una cepa NCP por mecanismos moleculares
de recombinación a nivel de una proteína no
estructural, la proteína N2/3 del virus
(Peterhans et al., 2010; Neill, 2013). Las ce-
pas del VDVB de ambos fenotipos, NCP y
CP, infectan al bovino y otros rumiantes sus-
ceptibles ocasionando la enfermedad aguda
o subclínica. Los signos clínicos y lesiones
histopatológicas son ampliamente descritos
pero es importante recalcar que la infección
dependerá entre otros factores de la suscep-
tibilidad del animal, el periodo de gestación,
la integridad del sistema inmune, el fenotipo
de la cepa infectante, etc. (Brownlie, 1991;
Brodersen, 2014).

Si una vaca susceptible, pero no preña-
da, es infectada por una cepa CP o NCP,
desarrollará una infección posiblemente lige-
ra o subclínica, seguido de una viremia con
una duración de un par de semanas mientras
genera una eficiente respuesta inmunitaria
humoral, principalmente por anticuerpos
neutralizantes e inmunidad celular que elimi-
nan al virus del organismo. Los niveles de
anticuerpos neutralizantes inducidos por la
glicoproteína E2, presente en la envoltura
viral, se elevan hasta alcanzar una meseta de
larga duración (Chase et al., 2004). Las con-
secuencias de la infección en la vaca preña-
da dependen del periodo de la gestación al
momento de la infección. En general, los efec-
tos pueden ser desde una infertilidad tempo-
ral, alargamiento del periodo entre partos,
pérdida embrionaria, abortos, malformacio-
nes congénitas, nacimiento de terneros
persistentemente infectados (PI) o portado-
res del virus y hasta nacimientos de terneros
con anticuerpos contra el VDVB, indicando
que hubo una infección prenatal tardía
(Schweizer y Peterhans, 2014).

El VDVB como cualquier microorga-
nismo en la naturaleza busca permanecer en
la población animal. En este sentido, científi-
cos como Peterhans et al. (2010) han des-
crito estrategias de como el virus manipula
los mecanismos de defensa modificando su
virulencia y los mecanismos que desactivan
la inmunidad innata, que es fundamental para
el inicio de la inmunidad adaptativa
(Brackenbury y Charleston, 2003). Es aquí
donde se fundamenta la existencia de los ani-
males persistentemente infectados (PI) o
portadores del VDVB.

Los animales PI surgen cuando la vaca
se infecta con una cepa NCP durante el pri-
mer tercio de la gestación (entre 80 a 125
días), que es cuando el sistema inmune fetal
es aún inmaduro (Grooms, 2004; Chase,
2013). Este espacio es conocido como la
«ventana», pues solo en ese estrecho mar-
gen se genera el ternero PI. Esto explica la
baja prevalencia de estos animales, que a ni-
vel mundial suele ser de 0.5 a 2% (Houe,
1992). Dado que la prevalencia de los ani-
males PI es baja se requiere del análisis de
grandes cantidades de muestras para ser iden-
tificados (Brodersen, 2014). Los animales PI
no responden con anticuerpos contra el
VDVB presente en su organismo, por lo que
su identificación se basa en la ausencia de
anticuerpos contra el VDVB, pero con pre-
sencia del virus en todos sus tejidos,
secreciones y excreciones. Es por ello que
son eficientes diseminadores del virus dentro
del hato, del rebaño y de una zona ganadera
(Houe, 1999).

En estudios realizados en bovinos de
crianza intensiva de Lima, Arequipa, Tacna y
otros lugares del Perú se han detectado en-
tre 0.1 y 4% de animales portadores y hasta
10% dentro de un hato de crianza intensiva
de aproximadamente 800 vacas en produc-
ción (Chacón et al., 2002; Jayashi et al.,
2005, Huamán et al., 2007). No existen refe-
rencias sobre la identificación de animales PI
en bovinos de crianza extensiva y semi-ex-
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tensiva de zonas ganaderas altoandinas como
la Pampa de Anta (Cusco), y otros lugares
del país donde la ganadería es a base de
pasturas para la producción de leche y
subproductos lácteos en manos de pequeños
ganaderos y donde las perspectivas de desa-
rrollo ganadero podrían ser mayores. El ob-
jetivo del presente estudio fue identificar a
los animales persistentemente infectados y
determinar el genotipo de las cepas del
VDVB que circulan en bovinos, según raza
y edad, de cinco distritos de la provincia de
Anta, Cusco, que resultaron seronegativos a
DVBV.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras de Suero

El estudio empleó 558 muestras de sue-
ro de bovinos hembras de diversas edades
que resultaron seronegativas a anticuerpos
contra el VDVB durante un estudio previo
de seroprevalencia del VDVB en 1135 mues-
tras de suero bovino de 263 pequeños gana-
deros de cinco distritos de la provincia de
Anta, Cusco (Cuadros 1 y 2) (ver Valdez et
al., 2018). De las 558 muestras, 40 resulta-
ron positivas a antígeno del VDVB. Treinta
días después se volvió a colectar muestras
de sangre de los 40 animales positivos para
confirmar el estatus de animal PI. En el pre-
sente estudio no se incluyeron a los toros por
problemas logísticos.

Animales Persistentemente Infectados
(PI)

La detección de animales PI,
seronegativos al VDVB, se hizo mediante el
uso de un kit comercial de ELISA de captu-
ra (Idexx BVDV Ag Serum Plus Test), si-
guiendo las instrucciones del fabricante (Cua-
dro 1). Una muestra fue considerada positi-
va al antígeno del VDVB cuando el coefi-
ciente M/P fue mayor o igual a 0.15, en el
primer y segundo análisis realizado en los
mismos animales, y negativo cuando el M/P

fue menor a 0.15. El análisis serológico fue
desarrollado en el Laboratorio de Desarrollo
y Validación de Pruebas Serológicas y
Moleculares para la Investigación y Diagnós-
tico de Enfermedades Infecciosas de la Es-
cuela Profesional de Zootecnia de la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacio-
nal de San Antonio Abad del Cusco, Perú.

Identificación del Genotipo del VDVB en
Animales PI

Se escogieron cuatro muestras de ani-
males PI, uno de cada distrito con un coefi-
ciente M/P de 0.3 a 0.8. Las muestras se
mantuvieron congeladas a -20 °C y enviadas
al Laboratorio de Virología de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos, Lima, para la
identificación del genotipo viral mediante la
prueba de RT-PCR en tiempo real.

La extracción de ARN a partir de sue-
ros de bovinos PI (n=4) se hizo empleando el
kit comercial MagMAX-96 Viral RNA
Isolation (Applied Biosystems, EEUU), el cual
utiliza perlas magnéticas como sistema de
purificación. Se realizaron cuatro lavados y
la elución fue con 90 µl del Elution Buffer
provisto por el kit. Los ARN extraídos fue-
ron utilizados como moldes para la detección
del VDVB-1 y VDVB-2, empleando dos
pares de cebadores, dos sondas y controles
del kit BVDV genesig® RT-PCR
(Primerdesign, UK); y el master mix del Oasig
OneStep qRT-PCR (Primerdesign, UK). La
elaboración de la mezcla de reacción y las
condiciones para la amplificación de los frag-
mentos del genoma blanco se hicieron si-
guiendo las instrucciones del fabricante en el
termociclador qTOWER 2.2 Real-Time PCR
System (Analytik Jena, Alemania).

RESULTADOS

El 7.2% (40/558) de las muestras fue-
ron positivas a antígeno del VDVB en un pri-
mer análisis. Las muestras positivas a antígeno
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Cuadro 1. Lugar, número de ganaderos, número de muestras colectadas y número de muestras 
negativas a anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina. Anta, Cusco, 2016 

 

Distritos Ganaderos (n) 
Muestras para detección 

de anticuerpos contra 
VDVB (n) 

Muestras negativas a 
anticuerpos contra VDVB 

(n) 

Ancahuasi 135 370 153 
Cachimayo 6 130 90 
Surite 89 487 264 
Anta 32 133 48 
Huarocondo 1 (comunidad) 15 3 

Total 263 1,135 558 

Fuente: Valdez et al. (2018)  

Cuadro 2. Lugar y edad de bovinos negativos a anticuerpos contra el virus de la diarrea viral 
bovina. Anta, Cusco, 2016 

 

Distrito 
Grupo etario (años) 

>0.5-<1 1-2 2.5-3 3.5-4 4.5-5 5.5-6 >6 Total 

Ancahuasi 25 37 31 17 15 15 13 153 
Cachimayo 13 19 10 16 9 9 14 90 
Zurite 27 54 49 32 22 11 69 264 
Anta 5 11 7 10 6 4 5 48 
Huarocondo 0 0 0 2 0 0 1 3 

Total 70 121 97 77 52 39 102 558 

 

Cuadro 3. Detección de antígeno del virus de la diarrea viral en bovinos (VDVB) en los 
distritos de la provincia de Anta, Cusco, mediante la prueba de ELISA de captura
(2016) 

 

Distritos 
Muestras 

seronegativas 
(n) 

Animales PI  

Primer análisis Segundo análisis 
n % n % 

Ancahuasi 153 19 12.4 6 4.5 
Cachimayo 90 7 7.8 2 2.4 
Zurite 264 5 1.9 2 0.8 
Anta 48 7 14.5 2 4.1 
Huarocondo 3 2 66.6 0 0.0 

Total 558 40 7.2 12 2.2 
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Figura 1. Identificación del genotipo 1 (VDVB-1) del virus de la diarrea viral presente en
cuatro muestras de suero de bovinos persistentemente infectados (PI) detectado en
la provincia de Anta, Cusco (2016)

Cuadro 4. Distribución según edad de bovinos persistentemente infectados (PI) con el virus 
de la diarrea viral en bovinos (VDVB) de la provincia de Anta, Cusco (2016)  

 

Distrito 
Segunda evaluación mediante la prueba de ELISA de 

captura 
Total de 

animales PI 
(%) >6 meses 1-2 años 2.5-3 años 3.5-4 años 

Ancahuasi 4 1 0 1 6 
Anta 0 1 0 1 2 
Cachimayo 0 1 1 0 2 
Zurite 0 0 2 0 2 
Huarocondo 0 0 0 0 0 
Total 4 3 3 2 12 (2.2) 

 

 

del VDVB provinieron de animales de 6 me-
ses hasta los 5 años. Los 40 animales cuyas
muestras resultaron positivas al VDVB 30
días después y el segundo análisis realizado
en estas muestras determinó que 12 de los
40 (30%) animales continuaron siendo positi-
vos al VDVB y, por tanto, eran animales PI.
La prevalencia de animales PI en la pobla-
ción de animales seronegativos muestreados
de la provincia de Anta fue de 2.2% (12/558)
(Cuadro 3). Los animales eran desde mayo-
res a 6 meses hasta 3.5-4 años (Cuadro 4).

Los 28 bovinos restantes que resultaron ne-
gativos en el segundo análisis fueron consi-
derados animales con infección aguda y
virémicos.

Los resultados de la prueba de RT-PCR
en tiempo real de los cuatro sueros (uno de
cada distrito) muestra la amplificación de un
producto específico del genotipo 1 con valo-
res Ct (Ciclo threshold o ciclo umbral) de
32.36, 36.29, 37.14 y 34.92 para cada mues-
tra frente al control positivo del genotipo 1
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con un Ct de 15.14 (Figura 1). No hubo am-
plificación de productos específicos para el
genotipo 2 (Figura 2).

DISCUSIÓN

Los animales PI son importantes
reservorios del VDVB y eliminan grandes
cantidades de virus mientras viven, por lo que
su rol es central en la epidemiología del virus.
El 2.2% (12/558) de frecuencia de animales
PI con el VDVB en pequeños hatos bovinos
donde la frecuencia de anticuerpos contra el
VDVB en los animales de la zona es más de
50% (Valdez et al., 2018) es similar a la pre-
valencia descrita a nivel global cuyo rango
varía entre 0.5 y 2%, aunque puede ser ma-
yor en algunos hatos (Houe, 1999; Wittum et
al., 2001). Durante el muestreo, el 60% de
los animales PI tuvieron apariencia física des-
critas en la literatura como de menor desa-
rrollo corporal con relación a su edad, pobre
condición corporal, etc. (Lanyon et al., 2014).
Algunos terneros PI tuvieron erosiones dis-
cretas en la nariz que podrían deberse al pas-

to seco del campo o a lesiones ocasionados
por VDVB u otros agentes infecciosos; pero
también hubo animales PI de apariencia físi-
ca normal. Los ganaderos indicaron que al-
gunas de las vacas PI de 2-3 años tuvieron
abortos y otros animales tenían largos inter-
valos entre partos.

La identificación de animales PI en una
población bovina de crianza semi-extensiva
a una altitud de 3200 msnm, representa el
primer estudio que evidencia la presencia de
estos animales en una zona altoandina sugi-
riendo que el VDVB es uno de los agentes
infecciosos que estaría afectando la econo-
mía de los pequeños ganaderos al ocasionar
fallas en el desempeño productivo y
reproductivo de los animales. Además, el pre-
sente estudio muestra que la infección por el
VDVB en la provincia de Anta se encuentra
activa, pues 28 de los 40 (70%) animales po-
sitivos a antígeno viral en el primer análisis,
fueron negativos 30 días después. Esto indi-
ca que estos animales estuvieron virémicos,
pero que en dicho periodo de tiempo elimina-
ron al virus de la circulación sanguínea (Cua-

Figura 2. Identificación del genotipo 2 (VDVB-2) del virus de la diarrea viral presente en cuatro
muestras de suero de bovinos persistentemente infectados (PI) detectado en la pro-
vincia de Anta, Cusco (2016)

 



Rev Inv Vet Perú 2018; 29(4): 1527-15371534

 E. Valdez et al.

dro 3). Las causas de infecciones virales ac-
tivas podrían deberse a varios factores, sien-
do las más importantes las ferias ganaderas,
pasturas comunes, ausencia de bioseguridad,
toros reproductores virémicos, etc. Es cono-
cido que en áreas donde el VDVB presenta
alta prevalencia existen animales PI quienes
se encargan de mantener al virus en los ani-
males en riesgo (Houe, 1999).

En un estudio local realizado en hatos
de crianza semi-extensiva de tres comunida-
des ubicados a 4000 msnm con una
seroprevalencia del VDVB de 56.2% no se
detectaron animales PI (Cárdenas et al.,
2011), ni en otro de crianza mixta semi-ex-
tensiva donde anticuerpos contra el VDVB
fueron detectados en todas las especies, pero
con una frecuencia mayor al 50% en bovinos
(Rivera H, 2017, Lima, comunicación perso-
nal). Es probable que nazcan animales PI en
ganaderías mixtas de las zonas altoandinas,
pero posiblemente mueren antes de los seis
meses por problemas diarreicos, respiratorios,
desnutrición, friaje, etc. Estudios de preva-
lencia del VDVB han sido realizados en bo-
vinos de crianza intensiva, semi-extensiva, y
en ganaderías de crianza mixta de la región
andina (Jayashi et al., 2005; Cabello et al.,
2006; Quispe et al., 2008; Cárdenas et al.,
2011), demostrándose la amplia distribución
del VDVB; sin embargo, la identificación de
animales PI ha sido detectado mayormente
en hatos de crianza intensiva (Jayashi et al.,
2005), incluso en hatos vacunados (Chacón
et al., 2003) y en pequeños hatos bovinos de
crianza semi-extensiva productoras de leche,
como en las zonas de Majes, Arequipa
(Huamán et al., 2007).

Los animales PI fueron identificados en
animales entre más de 6 meses y 4 años (Cua-
dro 4). En la literatura se menciona que el
50% de los animales PI mueren en el primer
año de vida debido a infecciones secundarias
del tracto respiratorio o gastrointestinal
(Duffel y Harkness, 1985; Taylor et al.,
1997). Los ganaderos que contribuyeron con
el estudio no usan registros, de allí que las

edades registradas podrían estar sobreestima-
das, aunque existen reportes de sobrevivencia
de animales PI de hasta 4.5 años (Houe,
1992, Voges et al., 2006). Los dos animales
PI adultos eran vacas y según Littlejohns y
Horner (1990), la sobrevivencia en hembras
suele ser mayor que en machos, posiblemente
por el mejor cuidado en el manejo de las terne-
ras por ser futuros vientres de reemplazo.

Los animales PI fueron identificados
mediante la prueba de ELISA de captura por
ser una prueba de menor costo, de alta sensi-
bilidad (94-97%) y especificidad (100%) y
porque grandes cantidades de muestras pue-
den ser procesadas simultáneamente
(Brinkhof et al., 1996). En el caso del VDVB
y en todos los pestivirus, la prueba detecta la
proteína no estructural p80 (NS3), que se
genera durante la replicación viral, mediante
un anticuerpo monoclonal con alta sensibili-
dad y especificidad analítica para detectar
todas las cepas del VDVB. La p80 es una
proteína altamente conservada, inmunogénica
y abundante en los animales PI y en anima-
les virémicos (Dubovi, 2013).

El VDVB presente en los animales PI
de la provincia de Anta perteneció al genotipo
1 (VDVB-1). Las cuatro muestras amplifi-
caron productos específicos con valores Ct
de 32.36, 36.29, 37.14 y 34.92, mientras que
el control del genotipo 1 tuvo un Ct de 15.14.
Estos valores Ct indican cantidades variables
de ARN presente en las muestras de suero.
Si el VDVB presente en las muestras hubie-
sen sido aislados in vitro posiblemente sus
valores Ct habrían sido similares al Ct del
control positivo, ya que el valor Ct es
inversamente proporcional a la cantidad del
genoma viral presente en las muestras (Figu-
ra 1). No se amplificó producto alguno del
genotipo 2, observándose únicamente el valor
Ct de 23.14 del control positivo (Figura 2).

El presente resultado confirma hallaz-
gos previos sobre detección del genotipo 1
en aislados del VDVB de animales virémicos
y PI de diversos lugares del país (Ståhl et al.,
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2009; Arainga et al., 2010), indicando que el
genotipo 1 es el que está circulando en la
población bovina del Perú. Se conoce que el
VDVB genotipo 1 es el más común y el que
presenta un alto grado de variaciones o
subgenotipos identificados como 1a, 1b, 1k,
mientras que el genotipo 2 posee dos
subgenotipos 2a y 2b (Ridpath, 2010). No se
conoce la real significancia clínica de los
subgenotipos, pero se ha demostrado que
existen diferencias antigénicas frente a pa-
neles de anticuerpos monoclonales que po-
drían tener implicancias en el diagnóstico de
laboratorio. Ridpath (2010) menciona que
además de los genotipos y subgenotipos del
VDVB y otros pestivirus, es importante man-
tener una vigilancia a nivel molecular de las
cepas existentes a fin de identificar las va-
riantes, pues se han venido aislando e identi-
ficando nuevos pestivirus.

CONCLUSIONES

 Se concluye que los animales
persistentemente infectados (PI) con el
virus de la diarrea viral bovina están pre-
sentes en hatos de crianza semi-exten-
siva de pequeños ganaderos localizados
en las zonas altoandinas de Cusco a 3200
msnm.

 El 2.2% de animales PI en la provincia
de Anta, Cusco fue similar a prevalencias
descritas en otras partes del mundo.

 El VDVB identificado en los animales PI
pertenece al genotipo 1 (VDVB-1). El
genotipo 2 (VDVB-2) no fue detectado.
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