Avances

de técnicas moleculares
para el diagnéstico

de enfermedades virales
de los animales,
aplicadas en el INIA

n las ultimas décadas se ha observado unin-

cremento de las enfermedades emergentes

y reemergentes a nivel mundial, las cuales
constituyen un serio problema para la comunidad
internacional por el impacto sanitario y econémico
que provocan, ya que son elevados los costos de
las medidas de control muchas veces basadas en
el sacrificio de los animales infectados y los que
han estado en contacto con estos. A este problema
se suman las actuales tendencias de globalizacion,
el incremento en el movimiento internacional de
pasajeros, animales, productos y subproductos
de origen animal y las relaciones econdémicas en
diferentes regiones del mundo, constituyen un pro-
blema de seguridad regional, nacional y global, se
debe contar con los medios para un diagnéstico ra-
pido y efectivo de las enfermedades, incluso en los
casos donde el polimorfismo clinico y el numeroso
conjunto de diferenciales dificultan el diagnéstico
conclusivo, para tomar las medidas necesarias y
oportunas.

La implantacion de técnicas de diagndstico al-
tamente especificas y sensibles contribuye de
manera importante con los sistemas de salud
animal y la salud publica del pais. La difusion de
estas metodologias permitira incorporar al sistema
diagnéstico nacional otras instituciones como uni-
versidades y entes privados entre otros, ampliando
el sistema nacional de diagndéstico veterinario y
fortaleciendo los programas nacionales de control
de enfermedades.

En el marco del convenio Cuba-Venezuela se
ejecutod un proyecto donde se emplearon técnicas
de biologia molecular, especificamente la de PCR
con algunas de sus variantes, para la deteccion
de agentes infecciosos utilizando cebadores es-
pecificos, donde se evalud su capacidad para un
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diagnéstico mas eficiente de enfermedades en
las diferentes especies de produccioén y de interés
econdmico para ambos paises.

A continuacion, algunas definiciones:

Biologia molecular: Ciencia que trata de explicar
el funcionamiento de los seres vivos de acuerdo
con las estructuras de sus constituyentes y las in-
terrelaciones funcionales entre las macromoléculas
que los forman.

Técnica molecular: Toda aquella actividad que
aplica los conocimientos cientificos relacionados
con la constitucion genética de los seres vivos.

Cebador: Se conoce con el nombre de cebador o
primer a una secuencia polinucleotidica de longitud
variable, no inferior a cinco nucleétidos. Cebador
y primer son nombres equivalentes, es decir, uno
es la traduccién del otro. Cebador se refiere a todo
dispositivo capaz de iniciar una reaccion fisica o
quimica.

Avances en el diagnéstico molecular de la
fiebre aftosa

La Fiebre Aftosa es una enfermedad de declara-
cion obligatoria en nuestro pais, por su elevada
morbilidad y mortalidad en la ganaderia bovina
principalmente, afectando la produccién nacional y
las posibilidades de poder competir en el mercado
internacional. Su diagndstico oportuno y veras,
contribuiria enormemente en el éxito de los progra-
mas de control y erradicacion de esta enfermedad.
En tal sentido se logro estandarizar técnicas de
diagndstico molecular de los virus vesiculares que
afectan principalmente a los bovinos, entre las
cuales se mencionan:
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- Optimizacién de la técnica reaccion en cadena
de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR)
para deteccion de virus tipo “O” de fiebre aftosa
(Figura1).

- Optimizacién de la técnica RT-PCR para detec-
cién de virus tipo “A” (Figura 2).

- Estandarizacién y optimizacion de la técnica RT-
PCR para el gen 3D del virus de fiebre aftosa

- Ensayos de RT-PCR de muestras provenientes
del banco de epitelios del laboratorio con diag-
nosticos negativos al virus de fiebre aftosa.

- Selogré la estandarizacion de la técnica de RT-
PCR para el género alfavirus (una ronda, dos
primers).

Figura1. RT-PCR fiebre aftosa tipo A.

Figura2. RT-PCR fiebre aftosa ipo O.
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Avances en el diagnéstico molecular de
patologia virales que afectan a las aves

La aplicacion de metodologias de biologia mole-
cular para caracterizar algunos patégenos, como
es el caso de bronquitis infecciosa aviar (Figura
3), enfermedad infecciosa de la bursa y newcastle,
ha sido un gran avance para el control de estas
enfermedades, sin embargo, se requiere validar
otras metodologias como la hibridizacion in situ,
O caracterizar otros agentes como son Anemia
Infecciosa Aviar e Influenza aviar, de tal modo de
continuar avanzando en la vigilancia epidemiolo-
gica de enfermedades como estas, que afectan
a las aves. Entre los avances alcanzados en el
diagnéstico molecular de las enfermedades de las
aves, con las nuevas tecnologias transferidas entre
Cuba y Venezuela, se mencionan:

- Caracterizacién por RFLP 4 cepas de bronquitis
infecciosa aviar.

- Amplificacion genémica de 20 cepas del virus
de NewCastle.

- Amplificacion gendmica de 5 cepas del virus de
Gumboro.

Figura 3. Detecciéon del ARN del virus de bron-
quitis infecciosa aviar.

Diagnéstico del virus de Lengua Azul

Para esta enfermedad que afecta a los bovinos,
se desarrollé la técnica de RT- PCR para el virus
Lengua Azul usando la técnica nested (dos rondas,
cuatro primers) con oligonucleotidos especificos
para Lengua Azul.



Por otra parte se aislaron ocho cepas del virus
de Lengua Azul a partir de sangre heparinizada
de bovinos. Ademas, se logro intercambio con el
CENSA (Centro Nacional de Sanidad Agropecua-
ria) de Cuba, de cepas de Herpesvirus bovino tipo
1y 2 (Figura 4) y cepas de diarrea viral ovina no
citopatica.

Figura4. Deteccion del herpes virus bovino tipo Il

Gracias al intercambio y transferencia de tecnolo-
gias entre Cuba y Venezuela se obtuvieron resul-
tados y avances significativos, en el diagnostico de
enfermedades virales que afectan a los animales
de interés productivo.
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Es imperativo continuar, a la par de los progresos
tecnolégicos, estandarizando y desarrollando nue-
vas técnicas moleculares para el diagnéstico de las
enfermedades que afectan a las diferentes especies
animales de interés productivo para nuestro pais, de
tal forma de poder ofrecer un servicio eficiente, veras
y oportuno, sustituyendo o apoyando las técnicas
convencionales; para asi contribuir en el control y
erradicacion de patologias que afectan a los ani-
males que repercuten en el desarrollo econémico,
social y politico de nuestros pueblos.
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