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RESUMEN

La crianza familiar-comercial de cuyes (Cavia porcellus) es una actividad socio-econdémica
importante para las familias rurales; por lo que un problema sanitario puede generar un impacto
importante en su crianza. El presente estudio buscd detectar la presencia del virus de parainfluenza
tipo 3 (PIV-3) a través de RT-PCR usando muestras de hisopados traqueales de cuyes en etapa de
recria y reproductores de sistemas productivos familiar-comercial en la provincia de Cajabamba,
departamento Cajamarca, 2023. Se aplico el tipo de muestreo por conveniencia, abarcando 63
individuos como muestra considerando animales con signologia respiratoria, como estornudos y
mucosidad perinasal, o con antecedente y/o sospecha de presentacion o enfermedad respiratoria
transitoria. Los individuos pasaron por la etapa de faenamiento en el cual se realizé la contencion
fisica, aturdimiento e insensibilizacion, y posterior degielle para realizar el proceso correcto de
necropsia. La toma de muestra se recolect6 con hisopo estéril por frotacion en la zona objetivo,
epitelio traqueal. Las muestras se analizaron en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La técnica molecular,
PCR transcripcion inversa (RT-PCR), inici6 realizando la extraccion de Acido ribonucleico
(ARN) viral de las muestras usando el kit comercial Mini Kit ARN/ADN virico PureLink
siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, el ARN viral se convirti6 a ADN
complementario (ADNCc) utilizando el kit comercial Enzima Transcriptasa X100 determinaciones,
donde al realizar la mezcla designada segun fabricante, se procedié a colocar este preparado al
termociclador. Por Gltimo, se amplificO 739 pares de bases del gen de la proteina M de
parainfluenza obteniendo el producto para lectura en un sistema de electroforesis. De las muestras

analizadas, no se obtuvo ningln positivo en la identificacion del agente viral.

Palabras claves: cuy, virus, parainfluenza, PCR, RT-PCR
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ABSTRACT
Family-commercial raising of guinea pigs (Cavia porcellus) is an important socio-economic
activity for rural families; Therefore, a health problem can have a significant impact on their
upbringing. The present study sought to detect the presence of parainfluenza virus type 3 (PI1V-3)
through RT-PCR using tracheal swab samples from guinea pigs in the breeding stage and breeders
of family-commercial production systems in the province of Cajabamba, department Cajamarca,
2023. The type of convenience sampling was applied, covering 63 individuals as a sample,
considering animals with respiratory signs, such as sneezing and perinasal mucus, or with a
history and/or suspicion of presentation or transient respiratory disease. The individuals went
through the slaughter stage in which physical restraint, stunning and desensitization were carried
out, and subsequent slaughter to carry out the correct necropsy process. The sample was collected
with a sterile swab by rubbing it on the target area, tracheal epithelium. The samples were
analyzed in the Microbiology laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine of the Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. The molecular technique, reverse transcription PCR (RT-PCR),
began by extracting viral ribonucleic acid (RNA) from the samples using the commercial
PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit following the manufacturer's instructions. Then, the viral
RNA was converted to complementary DNA (cDNA) using the commercial Transcriptase
Enzyme kit x100 determinations, where when making the mixture designated by the
manufacturer, this preparation was placed in the thermocycler. Finally, 739 base pairs of the
parainfluenza M protein gene were amplified, obtaining the product for reading in an
electrophoresis system. Of the samples analyzed, no positive results were obtained in the

identification of the viral agent.

Key Words: guinea pig, virus, parainfluenza, PCR, RT-PCR
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INTRODUCCION
Uno de los animales con mayor trayectoria en nuestra historia, es el cuy (Cavia porcellus)
abarcando un proceso de domesticacion de 2 500 a 3 600 afos (Fernandez, 2019). Actualmente
en el Per(, segin el Ministerio de Desarrollo agrario y Riego (2019) informa, a través de la
Encuesta Nacional Agropecuaria - ENA 2017, que la poblacion de cuyes tuvo un incremento del
37% desde el afo 2012, cifra que demuestra el crecimiento constante, no solo de la especie si no

de la actividad productiva misma.

Existen tres tipos de crianza para la produccion de esta especie. Seguin Chauca (2020), en
primer lugar, la crianza familiar tradicional es el tipo con mayor extensién a lo largo del tiempo,
donde su principal objetivo era brindar seguridad alimentaria del producto para el autoconsumo
de las familias. El segundo tipo de crianza es la familiar-comercial o, también llamado, familiar-
tecnificada. La crianza se debe de realizar bajo un ambiente techado, con una correcta iluminacién
y ventilacion, asi como estar protegidos, evitando el ingreso de depredadores (perro, gatos, o
ratas). Y, por Gltimo, en tercer lugar, encontramos al tipo de crianza comercial-intensiva, el cual,
segun Vivas & Carballo (2013), se enfoca la produccion directamente hacia la venta comercial,
“en donde se toma en cuenta la bioseguridad para evitar el ingreso de depredadores y patogenos

gue afecten negativamente a la poblacion” (Morales, 2013).

Segun el Instituto Nacional de Estadistica e Informética (2012), el departamento de
Cajamarca es uno de nuestros departamentos emblemas como productores de cuyes, ya que
actualmente se destaca por presentar una poblacion de cuyes superior a dos millones. Asi mismo,
segun INEI en el Compendio Estadistico del 2017, el departamento de Cajamarca junto a la
provincia de Cajabamba se destacan la produccion agropecuaria, extraccion minera, forestal y
servicios turisticos como principales actividades econdémicas. Por ello, para prevalecer la alta

produccion y comercializacion de cuyes, la cual significa una fuente econémica primaria, se debe
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de prevenir diferentes enfermedades que pueden llegar a afectar la salud de los individuos y, por

ende, la economia de la poblacion.

El virus de la parainfluenza tipo 3 (PIV-3) “pertenece a la familia Paramyxoviridae, que
es un gran grupo de virus de rapido crecimiento que causan importantes enfermedades humanas
y veterinarias” (Henrickson, 2003). La infeccion del virus de parainfluenza tipo 3 puede llegar a
abarcar una gran cantidad de especies, como menciona Blomquvist et al. (2002), entre ellas se
encuentran los perros, caballos, ratas, ovejas, cuyes, hdmsters, vacas, primates no humanos y
humanos; no obstante, las manifestaciones clinicas en la gran mayoria de especies, incluyendo
los cuyes, son minimas, aunque si se puede generar alteraciones microscaépicas a nivel respiratorio
como neumonia intersticial. Las minimas manifestaciones clinicas que se han logrado reportar
son, en gran medida, generales y poco diagndsticas para la identificaciéon del virus a menos que
se realice un estudio mas profundo; por ello, las infecciones son subclinicas sin caracteristicas

histoldgicas de la patologia, a pesar que los cuyes son susceptibles al PIV-3 (Turner, 2018).

Ademas, el PIV-3 tiene un amplio alcance de infeccién en muchos animales diferentes
ya sea bajo condiciones experimentales como de manera natural. Se ha observado que el PIV-3
induce hiperreactividad en las vias respiratorias altas, especificamente en la traquea, de los cuyes;
no obstante, los trabajos experimentales reportados se basan en la inoculacion del virus mas no
en la identificacion de antigeno viral per se que pueda ayudar en la notificacion como posible
riesgo de diseminacion y transmision interespecie, a pesar de aln no estar bien establecidos. En
estudios realizados por Henrickson (2003), se ha informado infecciones en personas por algunos

de otros tipos de virus de parainfluenza no humanos.

Por lo tanto, el presente estudio tiene por objetivo detectar el virus de parainfluenza tipo

3 en los establecimientos productivos.
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MATERIALES Y METODOS
La investigacion fue de tipo descriptiva, transversal y prospectiva, ya que los resultados
fueron obtenidos a través de muestras de hisopados traqueales tanto en etapa de recria y

reproductores en la fase de faenado, asi como individuos con signologia clinica respiratoria.

Localizacion

La toma de muestra se realizé en diez (10) granjas de produccion familiar-comercial de
la Cooperativa de Servicios Especiales Redes de Productores de Cuyes del Crisneja
(COOPREDESCUY), abarcando su localizacion en los centros poblados de Los Naranjos (7°55°S
78°15°0), El Huayo (7°47’S 78°12°0) y El Olivo (7°26°S 78°16°0), distritos de Condebamba y
Cachachi, provincia de Cajabamba, departamento de Cajamarca. La eleccion del lugar para
desarrollar el estudio se bas6 por la factibilidad y la importancia de hacer el primer estudio de
deteccion de enfermedades virales en condiciones de crianza con la directiva de la Cooperativa,
la cual engloba granjas de produccion de cuyes en base al sistema de crianza tipo familiar-
comercial. En su gran mayoria, la crianza se basa en pozas; asi como, mantienen un sistema de

alimentacion mixto, el cual se basa en forraje verde y alimento balanceado.

Tamafio de muestra

El estudio cont6 con una poblacion de 2,500 cuyes, poblacidn total de las diez (10) granjas
de produccién estudiadas de la Cooperativa de productores. Para la determinacion del tamafio de
muestra, se utilizo la formula de presencia/ausencia de enfermedad, donde se tomd en cuenta un
nivel de confianza del 95%, margen de error de 5% y una proporcion esperada del 5%
(Yungazaca, 2022, mediante programa estadistico Winepi); determinando un n=63. Durante la
fase de campo, se aplico el tipo de muestreo por conveniencia teniendo en cuenta los criterios de
inclusién como signos respiratorios (estornudos, estertores, mucosidad perinasal), baja condicion

corporal y lesiones macroscopicas a nivel traqueal y pulmonar (petequias, hemorragia), en los 63
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individuos sin distincion de sexo y grupo etario (recria y reproductores); y, como criterios de
exclusion se consideraron cuyes en la etapa de lactante y animales que habian fallecido antes del

dia de visita.

Selecciéon de animales

Posterior al consentimiento de los proveedores para ingresar y empezar el procedimiento
metodoldgico, se procedi6 a realizar una inspeccion panordmica de cada poza del area de
reproductores y recria de cada instalacién detectando individuos con signologia respiratoria y en
conjunto con el apoyo de los criadores llegar a identificar y separar tempranamente animales

fallecidos el mismo dia de la visita.

Manejo y contencién de animales

La manipulacién y contencion de los cuyes se realiz6 por los operarios con experiencia
en el proceso, colocando una mano sobre el térax dando soporte; posterior a ello, el proceso de
faenado, el cual incluyd el aturdimiento e insensibilizacion del individuo més degtielle, se ejecutd
respetando el articulo 54° y 55° del Reglamento Sanitario del Faenado (SENASA, 2014);
tomando como referencia un tiempo menor a sesenta (60) y setenta y cinco (75) segundos segun
la especie. Se realizo el faenado de dos maneras, por un lado, generando el aturdimiento mediante
un golpe en seco en la articulacién atlantoaxoidea e inmediato el degtielle, o, por otro lado, con
una mano se sujetd la base del craneo y, con otra, los miembros posteriores; en un mismo
movimiento sincrénico de estiramiento, la mano que sujeta el craneo realiza un movimiento de

palanca hacia dorsal generando insensibilizacion y deceso inmediato.

Toma de muestra

Posterior a la fase de faenado, se procedio a realizar y respetar los pasos correctos del
procedimiento de necropsia del individuo sano o aparentemente enfermo, para poder acceder al
tracto respiratorio (Chauca et al., 2019). Se tom6 muestra del epitelio traqueal a través del
procedimiento de toma de muestra de secreciones a nivel respiratorio; recolectando con hisopo

estéril frotamos enérgicamente la zona objetivo. Se colocé las muestras en el medio de transporte
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universal (UTM), las cuales fueron rotuladas con los datos de cada individuo (galpén, grupo
etario, sexo, nimero de muestra), almacenadas en una temperatura minima de +2°C a +8°C
(PANAFTOSA, 2017) y trasladadas de forma inmediata via aérea al laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.
Finalmente, los cuerpos fueron eliminados separandolos fuera del galpdn para ser enterrados

sanitariamente por el encargado de la instalacion.

Procesamiento de laboratorio

1° Extraccion de ARN

El ARN fue extraido usando el kit comercial Mini Kit ARN/ADN virico PureLink

(Invitrogen, Massachusetts, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2° RT-PCR

El ARN viral se convirti6 a ADN complementario (ADNCc) utilizando el kit comercial
Enzima Transcriptasa x 100 determinaciones (Invitrogen, Massachusetts, EE. UU.). Para ello se
prepar6 un volumen de 10 microlitros (10 uL) de reaccion, el cual contenia 5 uL. de ARN, 20
micromolares (20 uM) del cebador Reverse y los demas componentes del kit. Luego de realizar
la mezcla, se procedi6 a colocar en el termociclador en las siguientes condiciones: 25° por 5

minutos, 45° por 30 minutos y 94° por 2 minutos, y las muestras fueron guardadas a -80°.

3° Diagndéstico de Parainfluenza mediante la amplificacién del gen de la proteina M

(Horwood, 2008)

La amplificacion del gen de la proteina M se realizé utilizando el kit comercial
SuperScriptTM 11 RT/Platinum (Invitrogen, Massachusetts, EE. UU.) en un volumen final de
25 upL. Para ello se utiliz6 5 uL de ADNc, 1 pL de cada cebador (RspV1:
GATCAGGAACTCTTAAAGGC; MR2: TTTTCCCGACCCCTTCTAT), 5 uL. de agua y en 13
uL del kit comercial. Los productos fueron puestos en un termociclador bajo las siguientes

condiciones: 94° por 40 segundos, 50° por 1 minuto, 72° por 1 minuto, todo esto se repitio por 35
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ciclos. Finalmente, se hizo una extension a 72° por 10 minutos y luego a 4° indefinidamente. Este
protocolo de PCR permitié amplificar 739 pares de bases (bp) del gen de la proteina M de

parainfluenza.

El producto de PCR fue leido en un sistema de electroforesis usando agarosa al 1.5% en
buffer TAE 1x, tefiido con el colorante SYBRsafe. La fotografia se realiz6 en un transiluminador

de luz ultravioleta adaptado a una camara digital.
Consideraciones éticas

Los protocolos utilizados para el faenado de los animales y la toma de muestra fueron
aprobados por el Comité de Etica en Investigacion con Animales y Biodiversidad por la

Universidad Cientifica del Sur, Per(; bajo el cédigo de registro PRE-16-2022-00068.

RESULTADOS

El presente estudio tuvo como objetivo detectar la presencia de PIV-3 en cuyes de un
sistema familiar-comercial en la provincia de Cajabamba. Para el analisis molecular de las
muestras tomadas, los controles positivos fueron donados por el laboratorio de virologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos; se realizé el
protocolo y la posibilidad de realizar la amplificacion. A una probabilidad del 5%, no se hall6 la
presencia del virus en las muestras de hisopados traqueales de cuyes a una prevalencia del 5%,
(Imagen 1). El resultado obtenido demostr6 la ausencia del agente viral estudiado a través de RT-

PCR.
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Imagen 1. Imagen de electroforesis con resultado negativo desde el nimero de muestra

1 a la muestra 36
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DISCUSION

La importancia del cuy como fuente primaria en la actividad agropecuaria en la provincia
de Cajabamba, genera el interés y preocupacion por mantener un estado sanitario dentro de lo
correctamente establecido evitando la aparicién de nuevos agentes microbiolégicos. Por ello, el
cuy se tomd como unidad de andlisis principal de estudio en la investigacion, ya que como
menciona Hao et al. (2019), esta especie de animal puede llegar a ser un modelo animal de
laboratorio ideal para estudios en el futuro. En esta investigacién, se examiné la infeccion del
virus de la parainfluenza caprina tipo 3 en cuyes, los cuales mostraron signos clinicos relacionados
con la enfermedad respiratoria, asi como lesiones neumdnicas macroscopicas aparentes,
congestion en uno o mas lébulos pulmonares, ademas de cambios histopatol6gicos bajo la

inoculacion del virus experimentalmente.

Ademas, en Shi et al. (2014), se demostro positividad y signologia en tracto respiratorio
por infecciones experimentales de virus de parainfluenza bovina tipo 3 en cuyes inoculados via
intranasal. Ademas de la signologia respiratoria, los individuos presentaron lesiones neumdnicas
macroscopicas consistiendo en areas de consolidacion irregulares, ligeramente deprimidas y de
color rojo oscuros en los l6bulos pulmonares desde el segundo a noveno dia de infeccién. En
comparacion con la presente investigacion, no se obtuvo positividad en el analisis molecular
(\Valera, 2023) y las alteraciones macroscopicas fueron, generalmente, orientadas a reacciones

post mortem de cada individuo mas no una alta sospecha a la presencia del virus.

En la investigacion presentada por Mehmet et al. (2019), se obtuvieron 3 muestras
positivas (1.93%) a virus de parainfluenza bovina tipo 3 (BPIV-3) de 155 muestras de hisopados
nasales y pulmén de vacas analizadas a través de RT-PCR. Las muestras para BPIV-3 lo
obtuvieron finalizando el invierno, por lo que concluyen que “los virus envueltos, en particular
los paramixovirus, generalmente son susceptibles cuando se exponen al ambiente exterior; por

este motivo, las muestras deben ingresarse en el laboratorio en poco tiempo y analizarse en el
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mejor tiempo posible”. Por ende, probablemente, debido a la susceptibilidad del virus, se puede
estar generando una baja tasa de positividad y posibles falsos negativos en la presente

investigacion, por ello la ausencia del virus.

Por otro lado, en Gaeta et al. (2018), se realiz6 el primer estudio con el objetivo de
detectar el BPIV-3 y DIV (virus de influenza) en rebafios bovinos de agricultura familiar en el
estado de Sao Paulo, Brasil; obteniendo ninguna muestra positiva para ninguno de los virus
mediante PCR en tiempo real. No obstante, a través de la neutralizacion del suero para BPIV-3
de muestras aleatorias, se detectaron anticuerpos en el 45.45% (40/88) de las muestras de liquido
traqueobronquial, lo cual demostré que el BPIV-3 estd presente en los rebafios y genera
motivacién para mantener un monitoreo constante. Por ello, hasta donde sabemos con los
resultados negativos y versus a esta investigacion en discusion, segun el tipo de muestra, puede

existir la probabilidad de la presencia de la enfermedad a pesar del resultado negativo.

Asi mismo, en Lowen et al. (2006), se comprobd la transmision del virus de la influenza
a través de gotas y aerosoles desde cuyes infectados a cuyes no infectados con un espacio de
91cm, asi como la evaluacion del crecimiento viral en el tracto respiratorio superior, lo cual fue
una de las fuentes de motivacion para tratar de identificar el virus en la poblacién objetivo, ya que
la gran mayoria y el tipo de crianza familiar-comercial mantiene entre minimas distancias a cada
grupo etario de la explotacion, lo cual implicaria mayor probabilidad de transmision, desarrollo y
aparicion del agente viral. A pesar que en Craighead (1996), se observo la positividad del
crecimiento viral en 6rganos de cuyes (mucosa nasal, pulmén y pleura), no se reconocieron los
cambios citologicos asociados a la infeccién. Por lo cual, ain no se logra definir y esclarecer el

dafio histolégico por parte del PIV-3.

Los tejidos seleccionados para la toma de muestra de hisopados no presentaron lesiones
macroscopicas o0 eran lesiones macroscopicas leves post mortem, lo cual la presencia o ausencia
de signos clinicos o lesiones macroscopicas en los tejidos no definian la positividad del resultado,

mas si la sospecha de la presencia del agente, ya que se ha descrito anteriormente que “los cuyes
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son susceptibles al PIV-3, pero las infecciones son subclinicas sin caracteristicas histoldgicas ni

signos de enfermedad” (Turner, 2018).

Por lo tanto, un mayor nimero de muestreo en la realizacién de la investigacion brindaria
una mejor probabilidad de identificacion del agente viral otorgando una deteccion e inicio de plan
de accién a favor de asegurar la sanidad en las diferentes granjas trabajadas y el impacto del

sustento econdmico de las familias.

CONCLUSION

El PIV-3 no se detect6 en las muestras de hisopados traqueales de cuyes en etapa de recria
y reproductores de sistemas productivos familiar-comercial en la provincia de Cajabamba,

departamento Cajamarca, durante el 2023, con un margen de error estadistico del 5%.
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