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RESUMEN

La diarrea indiferenciada de las becerras es un cuadro clinico caracterizado
por heces liquidas y profusas, deshidratacion, causado por la interaccion de
varios agentes patdgenos. En la Ciudad de Delicias, Chihuahua no existen
estadisticas de estos trastornos, por este motivo se tomaron 21 muestras de
heces de becerras con diarrea directamente del recto, de 7 establos lecheros,
con la finalidad de identificar antigeno de rotavirus y coronavirus, se
depositaron en bolsas de plastico estériles y se transportaron en refrigeracion
al laboratorio para procesarlas, utilizando un método de andlisis
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), disponible comercialmente, y se
analizaron de acuerdo a las especificaciones de la prueba realizandose asi el
diagnostico. Los 7 (100%) establos estudiados presentaron problemas
infecciosos gastrointestinales manifestados con diarrea. Se obtuvo un 57.14%
(12/21) de heces positivas a la presencia de antigeno de rotavirus y 14.28%

(3/21) para coronavirus.

Palabras clave: Diarrea indiferenciada de las becerras, Rotavirus, Coronavirus.



INTRODUCCION

La diarrea indiferenciada de las becerras es una manifestacion muy frecuente
que se caracteriza por la presencia de heces liquidas y profusas,
deshidratacion, emaciacién, postracion y muerte y es causadas por infecciones
por Escherichia coli, Salmonella spp, Cryptosporidium parvum, rotavirus y

coronavirus, entre otros agentes (Delgado 2000).

EL rotavirus es uno de los principales agentes causales de enfermedades
diarreicas en nifios y animales jovenes de todo el mundo (Paul et al.,1992; Saif
et al., 1994; Kapikian et al., 1996). En explotaciones bovinas las infecciones por
rotavirus usualmente ocurren como infeccion enzodtica que afecta a mas del
60% de la poblacién de terneros (Paul et al., 1992; Saif et al.,, 1994). La
mayoria de las infecciones naturales con rotavirus son subclinicas o estan
asociadas a diarreas moderadas. Sin embargo, muchas infecciones estan
asociadas con gastroenteritis moderada a severa (Woode, 1986; Paul et al.,
1992).

El coronavirus bovino es un importante agente patdogeno del ganado bovino, el
cual estq asociado a sindromes clinicos diferentes como es el respiratorio,
digestivo, hepatitis, trastornos nerviosos, nefritis y enteritis, caracterizandose de
forma general por una rapida diseminacion, afectando tanto a individuos
jovenes como adultos, siendo responsable de grandes pérdidas economicas
anualmente a nivel mundial (Storz et al.,1996). La enfermedad de manera
natural cursa con diarreas liquidas profusas que pueden persistir durante 2 a 6
dias, anorexia, fiebre y deshidratacion; en algunos terneros se puede observar
presencia de sangre en heces. La morbilidad y mortalidad son altas y terneros
con diarreas sanguinolentas pueden experimentar una hipovolemia a pocas

horas de haber comenzado los signos clinicos (Mc. Arthur, 1997).

El periodo de incubacion puede variar de 2 a 8 dias en los animales afectados
de forma mas grave (Espinasse et al., 1990). La incidencia de diarrea de forma
explosiva con surgimiento de los sintomas se aprecia entre el 10 a 15% de los

animales en el primer dia, el segundo dia del 20 a 40% de los animales son



afectados hasta alcanzar el 100% del hato; tipicamente dentro de dos semanas
del inicio de la diarrea, todos los animales se recuperan; en grandes hatos la
duracion se puede prolongar de 6 a 8 semanas (Heckert et al., 1991). Un
porcentaje de alrededor del 4% de las becerras, llegan a morir antes del

destete y otro porcentaje no se desarrolla correctamente (Losinger 1997).

De acuerdo a estos antecedentes y considerando que hay escasa informacion
sobre estas patologias en México, ademas de que en la cuenca lechera de
Delicias, Chihuahua no existen estadisticas sobre estos trastornos, se llevo a

cabo el presente estudio para analizar la frecuencia de Rotavirus y Coronavirus

ANTECEDENTES

Historia

La primera notificacion de coronavirus ocurrié en 1972 en los Estados Unidos
de América, asociado a una enfermedad entérica de los terneros neonatos, en
un sindrome diarreico neonatal de los terneros (Mebus et al., (1972); el virus
fue aislado de heces fecales diarreicas de terneros gnotobioticos inoculados
experimentalmente, se detecté por medio de microscopia electronica y se
caracterizo morfolégicamente dentro del grupo de los coronavirus (Stair et al.,
1972); posteriormente Mebus et al. (1973) lograron el aislamiento del virus en

cultivo primario de rifion de embrién bovino (Mebus et al., 1973a).

En el afio de 1975 en Nueva Zelanda se relacion6 al coronavirus bovino con un
sindrome diarreico del ganado bovino adulto denominado Disenteria de
Invierno (Horner et al.,, 1975), aunque esta relaciébn permanecié como un
enigma durante algunos afios, fue reportado por varios investigadores en
diversos paises (Campbell y Cookingham, 1978; Clark, 1993; Van Kuiningen et
al.,, 1995), y fue aclarado en estudios subsiguientes (Smith et al., 1998;
Tsunemitsu et al., 1999), reconociendo al coronavirus como el principal agente
etiolégico de la Disenteria de Invierno (Cho et al., 2001; Saif, 2002; Hasoksuz
et al., 2002a; Hasoksuz et al.,2005; Jeong et al., 2005a).



Ademas de infectar el sistema digestivo provocando trastornos entéricos, el
coronavirus bovino también posee tropismo por el tracto respiratorio de donde
ha sido recuperado a partir de animales convalecientes de enfermedad
respiratoria (McNulty et al., 1984; Reynolds et al.,, 1985; Saif et al., 1986).

En la década de los noventa Storz et al. (1996) comunicaron el aislamiento del
coronavirus bovino a partir de muestras de secreciones nasales de bovinos
jovenes con signos respiratorios después de la transportacion, no siendo hasta
el aflo 2000 cuando se demostré a través de los postulados de Evans su
asociacion con la Fiebre de Embarque (Storz et al., 2000a); ratificado en ese
mismo afio cuando Store et al.,(2000b) reportaron que el coronavirus fue el
virus aislado con mayor frecuencia al estudiar dos epizootias de Fiebre de

Embarque en méas de 100 bovinos.

En la actualidad, el coronavirus bovino resulta endémico en un gran nimero de
paises de Europa (Jactel et al., 1990; Hartel et al., 2004; Dringeliene y et al.,
2004), Asia (Takamura et al., 2002; Jeong , et al., 2005b), Oceania (Beer,
1983) y América (Dea et al.,, 1995; Jerez et al., 2002), por lo que puede

admitirse su difusién a nivel mundial.

El rotavirus bovino Grupo A fue identificado, caracterizado y confirmado como
agente causal de diarreas en terneros, por primera vez, por Mebus y col. en
1969.

Actualmente es considerado el principal agente patdogeno productor de diarreas
en terneros menores de tres semanas de vida, en todo el mundo. Respecto de
los otros grupos de rotavirus, se ha reportado la circulacion de rotavirus grupo
B y C en bovinos de Japén y Estados Unidos el rotavirus grupo B ha sido
detectado en terneros y esporadicamente asociado con diarrea neonatal pero
se encuentra especialmente involucrado en brotes de diarrea epizodtica en
ganado adulto; el rotavirus grupo C fue aislado a partir de un caso de diarrea

en bovinos adultos en Japon (Mebus et al., 1995).

Dentro de los rotavirus del grupo A gue circulan en bovinos se han reportado
los G-tipos: G1, G2, G3, G6, G8, G10, G11 y los P-tipos: P[1], P[5] y P[11],



siendo las cepas UK o IND (P[5]G6), NCDV-Lincoln (P[1]G6), y B223
(G10P[11]) los tipos predominantes a nivel mundial Seguido por P[1]G8 que ha
sido reportado recientemente en Europa y Japon (Campbell y Cookingham,
1978; Clark, 1993; Van Kuiningen et al.,1995).

Estudios realizados en Argentina durante un periodo de 8 afios (1992-1999)
indican que las diarreas por rotavirus representan una de las principales
afecciones de los terneros neonatos, alcanzando una prevalencia de 87% en
hatos de crianza y de 74% en otros establecimientos, con una amplia
circulacion de G6 (32.6%), seguido de G10 (15.4%) (Takamura et al., 2002;
Jeong et al., 2005b).

Etiologia

El Coronavirus es un virus ARN, envuelto; ubicado taxonémicamente dentro de
la familia Coronaviridae, género Coronavirus y orden Nidovirales (Gonzalez et
al., 2003); y clasificado en el segundo grupo de los tres en que se dividen los
coronavirus (Knipe et al., 2001; Brandao et al., 2001), en el cual se incluyen
ademas Coronavirus respiratorio humano 0C43, Virus de la hepatitis murina,
Virus de la sialodacrioadenitis y Virus de la encefalomielitis hemoaglutinante
porcina; con los cuales esta muy relacionado desde el punto de vista de sus

secuencias nucleotidicas y reacciones serologicas (Saif, 2004).

A principio del afio 2000 se report6 el hallazgo de un nuevo coronavirus, el cual
resulté ser el agente etioldgico del sindrome respiratorio agudo severo (SARS);
sin embargo, este nuevo virus no pertenece a ninguno de los tres grupos
reportados hasta el momento (Ksiazek et al., 2003; Rest y Mindell, 2003), lo

que incrementa el interés por conocer las propiedades de los coronavirus.

En suspensiones purificadas de coronavirus bovino se han observado
consistentemente al microscopio electrénico particulas esféricas, con un
didmetro de alrededor de 120 nm, apreciandose en la superficie proyecciones
dispersas uniformemente, en forma de corona, con un didmetro de alrededor

de 12 a 24 nm. Una envoltura lipoproteica rodea la cépside, de simetria



helicoidal, que posee un diametro aproximado de 14 a 16 nm (Brandao et al.,
2003).

Debido a la presencia de lipidos esenciales en la envoltura viral el virus se
inactiva rapidamente con solventes organicos como éter, cloroformo y
deoxicolato de sodio, ademas con detergentes, como Nonidet P-40. La
infectividad es estable a pH 3. El coeficiente de sedimentacién de la cepa
Mebus y LY-138 es de 1.18-1.20g/mL en sacarosa y de 1.24-1.25 g/mL en
solucién CsCl (Mebus, 1990).

Sharpee et al. (1976) junto con Soto et al., (1977) investigando sobre la
termosensibilidad del virus plantearon que este virus puede permanecer en
congelacion un tiempo muy largo, incluso a -20°C puede resistir mas de dos
afios; sin embargo al calentarlo a 50°C durante 60 minutos se produjo una
inactivacion total, lo que puede ser prevenido cuando se incluye MgCly, en el

medio durante la incubacion.

La supervivencia del virus en la naturaleza es muy baja; a temperatura
ambiente el virus disminuye tres logaritmos su titulo durante un periodo mayor
de 10 dias, siendo extremadamente sensible a altas temperaturas y a las
radiaciones solares (Growes, 1982). Se inactiva en fenol al 0.5%, formalina
0.05%, ambos en 30 minutos. La sosa caustica al 2% lo destruye rapidamente,

también muestran una rapida inactivacion por la luz ultravioleta (Mebus, 1990).

En cuanto a los rotavirus son clasificados dentro de la familia Reoviridae y son
caracterizados por la presencia de una triple capside viral y el genoma viral

estd compuesto por 11 segmentos de ARN doble cadena (Mattion et al., 1994).

Basados en la especificidad de la VP6 localizada en la capside interna del
virus, los rotavirus pueden ser clasificados dentro de siete serogrupos distintos,
denominados A, B, C, D, E, F y G. Las dos proteinas de superficie externa,
VP4 y VP7, son responsables para activar anticuerpos de neutralizacion contra
el virus. Un sistema binario es usado para clasificar los rotavirus del grupo A

basados en la VP4 (P-tipos) y VP7 (G-tipos) especificamente (Estes et al.,



1989). Muy pocos estudios se han realizados sobre la prevalencia y distribucion

de serotipos de rotavirus bovinos (Bridger, J. C. 1994).

En la actualidad las cepas que pertenece al grupo A de rotavirus porcino que
corresponden al serotipo G son: 1, 3, 4, 5, 9, 10 y 11 (Bohl et al., 1984;
Nagesha et al., 1988; Ciarlet et al., 1994; Pongsuwanna et al., 1996; Rach et
al., 2000) han sido detectados. Dentro de los RV grupo A que circulan en
bovinos se han reportado los G-tipos: G1, G2, G3, G6, G8, G10 y G11 (Gouvea
et al., 1994; Falcone et al., 1999).

Transmision y Patogenia

El coronavirus ingresa en el organismo normalmente por ingestion o inhalacion.
Cuando la puerta de entrada es la via enterdgena el virus infecta las células
epiteliales del intestino delgado y el colon, donde hace una replicacion local, la
cual produce atrofia de las vellosidades; debido a esto las enzimas situadas en
la superficie de las células epiteliales, especialmente las del intestino delgado

no degradan de manera eficiente al alimento ingerido (Mebus, 1990).

La degeneracion de las células epiteliales provocadas por el virus causan una
absorcion insuficiente de agua y electrolitos e incrementan la funcion secretora
y con ello se desencadena el cuadro clinico de la diarrea, lo que lleva a la
deshidratacién, acidosis e hipoglicemia; pudiendo provocar la muerte, sobre
todo en terneros (Mc. Arthur, 1997).

En individuos recuperados de la infeccion las criptas del epitelio de la mucosa
intestinal pueden recuperarse y eventualmente volver a su funcionamiento
fisiologico (Espinasse et al., 1990). En estudios realizados por Mebus, (1990)
durante las primeras horas de las diarreas las heces fecales pueden contener

10 particulas infectivas por mL.

Cuando la puerta de entrada es por las vias respiratorias el virus infecta el
epitelio respiratorio, fundamentalmente a nivel de vias superiores (Mc. Arthur,

1997), disemindndose desde el punto de entrada hacia las regiones vecinas,



ocasionando una inflamacion de las vias respiratorias altas y/o una conjuntivitis
(Storz et al, 2000a).

Storz et al. (2000b) aislaron el virus a partir de fragmentos de pulmones de
individuos con enfermedad respiratoria, encontrando entre 1 x 10°y 1.2 x 10’

unidades formadoras de placas por gramo de tejido pulmonar.

En relacion al rotavirus la infeccion se produce en los individuos jévenes de las
diferentes especies animales y se encuentra asociada con diarrea acuosa no
enterocolitica y lesiones intestinales. Rotavirus bovino genera diarrea en
terneros menores de 3 semanas de vida, y la edad de méaxima susceptibilidad
se registra entre los 2 y 19 dias de edad. La transmision se produce
principalmente por la via fecal-oral y los animales infectados eliminan grandes
cantidades de virus (10 particulas virales por gramo de heces) (Bridger,
1994).

Estudios de la infeccion realizados en terneros descalostrados, gnotobidticos o
convencionales indican que la diarrea se desarrolla dentro de un corto periodo
de incubacion de 18 a 24 horas posteriores a la inoculacion oral. Segun la
carga viral y la virulencia de la cepa, la diarrea puede ser leve y autolimitada, o
severa con una importante pérdida de fluidos y desbalance electrolitico.
(Bridger, 1994: Jaynes et al.,2004).

Las heces de los terneros afectados son blanco-amarillentas, su consistencia
varia de pastosa a extremadamente acuosas, y presentan un olor fétido
caracteristico. Otros signos clinicos incluyen depresion, anorexia Yy
deshidratacion. Los Rotavirus infectan selectivamente los enterocitos maduros
localizados en la porcion apical de las microvellosidades intestinales. Las
criptas no son afectadas. Los enterocitos son invadidos por el virus, que se
replica rdpidamente y provoca la lisis celular y la atrofia de las vellosidades. Los

cambios en la mucosa pueden ser leves o graves (Bridger et al., 1985).

En los casos leves, las lesiones se presentan formando parches en el epitelio e
incluyen acortamiento de las vellosidades y una leve infiltracion de la lamina

propia con células mononucleares (Ahmed et al., 2004).



En los casos graves, se produce un total acortamiento de las vellosidades, una
marcada infiltracion de células inflamatorias, hipertrofia de las criptas y dafio
severo del epitelio que incluye degeneracién, vacuolizacion, necrosis Yy

descamacion de las células infectadas (Bridger et al., 1982).

En un estudio comparativo donde se infectaron experimentalmente terneros
gnotobidticos de 1 o 10 dias de edad, se observd que la replicacion viral se
extiende uniformemente a lo largo de todo el intestino delgado afectando
principalmente entre el 40% y 65% del extremo proximal, en los terneros mas
jovenes; mientras que los terneros mayores presentaron la infeccion en
parches que afecta la zona media y distal (Chang et al., 1997). Un hallazgo
importante fue que en ambos grupos de terneros de detect6 la presencia de
enterocitos infectados por rotavirus en el ciego y el colon, indicando que la
infeccion puede extenderse al intestino grueso, al menos en esta especie
(Chang et al., 1997).

A medida que progresa la infeccion, las células infectadas son reemplazadas
por células cuboidales inmaduras y secretoras de las criptas, incapaces de
cumplir con las funciones normales de digestion y absorcion, por lo que
disminuye el transporte de glucosa asociado al sodio, se registran niveles
anormalmente bajos de maltasa, sacarasa y lactasa, los que vuelven a la
normalidad luego de 4 a 8 semanas post-infeccion (Millane et al.,1995). La
mayoria de los individuos con gastroenteritis aguda por rotavirus padecen mala
absorcion de lactosa e intolerancia. La lactosa de la leche no digerida favorece
el desarrollo bacteriano y ejerce un efecto osmaético que contribuye al desarrollo
de la diarrea (Bridger et al.,1985). Esta serie de hechos provocan la pérdida de
electrolitos y fluidos, que ocasionalmente llevan a la deshidratacion severa y
muerte (Brown et al.,1987). Los mecanismos propuestos en el desarrollo de
diarrea por rotavirus incluyen: malabsorcién, como resultado de la disfuncién y
destruccién de los enterocitos; efecto enterotdxico causado por la proteina viral
NSP4 y la activacion de un sistema neuroentérico. Investigaciones recientes
indican que la proteina NSP4, péptido glicosilado que participa en la
morfogénesis viral, induce diarrea en ratones lactantes al ser administrado por

via intraperitoneal o intraduodenal (Eiden et al.,1992). La NSP4 actia en los



estadios tempranos de la infeccion viral promoviendo la movilizacién de calcio
hacia el interior de los enterocitos infectados con la consiguiente secrecion de
fluidos que provoca la alteraciéon del balance hidrico y electrolitico. También se
postula que la infeccion por rotavirus produce la activacion de terminales
nerviosas en la pared intestinal generando un aumento del peristaltismo y de la

secrecion de agua fomentando la diarrea acuosa (Eiden et al.,1992).

Lesiones

A lo largo del intestino se puede observar dilatacion, flacidez y aumento del
contenido intestinal liquido de color amarillo; los terneros muestran signos de
deshidrataciéon, también se observan con frecuencia trastornos circulatorios,
basicamente congestiobn y hemorragias petequiales en ciego y colon; los
linfon6dulos mesentéricos se observan aumentados de tamafio (Mebus et al.,
1973b). Durante la infeccion natural usualmente pueden aparecer otras

lesiones producto de infecciones mixtas (Langpap et al, 1979; Mebus, 1990).

Cuando la enfermedad progresa las células del epitelio del intestino delgado y
del colon cambian por células cuboidales con presencia de vacuolas y las
células vecinas se ven fusionadas, lo que termina con la destruccion del

epitelio, mostrandose una marcada atrofia (Mebus, 1990; Kapikian, 1994).

En estudios realizados por Garwes (1982), se cuantifico la atrofia producida en
el intestino delgado, apreciandose una relacion de 1 en los individuos
inoculados experimentalmente con coronavirus bovino comparado con los

controles en los cuales el valor de esta relacién fue de 5.3.

Las lesiones microscopicas en bovinos adultos son mas evidentes en el colon
donde las criptas del epitelio exhiben degeneracion, necrosis y atrofia; también
se aprecian con frecuencia hemorragias petequiales, que pueden observarse

también a lo largo de la mucosa del intestino delgado (Beer, 1983).

En el tracto respiratorio las lesiones pueden extenderse hasta la parte posterior

de la cavidad nasal; en la trdquea se observa congestion, hemorragias



petequiales y exudado serofibrinoso (Espinasse et al., 1990); mientras que
desde el punto de vista histopatolégico en el tracto respiratorio se observan

cambios consistentes en bronquiolitis y alveolitis (Storz et al., 2000b).

El rotavirus bovino produce necrosis de las vellosidades destruyendo los
enterocitos del intestino delgado resultando en una mala absorcion y diarrea

acompafada de una profusa eliminacién fecal del virus (Mebus et al., 1971).

Es importante diferenciar las lesiones de las producidas por otros agentes
etiolégicos como serian las producidas por Cryptosporidium parvum ya que
este se multiplica en las vellosidades intestinales causando necrosis, fusion de
las mismas y malabsorcion; los Torovirus infectan los entericitos de las
vellosidades y de las criptas del yeyuno, ileén, colon y ciego, induciendo atrofia
de las vellosidades y necrosis de las criptas en becerros (Kuwabara et al.,
2007).

La cepa de Escherichia coli enterotoxigénica coloniza el intestino gracias a los
pilis de la bacteria que se adhieren al intestino delgado. El Pili K99 esta
asociado con la produccién de una toxina estable, la cual produce diarrea

hipersecretora (Millis y Tietze, 1984).

La salmonela se manifiesta con diarrea aguda (Santos et al.,2002). La
clostridiasis se manifiesta con gastroenteritis hemorragicas, se ha encontrado

abomasitis ulcerativa y enfisematosas en becerras .

Diagnostico

El diagnostico basado en la serologia es de gran utilidad, debido a que los
anticuerpos generados por los individuos en respuesta a la infeccién aparecen
en estadios tempranos de la enfermedad; en este sentido Mebus (1990)
plante6 que en individuos inoculados experimentalmente con coronavirus la
respuesta de anticuerpos neutralizantes aparece entre 7 a 8 dias después de la
exposicion. El diagnéstico de laboratorio de estas infecciones virales se

establece mediante la demostracion del virus en las heces recolectadas de



animales enfermos y en el aumento del titulo de anticuerpos, siendo necesario
resefar, que debido a la alta seroprevalencia en ausencia de enfermedad de
estas infecciones, una determinacién seroldgica puntual no tiene valor
diagndstico. Es preciso la demostracion del virus en heces, y ésta se consigue
mediante técnicas que van desde la microscopia electronica, pruebas de
aglutinacion en latex o ELISA. Desde hace un tiempo, es posible el diagndstico
y genotipificacion de estos virus mediante técnicas de Biologia Molecular como
es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), siendo éste el método de
deteccion mas sensible. Para asegurarse del diagnostico es necesario
identificar el rotavirus en un numero significativo de animales con diarrea en

comparacion con terneros sanos del mismo grupo de edad (Mebus, 1990).

Control y vacunacion

Como parte de las medidas contraepizodticas de prevencion se debe
contemplar las de caracter zootécnico, que implican un adecuado régimen
nutritivo de acuerdo a la categoria, raza, edad, etc., fundamentalmente en
terneros, donde el consumo de calostro es de vital importancia, debido a la
presencia de anticuerpos que pueden generar una proteccion, ademas se debe
impedir cualquier circunstancia que provoque situaciones de estrés (Martinez et
al., 2002).

En los territorios no afectados de paises afectados, las medidas deben estar
encaminadas fundamentalmente a evitar la introduccion de animales
provenientes de é&reas afectadas (Martinez et al., 2002), dependiendo la
prevencion, de los procedimientos de aislamiento de los animales y de
desinfeccion durante las epizootias y de la aplicacion de programas de

vacunacion (Espinasse et al., 1990).

En los paises afectados se han desarrollado diferentes tipos de vacunas para
la proteccion de los rebafios no afectados clinicamente de la enfermedad, asi,
se han elaborado y comercializado para la aplicaciéon tanto a terneros como a
individuos adultos, lo que garantiza una adecuada proteccion (Takamura et al.,
2002).



En este sentido se ha comprobado que la administracién oral de coronavirus
atenuado en terneros permite una resistencia al desafio postinoculacion 96
horas después. Investigaciones realizadas por Mebus (1990), han demostrado
gue a partir de 6 a 7 dias postinoculacion, los anticuerpos neutralizantes como
las inmunoglobulinas (Ig) M y A aparecen en el lavado del lumen intestinal con
altos titulos a los 10 dias postinoculacién, los cuales persisten, mientras que los
anticuerpos circulantes aparecen de 7 a 8 dias postinoculacion. Por lo tanto, la
resistencia a la infeccion por coronavirus es primordialmente por la presencia
de anticuerpos en calostro y/o en leche o por la produccion activa de IgM e IgA

en el lumen intestinal (Carman,1990).

En cuanto a las medidas contraepizo6ticas de recuperacion el primer paso a
dar en los brotes de la enfermedad es la cuarentena del area afectada para
impedir su propagacion hacia las areas no afectadas. En el foco de la
enfermedad se debe proceder al aislamiento de los animales clinicamente
afectados de los sanos. La mayoria de los animales afectados se recuperan
espontaneamente entre 7 a 14 dias sin tratamientos especificos quedando
portadores que eliminan el virus por periodos prolongados, los que constituyen

una fuente potencial para futuras infecciones (Martinez et al., 2002).

La vacunacion oral en terneros induce una inmunidad activa, sin embargo el
problema con la vacunacion oral es que esta interfiere en relacién con la
ingestion de calostro y los anticuerpos en el calostro. La interferencia entre
anticuerpos calostrales y vacunas atenuadas puede ser superada por la
vacunacién de terneros en el Gtero. Los virus atenuados inoculado en el fluido
amniotico de 7 a 8 meses en el feto no causa efectos adversos y se observa

circulacion de anticuerpos (Mebus, 1990).

La vacunacién de vacas antes del parto genera un incremento de anticuerpos
en calostro y leche y reduce la incidencia y/o la severidad de los signos clinicos

en las crias (Rodak et al.,1982).



En este sentido Takamura et al., (2002) elaboraron una vacuna obtenida en
cultivo de tejido inactivada con Triton X-100 y adyuvada en aceite, obteniendo
excelentes resultados en cuanto a los niveles de inmunidad generados en

vacas y su transmision a las crias.

En general la inmunidad generada después de la exposicion al virus puede ser
protectiva de 6 meses hasta 2 a 3 afios (Espinasse et al., 1990), con titulos
entre 64 a 256 por seroneutralizacién y alrededodor de 256 a 512 por inhibicién

de la hemoaglutinacion (Lin et al., 2001; Lin et al., 2002).

Actualmente la vacuna con virus inactivado de rotavirus y coronavirus, con la
bacterina de Escherichia coli conteniendo los factores de adherencia K-99 (F5).
Toxoide de Clostridium perfringens tipo C. Adyuvante y gentamicina como

conservador (Eiden et al.,1994).

Al aplicar este tipo de vacunas existen ciertos beneficios para el hato como
son: Proporcionar la proteccion mas temprana que pueda recibir la cria. Se
vacuna a la madre para que proteja al becerro desde el nacimiento a traves de
los anticuerpos en calostro (Dringeliene et al.,2004). Protege al becerro contra
las enfermedades mas comunes de su edad (Cho et al.,2004). Aumenta la
produccion, ya que disminuye la cantidad de animales retrasados en
crecimiento 0 que mueren por estas enfermedades (Enjuanes et al.,2003).
Basicamente se realiza la vacunacién de vacas gestantes sanas como un
auxiliar en la inmunizacion pasiva de sus becerros contra las diarreas
producidas por Rotavirus y Coronavirus, cepas enterotoxigénicas de E. coli con
el factor de adherencia K-99 (F5) y la enterotoxina de Clostridium perfringens
tipo C. (Lamphear et al.,2002).



OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de Rotavirus y Coronavirus involucrados en la diarrea
indiferenciada de las becerras con diarrea en la cuenca lechera de Delicias,
Chihuahua.

OBJETIVO ESPECIFICO

Analizar muestras de heces de becerras con diarrea para realizar el diagnostico
de Rotavirus y Coronavirus por la técnica de ELISA, utilizando un paquete

comercial.

HIPOTESIS

En la cuenca lechera de Delicias, Chihuahua las becerras en crianza presentan

infecciones diarreicas producidas por Rotavirus y Coronavirus.

JUSTIFICACION

El municipio de Delicias, Chihuahua basa su economia fundamentalmente en la
agricultura y la produccion de leche, y es reconocida como una cuenca lechera
en crecimiento en el pais, en virtud de su modernidad. Es por eso que la
identificacién de los agentes patdégenos capaces de mermar la produccion, es
de primordial importancia ya que afectan al futuro productivo de hato. Tomando
en cuenta estos antecedentes, y considerando que no existen estudios sobre
infecciones diarreicas en becerras en esta cuenca lechera, se realiza la
presente investigacion para identificar la presencia de Rotavirus y Coronavirus

en becerras con diarrea.



MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 21 muestras de heces de becerras con diarrea directamente del
recto, de 7 establos lecheros, con la finalidad de identificar antigeno de
Rotavirus y Coronavirus, se depositaron en bolsas de plastico estériles y se
transportaron en refrigeracion al laboratorio para procesarlas, utilizando un
método de analisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), disponible
comercialmente, y se analizaron de acuerdo a las especificaciones de la

prueba.

Especificaciones de la prueba

Principio de la prueba.

Las muestras son capturadas en placas de microtitulacion de 8 x 12 pocillos,
cubiertas con anticuerpos especificos producidos contra patdgenos virales

responsables de enfermedades digestivas.

Estos anticuerpos especificos permiten la captura de los patégenos de

rotavirusy coronavirus que pudieran estar en las heces diarreicas.

Los pocillos de las filas A, C, E, G estan sensibilizados con estos anticuerpos
y las filas B, D, F, H no contienen anticuerpos especificos. Esto permite la
diferenciacion entre determinados reacciones inmunoldgicas y la union no

especifica a fin de eliminar los falsos positivos.

Procedimiento:

1. El paquete de diagndéstico se coloca a temperatura ambiente al menos media

hora antes de su uso.

2. Se diluye una solucién de lavado (solucibn amortiguadora) en concentracion
de 1:20 con agua destilada, asegurandose de que desaparezcan todos los

cristales y se mantiene a 4 °C cuando no se utiliza.



3. Se diluyen las muestras fecales por partes iguales con la solucién
amortiguadora. Se desechan las particulas grandes después de la decantacién

natural por 10 minutos. No se centrifugan las suspensiones.

4. Se anaden equitativamente 100 microlitros de las muestras diluidas a los

pocillos utilizando controles positivos y negativos.

5. Se incuba la placa a temperatura ambiente durante 1 hora.

6. Pasado el tiempo se enjuaga la placa con la solucién de lavado preparado,
vaciando el contenido de la microplaca. Se coloca la microplaca boca abajo
contra una pieza limpia de papel absorbente para eliminar todo el liquido
sobrante, sin dejar que se sequen los pocillos. Se rellenan todos los pocillos
utilizados, con la solucion de lavado, a continuacion se vacian los pocillos una
vez mas, girando el plato para vertirlo. Se repite la operacion dos veces mas,
teniendo cuidado para evitar la formacion de burbujas en las microcubetas.
Después de que la placa ha sido lavada tres veces se debe continuar con el

proximo paso.

7. Se diluye el conjugado en proporcion 1:20 con la solucion buffer de dilucion
Se afladen 100 microlitros del conjugado a cada pocillo. Se incuba a
temperatura ambiente durante 60 minutos.

8. Se lava la placa tal como se describe en el paso 6.

9.- Se prepara la solucién indicadora afiadiendo 500 microlitros de cromdgeno
a 9.5 mL de la solucion sustrato. Se mezcla bien, de inmediato se vierten 100
microlitros a cada pocillo.

10. Se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente.

11. Se afiaden 50 microlitros de solucién paradora por pocillo.



12. Se leen las densidades Opticas utilizando un lector de placas con un filtro
de 450 nm.

Interpretacion de resultados:

Se calcula la densidad Optica de cada muestra restando de la lectura de cada
muestra y la densidad oOptica del control negativo correspondiente. Se realiza la

misma accion para el control positivo.

RESULTADOS

Las muestras de heces colectadas correspondieron a 12 becerras y 9 becerros,
de 1 a 35 dias de edad con un promedio de 13 dias. Los 7 (100%) establos
estudiados presentaron problemas infecciosos gastrointestinales manifestados

con diarrea.

Las heces presentaron una coloracién desde amarillenta clara hasta color café
claro, y heces verdes (por la pigmentacion del sustituto de leche), y algunas

con estrias de sangre.

Se obtuvo un 57.14% (12/21) de heces positivas a la presencia de antigeno de

rotavirus y 14.28% (3/21) para coronavirus.

Las infecciones mixtas se presentaron con mas frecuencia que las infecciones
por un solo agente, siendo estas en un 42.85% (9/21). Las infecciones unicas
fueron para Rotavirus de 23.80% (5/21), Coronavirus 4.76% (1/21).



Figura 1. Frecuencia de Rotavirus y Coronavirus
en becerros Holstein de la cuenca lechera de
Delicias, Chihuahua.
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Figura 2. Frecuencia de Rotavirus y Coronavirus por
establos, en becerros Holstein de la cuenca lechera
de Delicias, Chihuahua.
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DISCUSION

El estudio realizado en la cuenca lechera de Delicias, Chihuahua muestra
riesgo de infeccion por Rotavirus seguido de Coronavirus, tomando en cuenta
el porcentaje de animales positivos con respecto al total y considerando el
namero de establos con presencia de estos patdgenos, la prevalencia de

infeccidn mixta es alta.

Alterno a este trabajo se procesaron muestras de 81 becerras y 9 becerros, de
1 a 35 dias de edad con un promedio de 13 dias de 9 establos de la Comarca
Lagunera utilizando también la técnica de ELISA se muestran valores similares
para Rotavirus de 46.7% (42/90) con rangos de 33.3% a 60% y Coronavirus
27.8% (25/90) y rangos de 10% a 70%.

Las infecciones mixtas se presentaron con mas frecuencia que las ocasionadas
por un solo agente, siendo estas 54.4% (49/90), para Rotavirus y Coronavirus
3.3% (3/90).

Cuadrol. Estudio comparativo de infecciones digestivas en becerros de

Delicias, Chihuahua y la Comarca Lagunera.

Agente etioldgico Comarca Lagunera
1.1.1 Delicias,
Chihuahua
Rotavirus 57.14% 46.70%
Coronavirus 14.28% 27.80%

En un estudio patologico retrospectivo de 1995 a 1999 en la Comarca
Lagunera se reportaron lesiones caracteristicas de enteritis necroticas
compatible con lesiones causadas por rotavirus y coronavirus, en un 49% de

intestinos observados histologicamente (Delgado 2000).




Estos resultados nos indican que a pesar de tener una vacunaciéon contra estos
virus, los agentes se siguen manifestando con la misma intensidad. Sin
embargo las enteritis catarrales observadas en este estudio (30%) fueron
diagnosticadas como sugestivas a E.coli, la cual se manifestd disminuida en

esta investigacion (14.9%).

Posteriormente la técnica de ELISA se ha modificado agregando otros
antigenos que permitan el diagnoéstico de la diarrea indiferenciada de las

becerras.

Para ello actualmente se utilizan una mezcla de cuatro anticuerpos
monoclonales especificos para detectar antigenos de Rotavirus, Coronavirus,

Cryptosporidium parvum y E.coli K99 (Thorns et al.,1992).

El control del sindrome de la diarrea indiferenciada de las becerras va
encaminado hacia el manejo de la inmunidad de las madres, por medio de la
vacunacién contra Rotavirus y Coronavirus durante el secado y el reto. Sin
embargo debe tomarse en cuenta que un mal manejo del calostro impide la
inmunizacion adecuada del becerro, por lo tanto el manejo del calostro es de

suma importancia para transferir la inmunidad deseada (Delgado et al.,2008).

El calostro debe ser ordefiado bajo estrictas normas de higiene evitando de
esta manera la contaminacion de los recipientes donde se va a depositar,
controlando el ambiente y la desinfeccién de manos del personal encargado de
la recoleccion de este. La medicion de la calidad del calostro también requiere
medidas higiénicas y separar el calostro de acuerdo calidad y congelarlo
inmediatamente en recipientes de tamafos uniformes, si es que no se va a
utilizar de inmediato. La cantidad de calostro administrada ( 2 litros de primera
calidad ) deberéa ser en la primera media hora de nacido el animal. Al momento
de administrar el calostro es necesario mantenerlo a temperatura ambiente;
con esto se cumple el manejo de calostro que debe tener temperatura, calidad,

cantidad y tiempote administracion adecuados (Delgado et al., 2008).



Ademas del manejo del calostro, la inmunidad se puede verificar dentro de la
primeras 24 a 48 horas utilizando la refractometria del suero sanguineo ( valor
optimo arriba de 6.0 ), ésta deberd practicarse maximo tres horas después de
que los becerros hayan ingerido leche, calostro o agua, para evitar falsos

valores debido a la deshidratacion de los animales.

En caso de presentarse diarreas en los becerros se debera tomar una historia
clinica completa, ademas es recomendable que inmediatamente se envien
muestras de heces al laboratorio para el diagnostico de Rotavirus, Coronavirus.
E coli y Cryptosporidium parvum por la técnica de ELISA, solicitar frotis para la
identificacion de ooquistes de Cryptosporidium spp por medio de la tincion de
Ziehl Neelsen modificada, cultivo bacteriologico en Caldo Tetrationato y
posteriormente en Agar Salmonella Shigella, para la deteccibn de esas

bacterias.

Si ha muerto algin animal es necesario practicar la necropsia, describir
detalladamente los hallazgos y tomar muestras de diferentes partes del tracto
digestivo que incluyan el rumen, omaso, abomaso, duodeno, yeyuno, ileon,
valvula ileocecal, ciego, colon y recto, ademas de pancreas e higado u otros
organos que presenten lesiones y fijarlos en formol al 10% en una relacién de 1

parte de tejido por 10 partes de formol.
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