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La ampliacién del andlisis propuesto por l1lohnson
y colaboradores (3), ticne la ventaja de analizar tres
factores a la vez y sus posibles interacciones, con lo
cual se¢ amplfan los alcances de las conclusiones desde
un punto de vista muitifactorial, La metodologia de
andlisis se puede ampliar para un arreglo factorial de
tres factores, con relativa facilidad.

La prucba de la hipétesis entre las p variables res-
puesta tienc sentido Unicamente, cuando la caracte-
ristica de interés se mide: en p diferentes sitios de una
unidad experimental a la vez o ¢n p diferentes perio-
dos de tiempo dentro de un mismo experimento.

Una de las condiciones para que el analisis sea vdli-
do, es que Nt ) p, donde N =rab es el numero de da-
tos y t =ab. Sila condicién no se cumple, la solucion
es sumar parcs de variables respuesta sin traslape,
cuando se mide en p diferentes sitios de la unidad ex-
perimental, o eliminar algunas mediciones cuando se
mide la variable en p diferentes periodos de tiempo.
Lo anterior implica que el nimero de variables res-
puesta se resume o reduce, con la consecuente pérdi-
da de informacion, lo cual puede redundar en el logro
de los objetivos.

Fl problema planteado anteriormente no se presen-
ta siempre que en la etapa de plancacién del experi-
mento se considere un numero suficiente de repeti-
ciones y/o tratamientos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS '

1. Graybill, F. A, 1976. Theory and aepplication of the li-
near model. Dexbury Press, North Scituate. Mass,

2. Hanks, R. J.; Sesson, D. V; Hurst, R. L; Hubbard, K. G.
1980. Statistical analysis of results form irrigation expe-
riments using the linesource sprinkler system. Soil Scien-
ce Society of American Journal. 44:886 888.

3. Johnson,.D. E.; Chaudhuri,U. N,; Kanfmasu, E. T. 1983,
Statistical analysis of line-source spinkler experiments and
other Nonrandomized experiments using multivariate
methods. Soll Science Society of -American Journal.
47:309-312.

4. Mornson, D. F. 1976. Multivariate statistical methods.
MeGraw Hill, New York.

5. Searle, S, R. 1971. Linear models. John Wiley and Sons,
Inc. New York.

VEDICINA VETERINARIA

ROTAVIRUS EN BOVINOS DE DOS REGIONES COLOMBIANAS

.

‘.I'nsé Darfo Mogollén G.; Gerzafn Rodr(guez T.; Esperanza Cortés C;: Alba Lucfa de Galvis®

RESUMEN

~ Para determinar las causas principales de la diarrea neonatal en terneros, se examiné la materia
fecal de 493 animales con y sin diarrea, en 49 fincas del Valle de Ubaté y 36 del Piedemonte Llane-
ro, zonas ecol6gicas diferentes, dedicadas a la explotaci6n lechera. El agente de la enfermedad bus-
cado fue el rotavirus. Se uso la técnica de ELISA como prueba tamiz para detectar los Rotavirus.
Los casos positivos por este método se examinaron con microscopio electronico (ME) y se inocula-
ron en células de rin6n de mono (Lfnea MA-104), previo tratamiento del in6culo con tripsina. El
aislamiento se confirmé por inmunofluorescencia directa o indirecta y por observacién directa del
virus al microscopio electrénico. En Ubaté, se encontré por la prueba de.ELISA, Rotavirus en 14
de 117 vacas (12% ) y en 18 de 123 terneros (15%); en el Piedemonte Llanero, en 16 de 127 vacas
(13%) y en 9 de 126 terneros (755). De las 57 muestras positivas por ELISA sélo 14 (25%) fueron
positivas al examen directo al microsé¢opio electrénico con tincién negativa. El cultivo viral fue exi-
toso, en 46 (80.7% ) de las muestras positivas por ELISA. La infecci6én por Rotavirus no parece ser
un problema mayor en las dreas examinadas y se presenta en los animales jovenes y adultos, con y
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sin diarrea, El examen directo de las heces también permiti6 observar partfculas virales redondas,
pequeiias, coronavirus y estructuras virales dispuestas en cadena, cuyo significado patogérico no
estd definido.

Palabras Claves Adicionales: Aislamiento, ELISA, microscopia electronica, rotavirus bovino.
ABSTRACT
Bovine rotavirus in two Colombians regjons.

A survey to determine the main causes of neonatal diarrhea in calves under 28 days of age was
carried out in two different ecological zones of Colombia: Valle de Ubaté and Piedemonte Llane-
ro. Four houndred ninety three feces samples were collected from cows and their neonates with or
without diarrhea in 85 farms. The samples were examined to detect the presence of Rotavirus, A
commercial Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was used as screening test followed
by studies with Electron Microscopy, and virus isolation on monkey MA-104 cells. Rotavirus were
found in 14 cows (12% ) and 18 calves (15% ) in Ubaté and 16 cows (13%) and 9 calves (7%) in
the Piedemonte Llanero. Virus was isolated from 46 (80.7%) positive samples to ELISA test. The
results allowed to confirm a Rotavirus infection in dairy herds but not as a main cause of neonatal

diarrhea in calves,

Additional Index Words: Bovine rotavirus, electron microscopy, ELISA, virus isolation.

El sindrome de diarrea neonatal bovina constituye
un problema de salud animal por la mortalidad que
puede ocasionar y por el retardo en el crecimiento y
la disminucion en la eficiencia de conversion de ali-
mento que lo acompaiian. Estudios preliminares esti-,
man que hay diarrea en terneros en el 80% de las fin-
cas lecheras de las diferentes regiones de Colom-
bia (13).

Con este trabajo se intenta demostrar la presencia
de Rotavirus en el compléjo de diarrea neonatal bovi-
na en dos zonas ecoldgicas diferentes: Valles de Uba-
teé y Piedemonte Llanero, como parte de un estudio
global sobre la etiologia de estarafeccion.

La asociacion entre' Rotavirus y diarrea en terne-
ros, fue descrita por primera vez por Mebus y colabo-
radores (20) en 1969. Posteriormente se demostro
que producen diarrea en ninos, cerdos, potros, cabras,
aves domésticas y otras especies (4.5,29,31). Se rela-
cionan morfoldgica, bioquimica y antigénicamente,
aunque no hay infeccion inter-especifica corriente
(19). Contienen ARN bicatenario, dispuesto en 11
segmentos, cubiertos por una capside con doble hilera
de capsomeros, cuya morfologia ultraestructural con
tincion negativa, semeja una rueda de carreta de don-
de proviene su nombre (19,34); miden 70 nanémetros
de diametro, se replican en el citoplasma de los ente-
rocitos del duodeno y el yeyuno y pueden originar in-
clusiones (26).

Los Rotavirus conocidos, tienen un antigeno co-
mun asociado con la hilera interna de capsomeros lo
que explica la relacion seroldgica entre los virus pro-
ductores de diarrea en ratones lactantes, lechones, po-
tros y otros aislados de simios (33,34). El antigeno

especifico estd en la capa externa de la cdpside (10,
19).

Probablemente el método de transmision de los
Rotavirus entre terneros se hace a través de: contac-
to directo, instrumentos contaminados, l2a mano de
los operarios. La difusion de la infeccion dentro de
un hato es rapida y la fuente de infeccion para los
animales jovenes, son los animales adultos (15,35).
Una vez se establece una epizootia, la morbilidad al-
canza frecuentemente 40 a 80%7. La mortalidad pue-
de llegar a un 5% y varia de acuerdo con factores am-
bientales y con la infeccion secundaria (35).

Los signos de la enfermedad aparecen generalmen-
te en las primeras 96 horas de vida, aunque a veces, la
diarrea se presenta dentro de las primeras 12 horas
después del nacimiento; los terneros son mas suscepti-
bles durante los primeros 21 dias de edad (15,18,24).
El periodo de incubacidn varia entre 15 horas y 3 a 4
dias. Los sintomas predominantes son depresiéon, ano-
rexia y salivacion. Se observa diarrea lfiquida amari-
llenta o café verdosa (15,20,32). La duracién de la
diarrea es de 2 a 7 dias. Los animales presentan pelo
hirsuto, la region perineal sucia, hay deshidratacién y
acidosis. Posteriormente toman posicion decibito y
pueden morir por imbalance electrolitico o infeccion
bacteriana secundaria (20,23).

La mayoria de Ja informacion acerca de los cam-
bios patoldgicos causados por Rotavirus, proceden de
estudios experimentales en animales (18,20) los cua-
les han demostrado que la infeccion se circunscribe al
intentino delgado (22).

El dlagnost:co de las infecciones por Rotavirus, ba-
sado en los signos clinicos y en las alteraciones anato-
mopatolégxcas no es preciso, puesto que diversos agen-
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tes etioldgicos pucden. producir este sindrome; por
ello es aconscjable recurrir al diagnostico de laborato-
1io (32).

Al compara1 varios métodos de diagnostico, se en-
contré que la prueba de ELISA es ¢l mejor método
para demostrar el antigeno en las heces, le siguen la
microscopia clectronica, la fijacion del complemento,
la inmunofluorescencia y la inmunoelectroosmofore-
sis (3,6,12,14,30). Se recomienda utilizar por lo me-
nos dos tipos de piucbas diagnosticas, con el objeto
de obtener resultados mds confiables (32).

El aislamiento del virus se puede hacer utilizando
cultivos celulares de rinén de bovino, rifion de mono
(MA-104) y testiculo bovino, aunque no crece facil-
mente. La adicion de tripsina al medio de cultivo fa-
cilita el aislamiento viral (1,2,21). Su posterior identi-
ficacion se puede hacer mediante la prueba directa o
indirecta de anticuerpos fluorescentes y, por micros-
copia electronica (3,12).

En Colombia, el primer estudio sobre Rotavirus
mostrd que un 15.5% de las diarreas infantiles se aso-
ciaban con estos agentes (25). Un estudio mas recien-
te realizado en un hospital pediatrico revela que los
Rotavirus se asocian con un 50% de diarreas infanti-

les (16). La diarrea epizodtica del ratén lactante es un °

problema endémico en algunos bioterios nacionales
(27). En aves la diarrea producida por Rotavirus co-
mienza a demostrarse en el pais, segun resultados de
investigaciones recientes. Esta publicacion es la prime-
ra en dar informacion sobre la presencia de Rotavirus
Bovinos en Colombia. Paralela a tal investigacion, el
Instituto Nacional de Salud (INS) realizo una mvesu—
gacion sobre Rotavirus en nifios.

MATERIALES Y METODOS

La muestra se obtuvo utilizando un modelo al azar
recomendado por ¢l Centro Panamericano de Zoono-
sis {9), segin el cual se asumid una prevalencia limite
de 7% de fincas afectadas para el Valle de Ubate y de

8% para el Piedemonte Llanero, con un grado de con-

fianza del 95% (o = 0.05). Se hicieron encuestas en
49 y 36 fincas, respectivamente. La muestra se distri-
buyo de acuerdo con el numero de fincas registradas
en los dos municipios, para las campaiias de vacuna-
cién contra fiebre aftosa y brucelosis, En cada finca
se recogieron entre -dos y 10 muestras de heces de
neonatos con o sin diarrea y de sus respectivas ma-
dres, para un total de 493 en las dos zonas (Tabla 1).

Las heces sc depositaron en bolsas plasticas estéri-
les con uerre hermético y se transportaron refrigera-
das (~4°C) al Laboratorio de Investigaciones Médicas
Veterinarias LIMV, donde se conservaron.a —70° C.
La recoleccion de las muestras se hizo en 1983, de fe-
brero a junio para Ubaté y de julio a2 octubre para el
Piedemonte Llanero.

Pruebas de Laboratorio

La técnica de inmunoensayo enzimatico (ELISA),
se utilizd como prueba tamiz, de acuerdo con las ins-
trucciones del producto comercial Rotazyme*. Los
resultados se leyeron visual y espectrofotométrica-

‘mente. Las muestras con una absorbencia mayor de

0.1, fueron consideradas posnwas (segun las indica-
ciones de uso del Kit). -

TABLA 1. Deteccidn e identificacién de Rotavirus en bovinos del Valle de Ubaté y el Piedemonte Llanero.

ZONA VALLE DE UBATE

~

Clase de Bovinao NGOmero de Muestras .

Microscop I'a‘
Electrénica de Fecal

Positiva a ELISA
Prueba Tamiz

ELISA
Vacas 117 14 12 a/14
Terneros 123 18 15 7/18
ZONA DE PIEDEMONTE LLANERO .
Vacas ) 127 16 13 0/16
Terneros * 126 =] 7 3/9
TOTAL 483 57 12 14/57

* Rotavirus Diagnostic Kit, Abbot Laboratories, North Chicago,ri 6006-4.
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Microscopfa Electrénica

De los casos positivos por ELISA, se prepararon
suspensiones de heces al 10% en PBS,pH 7.2 y se
centrifugaron a 3 000 revoluciones por minuto(rpm)
durante 20 minutos. El sobrenadante se dividié en
dos alicuotas, una de las cuales se sometio a ultracen-
trifugacion®* a S0.000 rpm y el “Pellet” obtenido se
observd en el microscopio electronico de transmi-
sion** |, previa tincion con fosfotungstato de potasio
al 1%, pH 6.5. La otra alicuota fue precipitada con
sulfato de amonio (0.375 gm/ml) durante media hora
a temperatura ambiente seguida de centrifugacién a
10.000 rpm por diez minutos; el sedimento se suspen-
di6é en dos gotas de agua destilada y se observé en el
microscopio electronico, previa tincion negativa (24).

Aislamiento Viral

Las muestras positivas en la prueba de ELISA se
inocularon en c€lulas de rifién de mono MA-104***
"para aislamiento de Rotavirus. Se hizo una suspension
de heces al 10% en PBS 0.05 M, con 0.15 M de NaCl
y Tween 20 al 0.05%. Para homogenizar la suspen-
sién se adicionaron perlas de vidrio y se agitaron en
un vortex; luego se centrifugo a 3.000 rpm y el sobre-
nadante se paso a través de un filtro milliporo de 0.45
micras; un volumen del filtrado se trato con tripsina
en concentracion final de 10 microgramos por ml, du-
rante media hora (1,2). Las células MA-104 con tres

. lavados sucesivos de medio sin suero se inocularon y
se dejaron en adsorcion durante una hora a 37° C.
Después el inoculo se descarté y se adiciond el medio
de mantenimiento Minimal Essential Medium (MEM
+ HEPES). .

Los cultivos se observaron diariamente por cinco
dias para la deteccion de efecto citopatico, luego se
congelaron a —70° C. Antes de hacer el pase, cada
muestra se congel6 y descongeld tres veces. Las mues-
tras que presentaron efecto citopatico, se transfirie-
ron a.tubos Leyghton con celulas MA-104 para la
comprobacion del aislamiento viral'mediante las prue-
bas de inmunofluorescencia directa o indirecta. Los
sobrenadantes de los cultivos, previa precipitacion
con sulfato de amonio, se observaron ‘en el microsco-
pio electrénico de transmision, en igual forma como
se procedié con las heces.

Anticuerpos Fluorescentes

Para la prueba de inmunofluorescencia directa
(IFD) se utilizé suero antirotavirus bovino marcado

* Rc-5 Superspeed Refrigarator Centrifuge Sorvall Dupont
USA.
®® Electron microscope EM 109 Zeizz. West Germany.

®®* Gentilmente proporcionadas por el Dr. W, Gary CDC
Atlanta, Georgia US.A.
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con isotiocianato de fluoresceina*. Para la prueba de
inmunofluorescencia indirecta se utilizé el antisuero
especifico de referencia para rotavirus bovino SL
4474 y conjugado anti IgG bovino marcado con iso-
tiocianato de fluoresceina**,

RESULTADOS Y DISCUSION

Los animales positivos por ELISA se encontraron
en 19 de las 49 fincas del Valle de Ubaté (38.7%) yen
10 de las 36 fincas del Piedemonte Llanero (27.7%).

Los resultados del analisis de 493 muestras de he-
ces se presentan cn la Tabla 1. Por la prueba de ELI--
SA se demostro en Ubaté€ la presencia de antigeno de
Rotavirus en las heces de 14 vacas (12% )y 18 terneros
(15% ), mientras que en el Piedemonte Llanero la
prueba fue positiva en 16 vacas (13% ) y 9 terneros
(7).

De las 57 muestras positivas por ELISA sélo 14
(25% ) fueron positivas al examen directo de las heces
en microscopio electrénico (ME), indistintamente del
método de concentracion utilizado (Figura 1). El cul-

FIGURA 1. Rotavirus bovino, Heces de ternero; tincién ne-
gativa con fosfotungstato de potasio. 150 .000X.

tivo viral fue positivo en 46 (80.7% ) de muestras po-
sitivas por ELISA, Los aislamientos se lograron entre
el primer y tercer pase, coincidiendo con las lecturas
de ELISA mas altas en la prueba de tamiz (Figura 2).

El aislamiento viral fue corroborado por microsco-
pia electronica (M.E.) y por inmunofluorescencia.

La microscopia electronica (M .E.) en tincion nega-
tiva de las heces, revelé ademais, aungue en menor
proporcion, la presencia de coronavirus, virus peque-
fios redondos y particulas de morfologia viral agrupa-
dos en cadenas peculiares (Figuras 3 y 4). -

El hallazgo mas significativo del presente estudio
es la demostracién de Rotavirus en bovinos de dos
drcas ecoldgicas colombianas diferentes, dedicadas a
la explotacién lechera.

* Lasboratorio Central de Disgnéstico Virolééico da Ames,
lowa, Estados Unldos.

- Sumlr'lristradn por el Laboratorio Veterinario Central de
Wayh:ridgo, Inglaterra. :
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FIGURA 2, Rotavirus bovino, Tincién negativa con fosfo-
tungstato de potasio de sobrenadante de culti-
vos celulares previa preciplitacién con sulfato de

amonio. 500 000X,
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FIGURA 3. Coronavirus bovino. Heces de ternero, tincién
negativa con fosfotungstato de potasio.75 000X,

FIGURA 4, “Estreptovirus’. Heces de temero, tincién nega-
tiva con fosfotungstato de potasio, 459 000X,
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Los Rotavirus se encontraron en los terneros neo-
natos y en sus madres; €stas no tenfan diarrea y en los
neonatos, unos 17 animales, tenfan diarrea y otros no
la presentaban (10 animales). Sin embargo, se trataba
de un muestreo y no de una observacién clfnica pro-
longada.

Los terneros sin diarrea y con excrecidn viral, pue-
den tener infeccién asintomiética (18), andloga a la
observada en nifios, en los que la excrecion viral asin-
tomatica puede llegar al 48% (7). El cuadro clinico,
la excrecién viral y la conversién serolégica, se deben
juzgar en conjunto para dilucidar la presencia de en-
fermedad, la infeccién asintomdtica o el simple trans- -
porte del virus (8). Este muestreo no incluyé andlisis
de la conversidén serologica.

A diferencia de lo informado en otros lugares, el
grado de infecciébn demostrado no .parece constituir
un problema mayor, posiblemente esto se debe a que
las madres y sus terneros disponen, en nuestro medio,
de una drea amplia para moverse, en cambio, en otros
paises el hacinamiento favorece la diseminacién viral. .
El sindrome de diarrea neonatal estd asociado con la
presencia de madres y crfas en el sitio de paricién por
periodos de 15 a 60 dfas (17), facilitdindose asi Ia di-
seminacion del rotavirus de los adultos a los neonatos.

La persistencia del virus en el medio ambiente po-
dria explicar en' parte, la frecuencia de la infecci6n
por fincas en el Valle de Ubaté (38.7%) debido al sis-
tema de manejo de los neonatos en salacunas y a su
alimentacién en baldes o cubos sin condiciones higié-
nicas adecuadas. En contraste, en el Piedemonte Lla-
nero la frecuencia es menor (27.7% ) porque el siste-
ma de manejo no acostumbra el uso de confinamien-
to(11).

En pafses con estaciones la mayor incidencia de
diarrea por Rotavirus'se presenta en el invierno (7,8,
19). En este estudio se encontré que la diseminacién

‘viral puede ocurrir posiblemente durante todo el afio,

dado que el muestreo se realizé durante ocho meses
continuos, hallindose animales positivos en este pe-
riodo. Este hallazgo es similar a lo observado en el es-
tudio realizado con nifios en nuestro pais, en los cua-
les se puede demostrar infeccién a través de todo el
aflo, indistintamente de los cambios climatoldgicos
(16). o

La prueba de ELISA y la de ME tienen sensibilidad
comparable en el diagndstico de Rotavirus (14,27,
28). Sin embargo, la baja positividad obtenida con el
ME en los casos positivos por el ELISA® no es facil de

-“explicar, excepto por la posibilidad que tiene ELISA

de medir antigeno viral, mientras la ME requiere par-
trculas virales intactas identificables. La congelacién
y descongelacion de las heces antes del estudio ultra-
estructural puede ser otro factor de error. Los errores
de método fueron razonablemente controlados. Ade-
mas en el ME se observaron otras particulas virales,
algunas de tamaiflo mdas pequefio que los Rotavirus,
En cambio, los cultivos con efecto citopdtico mostra-
ron Rotavirus al examen con ME.



La bondad de los tres métodos utilizados se hubie-
ra podido analizar en forma mds precisa si todas las
493 muestras se hubieran estudiado con cada uno de
ellos, pero esto habria implicado demasidados costos.
Por esta razon, se escogié la técnica de ELISA como
prueba tamiz. Esta técnica es una prueba 1til que em-
plea reactivos estables, permite procesar un buen nu-
mero de muestras en un corto periodo de tiempo y
tiene un buen grado de sensibilidad (27). Aunque en
algunos estudios realizados por Krause y colaborado-
‘'res citados por Hammond y colaboradores(14), esta
prueba se ha cuestionado, la experiencia obtenida con
este estudio muestra que es el método de eleccion
mas indicado para el diagnostico de infecciones por

Rotavirus..

. El tratamiento de las heces con tripsina permitio
realizar 46 aislamientos de rotavirus de los 57 anima-
les positivos por ELISA. La prictica del cultivo es
util para: analizar el tipo de virus predominante en
una zona segin su genoma, determinar infecciones
cruzadas entre especies, elaborar vacunas y principal-
mente, para disponer de antigenos propios para diag-

nostico. -

Finalmente, con la ayuda del ME se identificaron
otros agentes virales como coronavirus, virus redon-
dos pequeiios y un “estrepto virus”. El papel que de-
sempefian los coronavirus dentro del complejo de t
diarrea neonatal estd bien definido (24,32) y su pre- ,
sencia abre la posibilidad de presentacién en nuestro
medio de diarreas causadas solamente por coronavirus
o asociados con Rotavirus. Sin embargo, Ia distribu-
cidén de la infeccidn en las dreas estudiadas no se esta-
blecio; la significancia patégena de los otros dos tipos

de virus encontrados, no estd definida (23,32).

Este estudio permite concluir que el Rotavirus es-
td presente en los bovinos de dos dreas diferentes del
pais, pero su asociacion o.no con el sindrome de dia-
rrea neonatal, requiere de estudios clinicos, serologi-

cos y epidemiolégicos mds detallados.
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