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RESUMEN: Se lograron aisamientos virales en cultivos primarios de rifion de terneros, identificados
como Coronavirus bovino por seroneutralizacion con suero hiperinmune especifico. Las muestras
empleadas fueron heces fecales, obtenidas a partir de vacas lecheras que padecieron un cuadro clinico
semeante a disenteria de invierno. Estas muestras fueron seleccionadas por su capacidad de aglutinar
eritrocitos de hamster con inhibicion de la hemoaglutinacion por suero hiperinmune especifico de
Coronavirus bovino.
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ISOLATION OF BOVINE CORONAVIRUSFOR THE FIRST TIME IN CUBA

ABSTRACT: Faecal samples were tested for bovine coronavirus by means of agglutination of hamster
erythrocytes and hemagglutination inhibition. Isolation of bovine coronavirus was carried out in
monolayers of primary culture of calf kidney, using faecal samples from dairy cows with clinical signs
similar to winter dysentery. When isolated, they were submitted to seroneutralization with anti-bovine

coronavirus serum. These isolates were confirmed to be positive, once being neutralized.
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Coronavirus bovino (BCoV) es un virus ARN, de
simple cadena, con polaridad positiva (25), de morfo-
logia esférica, envuelto y con un diametro de aproxi-
madamente 120 nm (7).

Este virus esta ubicado taxondmicamente en el
orden Nidovirales, familia Coronaviridae y género
Coronavirus (9) y clasifica en el segundo grupo
filogenético de los tres en que se dividen los
coronavirus (14,6,19).

BCoV fue aislado por primera vez, a partir de ter-
neros que padecian del sindrome diarreico neonatal
del ternero (16); afios después, se logro el aislamien-
to del virus de bovinos adultos con disenteria de in-
vierno (11) y més recientemente se aislé de vacas
con fiebre de embarque (20).

En la actualidad BCoV es considerado un impor-
tante agente patdgeno, causante de enfermedades
neumoentéricas del ganado bovino en muchos pai-
ses (10,8,22,12,15). En Cuba, este virus fue detecta-
do por primera vez en muestras de heces fecales de
vacas lecheras que padecieron un cuadro clinico se-
mejante a disenteria de invierno, a través de los en-
sayos de hemoaglutinacion, reaccion en cadena de
la polimerasa y la reproduccion experimental del cua-
dro diarreico en terneros inoculados experimentalmen-
te (1,3,4). El objetivo del presente trabajo es lograr el
aislamiento de BCoV para confirmar el diagnoéstico
inicial.

Se emplearon 65 muestras de heces fecales, co-
lectadas de vacas lecheras que presentaron signos
clinicos semejantes a disenteria de invierno, en fase



aguda de la enfermedad y recuperadas. Los anima-
les pertenecian a diferentes vaquerias de 12 provin-
cias de Cuba. Estas muestras fueron sometidas a
diagnéstico de laboratorio para BCoV por aglutinacién
de eritrocitos de hamster e inhibida la
hemoaglutinacion por suero hiperinmune de BCoV,
de acuerdo con el método descrito por Brandao et al.
(5). Posteriormente las muestras se redujeron a 12
mezclas de heces fecales, las cuales fueron proce-
sadas para el aislamiento viral. Se tom¢6 1g de cada
mezcla de heces fecales y se diluyé en 9 mL de me-
dio de cultivo de células de mamifero, DMEM
(Dulbecco's Modified Eagles's Medium) Sigma-Aldrich
Suiza, suplementado con antibiético 5X [penicilina (500
000 U/mL) estreptomicina (0.5g/mL) y fungizona (5mg/
mL)]. Seguidamente, se realiz6 la preparacion de las
muestras en homogenizador de vidrio hasta su total
disgregacion. Los homogenados fueron clarificados
por centrifugacién durante 15 minutos a 4°C y el
sobrenadante fue filtrado por una membrana de
acetato de celulosa de 0.45 um (Centrisart, Sartorius).

El aislamiento se realizé en cultivo primario de ri-
fion de ternero (CPRT) crecidos en monocapas de
placas de 24 pozos (para cultivos celulares estériles,
NUNC) inoculando tres pocillos por cada muestra con
200 pL de la muestra y 300 pL de medio de cultivo
DMEM, suplementado para aislamiento viral con 0.85
g/L de NaHCO,, y antibiéticos 1X, HEPES 0.01 My
Tripsina 0.125%. De cada placa se dejaron pocillos
como control de células sin inocular, a los cuales se
les adicion6 500 L de medio de cultivo suplementa-
do para aislamiento viral. Después de una hora de
incubacion a 37°C en atmésfera himeda de CO, al
5% se le retir6 el indculo y se lavé con solucion salina
tamponada con fosfato pH 7.2 (PBS), se adicion6 a
cada pozo 1 mL de DMEM suplementado para aisla-
miento viral. Finalmente, las placas permanecieron a
37°C en atmosfera himeda de CO, al 5% durante siete
dias de observacion diaria al microscopio invertido.

Los aislados se identificaron por
seroneutralizacion, con el empleo del procedimiento
a (suero constante/virus variable). Para esto se utili-
z6 un suero hiperinmune de BCoV obtenido en cone-
jos con la cepa Kakegawa, donada por el Dr. Paulo
Brandao, del Instituto Pasteur, Sao Paulo, Brasil. El
procedimiento para la obtencion del suero se descri-
be a continuacién: Inicialmente a los animales se les
aplicé 1 mL de sobrenadante de cada suspension viral,
con un titulo de 10°° DICT, /mL empleando la via
intravenosa y a los siete dias se aplico por via
intramuscular (en el cuadricep femoral) 1 mL del vi-
rus concentrado por ultracentrifugacién a 33 000 g
por 1.5 h y adyuvado volumen a volumen con
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adyuvante completo de Freund. A los 14 dias de la
segunda inoculacion se aplicé una dosis de recuerdo
en condiciones similares pero utilizando adyuvante
incompleto de Freund. A los 42 dias post-inoculacion
se realiz6 la eutanasia después de la insensibilizacion
de los animales con cloroformo y el desangrado por
puncion de la vena marginal de la oreja. El suero se
evaluo por seroneutralizacién segun describe Jerez
et al. (13).

La seroneutralizacion se desarroll6 segun el pro-
cedimiento descrito por Jerez et al. (13). Se hicieron
diluciones de base, 10 de los aislados a identificar en
microclapas de 96 pozos. En triplicados los aislados
fueron diluidos en medio DMEM suplementado para
aislamiento viral, desde 10 hasta 10 para su titula-
cién por punto final. En otras placas se realiz6 el pro-
cedimiento de forma similar y los aislados se enfren-
taron al suero hiperinmune anti-BCoV en una dilucién
donde neutraliza 100 DICT_, de la cepa Kakegawa.
Se considerd como aislados positivos para BCoV, los
gue presentaron un decrecimiento del titulo infectivo
DICT,,de dos o mas logaritmos, entre la titulacion y
la seroneutralizacion.

Se logr6 aislar BCoV a partir de las doce mezclas
de heces fecales evaluadas, tanto de muestras obte-
nidas de animales en fase aguda como de animales
recuperados de la enfermedad (Tabla 1).

La multiplicacién viral en CPRT se evidenci6 por
la observacion de efecto citopatogénico. El efecto se
caracterizé por alargamiento celular, seguido de la
agrupacion de células con varios nucleos. A partir de
las 48-72 horas post-inoculacién se observé la for-
macion de sincitios. Alrededor de las 96 horas post-
inoculaciéon se comenzé un desprendimiento celular,
que concluy6 con la degeneraciéon de la monocapa
celular en un periodo de tiempo de aproximadamente
120 horas (Figura 1).

Las células empleadas como controles permane-
cieron sin alteraciones ostensibles durante el tiempo
de observacion, por lo que las alteraciones descritas
se atribuyeron a la presencia de virus.

Estos eventos celulares descritos en la multiplica-
cién viral en CPRT, coinciden con los observados al
aislar cepas de BCoV reportadas en la literatura en
diferentes cultivos celulares (17,21,2,24,13,23).

El aislamiento de BCoV en cultivo de tejido resulta
dificil, de aqui que son pocos los reportes de aisla-
miento de este virus. La linea HRT-18, resulto ser la
mas sensible para el aislamiento primario. Benfield y
Saif, (2) comunicaron el hallazgo de un solo aislamien-
to a partir de material fecal y secreciones nasales de
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TABLA 1. Provincias del pais donde se aisl6 BCoV apartir de muestras de heces fecales de bovinos que padecieron de
disenteria de invierno./ Provinces of the country where BCoV was isolated from bovine faecal samples with winter

dysentery
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Aidlados Procedencia TL':)‘QO 'gfg‘p’o infectivo
10 %0 Log;o DICTs
VB05/04 Matanzas 75 5
VB59/04 Cienfuegos 8.05 5.55
VB73/04 LaHabana 6.5 5
VB102/04 Sancti Spiritus 5.05 3.51
VB117/04 Guantdnamo 7.05 5.55
VB127/04 Santiago de Cuba 45 45
VB135/04 Las Tunas 7.5 4
\VB144/04 VillaClara 6.5 5.02
VB160/04 Ciego de Avila 75 5.96
\VB205/04 Holguin 5.5 5.5
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FIGURA 1. Cultivo primario derifién de ternero. Tincién de Giemsa40X. a) control de células no infectadas; b) alarga-
miento celular y formacion de sincitios en células infectadas con €l aislado VB73/04, 72 horas post-inocul aci6n; ¢) dege-
neracion en célulasinfectadas con el aislado VB73/04, 120 horas post-inoculacién./ Primary culture of calf kidney. Giemsa
stain 40X. a) uninfected cell; b) enlarged cellsand syncytia induced by the VB73/04 isol ate, three days after inoculation;
¢) degeneration cellsinduced by VB73/04 isolate, five days after inoculation.

terneros gnotobidticos inoculados experimentalmen-
te con material fecal obtenido de bovinos adultos con
signos de disenteria de invierno.

Tsunemitsu et al. (23) en 180 muestras colecta-
das de terneros obtuvieron 5 aislados (3%) de mate-
rial fecal y 56 de secreciones nasales (31%). Jerez et
al. (13) empleando HmLu-1 de 20 muestras de mate-
rial fecal procedente de terneros con signos clinicos
de diarrea, positivas a BCoV por hemoaglutinacion,
obtuvieron 8 aislados (40%).

Lo importante de esta investigacion es que se lo-
gro aislar el virus a partir de las doce muestras eva-
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luadas, y suponemos que se debio al empleo de mez-
clas de heces fecales, evaluadas previamente por
aglutinacion de eritrocitos de hamster, con altos titu-
los hemoaglutinantes, lo que resulta un elemento a
considerar teniendo en cuenta la baja sensibilidad del
aislamiento de BCoV en cultivo de tejido. A partir de
estos resultados se recomienda seguir la metodolo-
gia empleada en esta investigacion, lo que permite
aumentar la sensibilidad del aislamiento de BCoV con
el empleo de muestras en mezclas, y garantice una
mejor eficiencia en el diagndstico de la enfermedad a
nivel poblacional.



Las muestras procedentes de las provincias Villa
Clara y Camagiiey se obtuvieron de bovinos que se
habian recuperado de la infeccion, sin embargo, en
ambos casos se logro el aislamiento del virus, lo que
coincide con el reporte de Mebus (18) y Martinez et
al. (16) quienes comunicaron la existencia de anima-
les portadores, los cuales después de recuperarse de
la enfermedad contindan eliminado virus por perio-
dos prolongados, los que constituyen una fuente po-
tencial para futuras infecciones.

Se logro aislar el virus por primera vez en Cuba lo
que permitié confirmar el diagnostico clinico epizodtico
de disenteria de invierno. Estos resultados constitu-
yen la base para futuras investigaciones encamina-
das a la obtencion y caracterizacion de cepas del vi-
rus para la generacion de diagnosticadores y el desa-
rrollo de candidatos vacunales y/o antivirales, lo cual
resulta imprescindible para el establecimiento de un
programa de control. Ademas se cuenta con un ban-
co de aislados por provincias que brinda la posibili-
dad de realizar estudios futuros relacionados con la
epidemiologia molecular de BCoV.
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