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RESUMEN: Se logr6 la reproduccion experimental de diarreas en terneros recién nacidos privados de
calostro, luego de la inoculacion por via oral con la cepa de Coronavirus bovino Guayabal. La aparicion
delasdiarreas se produjo alas 24 horas post-inoculacion. En todos los ter ner os inoculados se observar on
lesiones anatomo e histopatoldgicas compatibles con € cuadro descrito para esta enfermedad. A partir
de la instauracion de la diarrea hubo eliminacién de coronavirus bovino sin hallarse asociacion de otro
microor ganismo patogeno; lo que demostro la enter opatogenicidad de la cepa Guayabal.

(Palabras clave: coronavirus bovino; cepa; enteropatogenicidad)

ENTEROPATHOGENICITY OF A BOVINE CORONAVIRUS STRAIN

ABSTRACT: The experimental reproduction of diarrheas was achieved in newborn calves deprived from
calostrum, after inoculation by oral route of a Bovine coronavirus strain, Guayabal. Diarrheas appear ed
at 24 hours post-inoculation. In all inoculated calves, anatomo and histopathological lesions which
corresponded to the disease were observed in necropsy. Bovine coronavirus was excreted after the
establishment of diarrhea and not any other pathogenic microorganism involved was found. This
sustained the enteropathogenicity of the Guayabal strain.
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INTRODUCCION tar con una cepa enteropatogénica, con caracteristi-
cas fisicas, quimicas y bioldgicas definidas para su

La disenteria de invierno es una enfermedad in- empleo en futuros ensayos de confrontacion.

fecciosa, altamente contagiosa, la cual ocurre en el . . L
El propésito de esta investigacion obedece a la

ganado bovino, generalmente en los meses mas frios
del afio (1,2). Aunque esta enfermedad fue reportada
por primera vez en los Estados Unidos a principios
del siglo XX, la etiologia precisa estuvo sujeta a innu-
merables cambios durante todo este tiempo, hasta
gue en los Ultimos afios se reconoce a Coronavirus
bovino (BCoV) como el agente etioldgico (3).

En Cuba, esta enfermedad se diagnosticé en el
afo 2004 (4,5) y a partir de aqui se ha realizado un
grupo de investigaciones, encaminadas al desarrollo
de métodos de diagndstico, obtencién y caracteriza-
cion de aislados autdctonos.

Para el desarrollo de un programa de control de
esta enfermedad en Cuba resulta imprescindible con-

necesidad de determinar sila cepa Guayabal, obteni-
da a partir de un brote de disenteria de invierno en
Cuba y caracterizada posteriormente resulta
enteropatogénica para terneros recién nacidos priva-
dos de calostro.

MATERIALESY METODOS

Se emplearon cuatro terneros mestizos (5/8
Holstein 3/8 Cebu), privados de calostro, de un dia
edad, obtenidos de partos bajo vigilancia, los que se
trasladaron inmediatamente al area de la inoculacién
en bolsas plasticas estériles. De ellos tres se inocula-
ron con la cepa Guayabal (T-7, T-8 y T-9) y se dejé un



ternero (T-10) inoculado como control. Los animales
fueron colocados en pequefios cuartos ubicados en
un local limpio desinfectado previamente, con una tem-
peratura promedio de 25°C. La alimentacion de estos
animales se baso en leche estéril, que se le suminis-
tré a razon de 4 L diarios por animal, distribuidos en
dos tomas, una cada 12 h. Durante cada experimen-
to a cada ternero se le suministr6 3g de Ampicillin y
4g de Estreptomicina por via oral cada 12 h con el fin
de mantenerlos libres de otros gérmenes.

Elindculo utilizado fue sobrenadante de cultivo de
tejido, obtenido después de que el efecto
citopatogénico estuvo entre 80-90% a partir de la ino-
culacion de la cepa Guayabal tercer pase en MDBK
(rifidn bovino), con un titulo infectivo de 10°° DICT_/
mL. Para la obtencién de un indculo control se em-
pled sobrenadante de MDBK.

Para la inoculacion se utilizaron 40 mL en todos
los casos y el inéculo fue suministrado por via oral a
través de una sonda esofagica.

Los animales fueron controlados clinicamente du-
rante 5 dias, con una frecuencia de 6 horas. Se ob-
servaron los siguientes aspectos: estado general,
apetito, temperatura corporal, pulso, frecuencia res-
piratoria, coloracion de las mucosas y caracteristi-
cas de las heces fecales, observando la consisten-
cia, cantidad, color y olor, ademas de la presencia
de virus. En el caso de la consistencia se establecio
una escala de 0-4, 0 representa heces moldeadas,
1 pastosas, 2 semiliquidas, 3 liquidas y 4 diarreas
profusas.

Para el control de la eliminacién de BCoV se ex-
trajeron muestras de heces fecales y exudado rectal;
en el momento de la inoculacién y a partir de aqui con
una frecuencia de 6 horas hasta el final del experi-
mento. Aislamiento viral e identificacion: Para el ais-
lamiento viral se utilizaron monocapas de CPRT (cul-
tivo primario rifion de ternero) creciendo en placas de
poliestireno de 24 pozos. La identificacion de los ais-
lamientos se realizé por seroneutralizacion (6) frente
a un antisuero policlonal anti BCoV, preparado por
inoculacidon de conejos con virus purificado por
gradiente de sacarosa (manuscrito en preparacion).

Se realiz6 el sacrificio de los terneros por
insensibilizacién con cloroformo y desangrados por
puncién de la vena yugular. En todos los casos se
realizo la descripcion macroscopica externa 'y de or-
ganos internos.

Para el estudio histopatoldgico se analizaron frag-
mentos de duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colony rec-
to, con ganglios linfaticos mesentéricos, selecciona-
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dos al hacer la necropsia. Se conservd cada fragmento
en formol al 10% en proporcién 1:10 y procesados
posteriormente por la técnica de inclusion en parafina
y coloreadas con hematoxilina y eosina; ademas de
gue se tomaron muestras de duodeno, yeyuno, ileon
y colon para el aislamiento viral.

Se realizaron siembras bacteriol6gicas en medio
agar sangre y verde brillante, a partir de las muestras
obtenidas por hisopaje rectal, ademas se realizé con-
trol parasitologico a partir de muestras de heces
fecales en cada emision.

RESULTADOSY DISCUSION

Los tres terneros inoculados con la cepa Guayabal
presentaron diarreas con diferentes grados de varia-
cién en cuanto a la severidad y duracién de las mis-
mas (Tabla 1). Las diarreas comenzaron a partir de
las 24 horas PI.

Las heces fecales con cambios en la consistencia
se caracterizaron por un color que varié desde el
amarillo intenso hasta amarillo blancuzco (Figura 1),
con abundante mucus cuando no era liquida, que le
daba aspecto de gelatina. En ocasiones las heces
tenian restos de sangre. Todos los animales, salvo
(T-10) (ternero control) presentaron alteraciones en
la consistencia de las heces, que variaron desde pas-
tosas hasta liquidas. Resultd més prolongada la pre-
sencia de heces liquidas en el T-8 (casi 24 horas).

Todos los terneros desarrollaron diarreas hasta el
quinto dia PI (post-inoculacion) (tabla 1), pero resul-
taron mas severas entre las 48-72 horas PI. La seve-
ridad de las diarreas varié desde pastosas hasta pro-
fusas, solo observada esta ultima en el ternero (T-8),
las que resultaron persistentes por mas de 24 horas.
En los terneros (T-7 y T-9) las diarreas fueron mas
severas, liquidas a partir de las 48 horas Pl y hasta
alrededor de las 72 horas PI.

Existio correlacidn entre la presencia de virus en
las heces fecales y el cambio de consistencia de las
mismas, ya que cuando estas fueron firmes no se
detectd virus. Se produjo eliminacion de BCoV tanto
en las heces liquidas como pastosas. En las mues-
tras de heces de todos los terneros empleados en
este experimento no hubo crecimiento bacteriano. No
se observaron protozoarios ni otros parasitos.

Desde el punto de vista clinico se observaron en
todos los terneros sintomas de abatimiento e indife-
rencia al medio circundante, sin embargo, no se evi-
dencio pérdida del apetito en ninguin caso. La tempe-
ratura corporal durante todo el experimento se man-
tuvo dentro del rango fisiolégico. No se observaron
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TABLA 1. Resultados de la eliminacion de BCoV en relacion con € tiempo post-inoculacién y la presentacion de
diarreas en terneros inoculados./ Results of the elimination of BCoV in relation with the post-inoculation time and the

presence of diarrheas.

Terneros inoculados con la cepa Guayabal

Ternero control

Tiempo

T-7 T-8

T9 T-10

P() BCoV Diarrea* BCoV

Diarrea*

BCoV Diarrea* BCoV Diarrea*

0 -

6 -

12 -
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72
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+
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1

+aislamiento vira en cultivos primarios de rifién de ternero, * consistencia de las heces fecales: 0 moldeadas;
1 pastosas; 2 semiliquidas; 3 liquidasy 4 diarreas profusas. Pl: post-inoculacion.

a

FIGURA 1. Terneros recién nacidos, privados de calostro e inoculados experimentalmente con la cepa Guayabal. a)
Diarreas pastosas de color amarillo, 24 horas Pl; b) Diarreas pastosas de color amarillo y mal estado general, 3 diasPl../
Newbor n calves deprived from cal ostrum experimentally inocul ated with the Guayabal strain. a) mash yellow diarrheas,
24 hours post-inoculation; b) mash yellow diarrheas and not well general state, 3 days post-inoculation.

signos de deshidratacion y todos los animales se re-
cuperaron espontaneamente.

Resultados similares a los obtenidos en este ex-
perimento fueron publicados por Mebus et al. (7) quie-
nes caracterizaron el cuadro clinico de BCoV por la
presentacion de diarreas liquidas, amarillas, con un
periodo de incubacion alrededor de las 18-24 horas
PI, en algunos casos las heces contenian mucus y
restos de sangre. Las diarreas persistian durante 5-6
dias, provocaban una severa deshidratacién después
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de 48-62 horas de haber comenzado. En otro reporte
Mebus et al. (8) comunicaron que a partir de las 15
horas Pl los terneros presentaban una severa depre-
sion y anorexia, mientras que las diarreas comenza-
ron a partir de las 18-19 horas P, al inicio se tornaban
pastosa y mas tarde liquidas.

Travén et al. (3) reprodujeron las diarreas en ter-
neros, las que comenzaron entre las 24-48 horas P,
gue resultaron moderadas entre las 48-72 horas Pl, y
a partir de este tiempo se tornaron liquidas y profu-



sas durante tres dias seguidos, hasta que se recupe-
raron. Uno de los terneros presento restos de sangre
en las heces fecales el primer dia de las diarreas pro-
fusas, mientras que en otros dos terneros se observo
la presencia de mucus en las heces fecales. En cuanto
al estado general no reportaron pérdida del apetito,
en un solo caso se observé apatia y mal estado gene-
ral, alrededor de las 48 horas PI.

Cho et al. (9) al reproducir experimentalmente el
cuadro entérico de BCoV en terneros gnotobidticos y
privados de calostro, reportaron la presentacion de
diarreas, que variaron desde pastosas hasta profu-
sas, con eliminacion viral a partir de las 24-48 horas
Pl'y una persistencia de la excrecién de virus por mas
de 15 dias PI.

En todos los terneros inoculados con BCoV se
encontraron alteraciones anatomopatoldgicas a lo lar-
go del tracto digestivo al realizar la necropsia a las
120 horas PI (Figura 2), caracterizadas por la dilata-
cién de los intestinos con paredes finas y traslicidas
y la presencia de contenido liquido, de color amarillo
y presencia de hiperemia a nivel de la mucosay de la
serosa (Figura 2). En el ternero control (T-10) no se
observaron alteraciones anatomopatolégicas.

Entre las principales lesiones encontradas al re-
producir el cuadro anatomopatolégico de BCoV en
terneros, Mebus (10) describio la presencia de esto-
mago distendido, con leche coagulada en su interior,
a lo largo del intestino delgado dilatacién, flacidez y
aumento del contenido liquido, de color amarillo, ob-
servandose con frecuencia trastornos circulatorios,
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tales como congestion y hemorragias petequiales en
ciego y colon espiral, ademas de aumento de tamafio
de los ganglios linfaticos mesentéricos.

Las alteraciones histopatolégicas observadas a lo
largo del intestino delgado se caracterizaron por la
presencia de necrosis de las células epiteliales, atro-
fia de las vellosidades (Figura 3), areas de descama-
cién e infiltrados linfocitarios en la lamina propia. En
las criptas del colon se observé degeneracion,
necrosis celular (Figura 3) e incremento del nimero
de linfocitos y células plasmaticas a nivel de la lamina
propia. En los ganglios linfaticos mesentéricos se ob-
servo una marcada despoblacién linfocitaria. El ter-
nero control (T-10) no presenté alteraciones
histopatolégicas (Figura 4).

En general las variaciones celulares de los distin-
tos segmentos del intestino delgado y grueso, son
compatibles con las descritas para esta enfermedad.

Mebus (10) al estudiar los cambios histopatologicos
en terneros inoculados experimentalmente con BCoV
describi6 la presencia de dafios severos, caracteriza-
dos por necrosis, degeneracion y atrofia a lo largo de
todo el intestino y cambios circulatorios, basicamente
del tipo de hiperemia y hemorragias.

Por su parte Mebus et al. (7) reportaron la deplecién
linfoide y cariorrexis en la zona cortical de los n6dulos
linfaticos debido al tiempo de duracién de la infeccion.

MacGavin et al. (1) describieron ademas de las al-
teraciones ya mencionadas, el cambio del epitelio del
intestino delgado y del colon por células cuboidales

FIGURA 2. Lesiones anatomopatol dgicas en terneros recién nacidos, privados de cal ostro einocul ados con lacepa Guayabal.
a) Asasintestinalesdistendidasy traslUcidas; b) Hiperemiaen asasintestinal es./ Anatomopathol ogi ¢ disordersin newborn
calves deprived from cal ostrum experimental ly inocul ated with the Guayabal strain. a) Translucent and |oosened intesti-

nal walls; b) Congestion in intestinal walls.
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FIGURA 3. Lesiones histopatol 6gicas en terneros recién nacidos, privados de calostro e inoculados experimentalmente
con lacepa Guayabal. a) Atrofiade las vellosidades y hemorragias en lamucosadel duodeno; b) Necrosisy degeneracion
delascélulasepitelialesen colon. H.E. 10X./ Histopathol ogic disordersin small intestine of the newbor n calves deprived
from calostrum experimentally inoculated with the Guayabal strain. a) Villous atrophy and hemorrhagic areas of the
duodenum mucosa; b) Necrosis and degeneration of the epithelial cellsin colon. H.E. 10X

b

FIGURA 4. Imagenes histol 6gicas de érganos del ternero control sin alteraciones en la inoculacion experimental con
BCoV. a) Duodeno; b) Colon. H.E. 10X./ Histologic images of intestine of the control calf. a) duodenum; b) colon. H.E.

10X.

inmaduras, lo que no pudo ser apreciado en esta in-
vestigacion debido al fugaz periodo de la enfermedad.

Las caracteristicas del cuadro clinico en cuanto a
duracion del periodo de incubacion, consistencia de
las heces fecales y aparicién de signos clinicos y le-
siones anatomo e histopatoldgicas, coinciden con las
descritas para este tipo de reproduccion experimen-
tal, comportandose de forma similar a otras cepas de
BCoV reportadas en le literatura (1,5,7,8,9,10,11).

Los resultados obtenidos confirmaron que esta
cepa produce un cuadro diarreico en terneros recién
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nacidos privados de calostro. La cepa Guayabal re-
sulta ser, por tanto, una cepa virulenta, dado que los
terneros presentaron severos signos clinicos y lesio-
nes de la enfermedad. Estos resultados son de inte-
rés, ya que da la posibilidad de desarrollar un modelo
de infeccion experimental con virus crecidos en culti-
vos celulares, lo que simplifica la obtencidn vy titula-
cion del virus.

Varios autores han logrado reproducir experimen-
talmente las diarreas, ya sea administrando a terne-
ros recién nacidos un filtrado estéril de heces



diarreicas contentivo de BCoV o con virus produci-
dos en cultivos celulares (3,7,8). En este sentido la
posibilidad de desarrollar un modelo de infeccion ex-
perimental en terneros neonatos resulta importante,
en primer lugar debido a que la presencia de BCoV
en Cuba ha sido confirmada en una alta proporcién
de heces de bovinos y se ha observado que su aso-
ciacion con la diarrea es altamente significativa (1,2),
por lo que para confirmar la patogenicidad de una
cepa aislada de campo se hace necesario reprodu-
cir experimentalmente la enfermedad en condicio-
nes controladas y utilizando animales privados de
calostro. En segundo lugar, y no menos importante
se hace necesario contar con este modelo de infec-
cion experimental en Cuba, lo que abre las puertas
a futuras investigaciones encaminadas a la
implementacion de programas de control sobre la
base del desarrollo de medios de diagnéstico y la
generacion de candidatos vacunales y/o antivirales,
para los cuales se hace necesario contar con una
cepa enteropatégena de referencia para futuros en-
sayos de confrontacion.
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