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RESUMEN

Existe una gama diversa de enfermedades asociadas al
ganado, dentro de las cuales aparece la diarrea en la que
las principales victimas son las crias de bovinos,
porcinos, ovinos y caprinos. La infeccién por rotavirus
es la principal causa de enfermedad diarreica en
neonatos de bovinos y porcinos. A pesar de que existen
vacunas con virus atenuados o inactivados, éstas son
frecuentemente ineficientes e inseguras, pueden
contener contaminantes patégenos para los animales a
inmunizar y presentar reversiéon de la atenuacién o una
deficiente inactivacién, lo que desencadena el desarrollo
de la enfermedad. Por otro lado, en muchos casos no
contienen los genotipos presentes en la regién. Este
articulo muestra la incidencia de rotavirus en el ganado
bovino y presenta herramientas utiles para el disefo de
una vacuna veterinaria que sea eficiente en el territorio

mexicano.

DIARREA NEONATAL BOVINA

La diarrea neonatal es una enfermedad multifactorial
compleja de los terneros. Clinicamente suele presentarse desde
las 12 h posparto hasta los primeros 35 dias de vida y se
caracteriza por excreciéon de heces acuosas y profusas,

deshidratacién progresiva, acidosis y, en casos severos, muerte

en pocos dfas (Fig. 1).
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ABSTRACT

The cattle industry is often affected by neonatal
diarrhea, mostly caused by rotavirus, of which calves,
piglets, young ovines, and goats are victims. This
disease causes serious economic losses. Although
vaccines based on attenuated or inactivated virus are
available, they often are inefficient and unsafe, as they
may revert to virulent forms, be inefficiently inactivated,
contain pathogens, or lack of the relevant genotype in
the region of interest. In Mexico, the rotavirus
genotypes relevant for bovine cattle are unknown,
which impedes the design of an efficient vaccine. This
paper reviews the importance of rotavirus in bovines,
and presents useful tools for the design of an efficient

veterinary vaccine for Mexico.

Fig. 1. Becerro muerto por diarrea
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En Latinoamérica, la diarrea neonatal de los terneros
es grave y frecuente, provocando importantes pérdidas
econémicas por morbilidad y mortalidad. La repercusién
econémica es importante ya que su elevada incidencia
(superior al 60%) implica tratamientos veterinarios,
demanda de tiempo y mano de obra. Ademas, los
porcentajes de mortalidad pueden llegar a ser
importantes (hasta el 20%), asi como el retraso en el
desarrollo corporal que manifiestan los animales
afectados (Odeodn, 2001).

Los agentes etiolégicos involucrados son variados,
siendo los virus los mds importantes. La accién de los
virus suele actuar como factor predisponente para
infecciones bacterianas secundarias. Los virus causan
destruccién y atrofia de las células intestinales,
provocando disfuncién intestinal y mala absorciéon de
nutrientes, con acumulacién de leche parcialmente
digerida en la luz intestinal y aumento de la presién
osmotica que favorece el proceso diarreico.

Entre los agentes virales, el rotavirus bovino
Grupo A se encuentra ampliamente distribuido,
habiéndose demostrado como el principal agente causal
de diarrea neonatal en ranchos de cria (Reynolds et al,
1986; Parwani et al., 19945 Saif & Ferndndez, 1996). El
diagnostico etiolégico de la diarrea neonatal bovina se
basa en la deteccion del agente en materia fecal de
terneros diarreicos y/o a partir de muestras de intestino
obtenidas en necropsias.

En un estudio realizado por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria de Argentina, INTA, se
encontré que el 44.6% de las crias enfermas estaban
afectadas por rotavirus tipo A y que éste participaba en

coinfecciones con Cryptosporium 'y Salmonella spp. (Fig. 2).
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Fig. 2. Agentes etiolégicos asociados a la diarrea neonatal bovina.
Datos tomados de: www.inta.gov.ar

ROTAVIRUS

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y posee
11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA).
Estructuralmente estd formado por dos capas proteicas
internas VP2 (102 kDa) y VP6 (44 kDa) y dos proteinas
de cépside exteriores, VP4 (88 kDa) y VP7 (38 kDa),
ademas de VP1 y VP3 que estan unidos al dsRNA (Fig.
3) (Estes, 1996).
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Fig. 3. Esquema estructural del rotavirus.

Las propiedades antigénicas del rotavirus (grupo,
subgrupo y serotipo) estdn determinadas por las
proteinas de capside VP6, VP7 y VP4. La especificidad
de grupo y subgrupo estd determinada por la proteina
VP, la cual clasifica los rotavirus en siete grupos (A a
G); de éstos el grupo A es de importancia patolégica.
Los grupos A, B y C han sido aislados tanto en humanos
como en animales, pero muy pocos rotavirus de grupos
diferentes al A han podido propagarse en cultivo celular
(Shinosaki et al., 1996; Estes, 1996).

Para los rotavirus del grupo A se han definido
diferentes subgrupos (SG). Dicha clasificaciéon se basa en
la presencia o ausencia de distintos epitopes de VP6
inmunoreactivos frente a determinados anticuerpos
monoclonales. Se conocen asf el SG I, SG II, SG I+II,
SG no-I y no-II, segilin sean reactivos o no a anticuerpos
monoclonales especificos. El SG II es el mas frecuente
entre las cepas humanas mientras que el SG I es mas
frecuente entre las cepas de origen animal (Lépez et al.,
1994).

Las proteinas virales de la cépside externa VP7 y
VP4 definen los serotipos G y P, respectivamente. VP4
es una protefna sensible a proteasa, mientras que VP7 es
una glicoproteina. Asi, la clasificacién de los rotavirus es
un sistema binario que distingue distintos serotipos de
las proteinas VP7 y VP4 y son determinados por
reactividad con antisueros policlonales o monoclonales
(Estes, 1996).
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La poca disponibilidad de anticuerpos y antisueros
que reconocieran los serotipos de la proteina VP4 llevé a
la necesidad del estudio de sus propiedades basandose en
la secuencia nucleotidica del segmento 4 del genoma de
rotavirus. Asf pues, la genotipificacién es una alternativa
que se ha preferido para sustituir la serotipificacién.
Hasta la fecha, se han caracterizado 15 genotipos G y 26
genotipos P de rotavirus (Cardoso et al., 2000; Estes,
1996; Liprandi et al., 2003; Martella et al., 2003; Martella
et al, 2006; Mc Neal et al, 2005; Okada et al, 2000;
Rahman et al., 2005; Rao et al., 2000; Sereno et al., 1994).
De los 26 genotipos P conocidos, solo 16 corresponden a
serotipos conocidos. En cambio, para el caso de VP7
existe una relacién muy clara entre genotipo y serotipo.

Dentro de cada serotipo G, la homologia a nivel de
secuencias de aminodcidos es bastante alta (91-100%).
En cambio, entre cepas de diferentes serotipos es
bastante menor, llegando a encontrarse homologias
entre el 55 y 82%. En el caso del gen de VP4, el grado
de homologfa existente entre secuencias nucleotidicas
pertenecientes al mismo genotipo es superior al 89%.
(Cao et al, 1999; Estes, 1996; Gentsch et al, 1996;
Sereno et al., 1994).

La mayorfa de los genotipos de rotavirus parecen
estar restringidos entre especies, pero también se han
encontrado transmisiones inter-especies (Khamrin et al,
2006). El virus completo puede ser transferido de
animales a humanos y viceversa, pero en raras ocasiones
produce manifestaciones clinicas severas en el nuevo
huésped (Rahman et al, 2005). En el caso de rotavirus A
en bovinos, se han identificado por lo menos 10
genotipos G (G1-G4, G6-G8, G10, G11 y G15) y 5
genotipos P (P1, P5, P11, P17 y P21). De acuerdo a
informes previos, los genotipos G6 y G10 y mads
recientemente los genotipos G8, P1, P5 y P11 han sido
frecuentemente encontrados en las muestras fecales de
terneros con diarrea a través del mundo (Alfieri et al,
2004 Barreiros et al., 2004; Falcone ef al.,, 1999; Fukai et
al., 2002; Gulati et al.,, 1999; Suzuky et al, 1993; Wani et
al., 2004). Sin embargo, se desconocen cuales son los

genotipos bovinos prevalecientes en México.

GENOTIPIFICACION DE ROTAVIRUS
Estudios epidemiolégicos realizados alrededor del

mundo han demostrado que los genotipos G y P de

rotavirus bovino presentan distribuciones geograficas y
temporales diversas. De allf se deriva la importancia de
realizar una vigilancia epidemioldgica de las cepas de
rotavirus presentes en el ganado, que suministre
informacién  importante para el desarrollo e
implementacién de una vacuna de rotavirus bovino y
que sea efectiva para el ganado mexicano. A
continuacién se resumen algunas estrategias utilizadas
para genotipificacién de rotavirus bovino.

El primer paso consiste en la identificacién de
muestras donde el rotavirus tipo A se encuentre
presente. Para ello se realizan muestreo de animales con
sintomas de diarrea, cuyas edades oscilen entre las 12
horas y 85 dfas posparto. Las muestras pueden ser
obtenidas de materia fecal o a partir de muestras de
intestino extrafidas en necropsias. La deteccién de
rotavirus tipo A se realiza por diferentes metodologias,
entre las que se encuentran la hemaglutinacién con
latex, las pruebas de ELISA y los inmunoensayos

cromatograficos (Fig. 4).

Fig. 4. Dispositivo comercial para deteccién de Rotavirus A

A las muestras positivas para rotavirus tipo A se les
extrae el RNA viral utilizando métodos quimicos (fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico) o kits de extraccién de
RNA viral, los cuales utilizan columnas de silica gel para
capturar el RNA y dejar pasar los contaminantes de la
muestra. La concentraciéon de dsRNA de rotavirus puede
ser determinada por absorbancia a 260 nm y se utiliza
para cuantificar la cantidad de RNA que serd usada en el
proceso de genotipificacion.

Para identificar los genotipos G de las muestras
obtenidas en la etapa anterior, se realizan tres pasos: 1)
Transcripcion reversa del RNA genémico aislado,

utilizando un par de primers genéricos (BovoComs y
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Bov9Com3) ii) Primera amplificacién por PCR del gen
de VP7 y iii) Segunda amplificacién por PCR (Multiplex
PCR), utilizando un primer genérico (BovoComs5) y un
coctel de primers de tipificaciéon especificos (G6, G8 y
G10) (Tabla 1). Ya que los primers especificos utilizados
se localizan a diferentes distancias del extremo 5  del
gen, el tamano de los productos del segundo PCR
indican el genotipo G de cada una de las muestras
analizadas. Los tamafios de cada uno de los productos
de la segunda amplificacién se esquematizan en la Fig. 5.
Los productos amplificados deben ser identificados por

electroforesis en geles de agarosa.

Tabla 1. Primers usados para amplificar el gen
completo de VP7 y para genotipificaciéon tipo G de
rotavirus (Isegawa et al,, 1993)

Primer Secuencia del primer

Bov4Coms 5 >TTCATTATTGGGACGATTCACA< 3
Bov4Coms 5>CAACCGCAGCTGATATATCATC< 8

P1 5>TTAAATTCATCTCTTAGTTCTC< 8
Ps 5>GGCCGCATCGGATAAAGAGTCC< ¢
P11 5>TTCAGCCGTTGCGACTTC< ¢

Con3 5>TGGCTTCGCTCATATACAGACA< 8
Con2 5>ATTTCGGACCATTTATAACC < &

Con(P1) 5>CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG < 8
Con(P5) 5>GCCAGGTGTCGCATCAGAG < 3
Con(P11)  5>GGAACGTATTCTAATCCGGTG < 8
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Fig. 5. Esquema del segmento 9 del genoma de rotavirus. Se observan
las posiciones de los primers y los tamanos esperados de los productos

de la amplificacion.

Para la genotipificacién P, se realizan basicamente
los mismos tres pasos descritos para los genotipos G. Se
han reportado dos estrategias en la literatura para
genotipificacién del segmento 4 de rotavirus (Gouvea et

al., 1994; Isegawa et al, 1993) y se ha propuesto hacer

una combinacién de las dos metodologias. La primera
estrategia denominada estrategia BOV usa un juego de
primers genéricos (Bov4Coms y Bov4Com3) que
amplifica un fragmento de 856 pb del segmento 4 del
genoma de rotavirus y un juego de tres primers de
tipificaciéon para P1, P5 y P11. La segunda estrategia,
denominada estrategia CON, utiliza como primers
genéricos Con2 y Con3 y como primers de tipificacién
los primers Con(P1), Con(P5) y Con(P11) (Tabla 2). Una
tercera estrategia propuesta por nuestro grupo (HIBR)
utiliza  simultdneamente  los  primers  genéricos
Bov4Coms3 y Con3, que amplifican un segmento de 1919
pb y los primers de tipificacién de la estrategia CON.
Los productos esperados de las amplificaciones de las

tres estrategias se esquematizan en la Fig. 6.

Tabla 2. Primers usados para amplificar un fragmento
del gen de VP4 y para genotipificacién tipo P de
rotavirus (Gouvea et al., 1994, Isegawa et al., 1993)

Primer Secuencia del primer
5>TGTATGGTATTGAATATACCAC
Bov9Coms ,
<3
5>TCACATCATACAACTCTAATCT<
BovoComs "
Ge6 5>CTAGTTCCTGTGTAGAATC<S
Gs 5>CGGTTCCGGATTAGACAC<S’
G10 5>TTCAGCCGTTGCGACTTC< 8

CONFIRMACION DE RESULTADOS POR
ANALISIS DE SECUENCIAS

Para corroborar los resultados obtenidos en el
proceso de genotipificacion, los productos del multiplex
PCR de cada uno de los genotipos encontrados deben
secuenciarse para confirmar que los productos de
amplificacién correspondan al gen que se esta
analizando. El andlisis de datos de las secuencias
obtenidas se puede realizar visualizando las secuencias
con diferentes tipos de software. El paquete Chromas
(Technelysium Pty, Ltd) se encuentra disponible en
linea y puede ser utilizado para dicho fin. Para observar
homologias de secuencia se realiza un andlisis de

similitud de secuencias “BLAST” (Altschul et al, 1997).
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Fig. 6. [Esquema del segmento 4 del genoma de rotavirus. Se
observan las posiciones de los primers y los tamafos esperados de los
productos de la amplificacién.

VACUNAS CONTRA ROTAVIRUS BOVINO

Las dificultades presentadas por la aplicacién de
vacunas con genotipos no presentes en la zona radica en
que la proteccién entre genotipos puede ser deficiente o
incluso nula (www.usda.gov).

Una vez que se conocen los genotipos presentes en la
region, es posible desarrollar una vacuna ad hoc para la
zona de interés.

A pesar de que existen vacunas para rotavirus
producidas de manera tradicional, estas son
frecuentemente ineficientes e inseguras. Desde el punto
de vista de obtencién a gran escala, la produccién de
virus puede constituir un riesgo. Primero, la
infraestructura  necesaria  para  producir  virus
potencialmente patégenos es muy compleja y requiere
de un estricto control. Ademds, el producto terminado
no estd exento de riesgos, ya que existe la posibilidad de
reversiéon de los virus atenuados o de una deficiente
inactivacién, lo que puede resultar en la transmisién de
la enfermedad. Otro problema es la contaminacién con
otros virus que pueden estar presentes en el sistema de
producciéon. Un ejemplo es la contaminacién con
pestivirus, causantes de enfermedades graves en cerdos,
ovejas, vacas y cabras (Organizacién Mundial de
Sanidad Animal, www.oze.int).

En bovinos se han administrado vacunas comerciales
que contienen la cepa de rotavirus NCDV (P1, G6) a
vacas gestantes para proveer inmunidad a los terneros
recién nacidos (Barreiros et al., 2004). Aunque algunos

autores describen proteccién heterotipica, en la préctica,

la diarrea provocada por rotavirus del grupo A
ocasionalmente ocurre en terneros cuyas madres habfan
sido vacunadas. (Barreiros et al, 2004). Ademds, las
vacunas  tradicionales  puede  presentar  alta
reactogenicidad y estar asociadas a casos de
invaginacién intestinal, lo que repercute en retraso en el
desarrollo de los animales (Holland, 1990).

En la actualidad, en México se utiliza la vacuna
Scourguard® (Pfizer), la cual es utilizada en los ranchos
para la produccién de carne y leche. Esta vacuna es de
tipo multipropésito y contiene cepas inactivadas de
rotavirus, coronavirus y E. coli K99, ademas esta
formulada con toxoide de C. Perfringes tipo C y

gentamicina como conservador. (www.scourguard.com).

LAS PSEUDOPARTICULAS VIRALES (PPV)
COMO ALTERNATIVA DE VACUNACION

Las PPV han sido utilizadas para inmunizar contra
otros virus. Ensayos clinicos han demostrado que PPV
ensambladas de la proteina estructural L1 del
papilomavirus (VPH) pueden reducir la incidencia de la
infeccién del VPH y el cancer cervical (Koutsky et al,
2002; Villa et al, 2005), siendo la vacuna Gardasil®
(Merck & Co. Inc.), la primera vacuna recombinante
humana basada en pseudoparticulas virales aprobada por
la. FDA (8 de junio de 2006, http://www.
JSda.gov/bbs/topics/ NEW/2006/NEW01385.html). Otras
enfermedades que son objetivo de las vacunas basadas en
PPV incluyen gastroenteritis, hepatitis C y malaria
(Pattenden et al., 2005).

Para el caso de rotavirus, las PPV son producidas al
expresar las protefnas estructurales del virus en un
sistema recombinante, generalmente usando el sistema
células de insecto-baculovirus (CI-BV). Estudios previos
han demostrado que la estructura tridimensional de las
PPV logra una excelente respuesta inmune humoral y
celular de forma segura (Jiskoot et al., 1997). Para el caso
de PPV de rotavirus bovino se ha demostrado que los
titulos de anticuerpo que se obtienen en calostro o leche
después de vacunar a vacas prefiadas son incluso
mayores que aquellos obtenidos al vacunar con virus
inactivados (Ferndndez et al, 1998; Kim et al, 2002).
Otra ventaja adicional es que pueden obtenerse

estructuras polivalentes, que protejan simultdneamente
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contra varios genotipos, de forma versatil y sencilla

(Kim et al., 2002).

SISTEMA CELULAS DE
BACULOVIRUS (CI-BV)

La producciéon de PPV para rotavirus requiere la

INSECTO-

expresiéon simultanea de varias protefnas virales y el
complejo proceso de ensamble para formar la estructura
viral. Dentro de los sistemas mas utilizados se encuentra
el sistema células de insecto-baculovirus (CI-BV), que
consiste en infectar un cultivo de células de insecto con
un baculovirus recombinante que contenga el gen o
genes de interés, usualmente bajo el promotor polh
(Palomares et al, 2006). Este sistema tiene varias
ventajas: es un sistema eucari6tico superior altamente
productivo, capaz de producir protefnas muy similares a
las de los mamiferos, y la construccién de nuevos
vectores recombinantes es sencilla. Sin embargo, el
cultivo n vitro de células de insecto tiene limitaciones
importantes ya que las células de insecto, al igual que
otras células de eucariotes superiores, son muy fréagiles,
son sensibles a metabolitos generados en los cultivos y
tienen  requerimientos  nutricionales  complejos
(Palomares et al., 2002).

En el sistema de CI-BV es posible obtener diferentes
estructuras de PPV de rotavirus, dependiendo de las
proteinas expresadas. Estas estructuras pueden ser de
una sola capa (expresiéon de VP2) o multicapa
(VP2/VPe6, VP2/VP6/VP7, VP2/VP6/VP7/VP4)
(Crawford et al, 1994; Labbé et al, 1991), pero pueden
obtenerse estructuras incompletas o con diferente
morfologfa. Dentro de los estudios de ensamblaje, se ha
encontrado que la formacién de la primera esfera de
proteina constituida por VP2 es un paso importante para
la formacién de particulas estables. Luego, debe
ensamblarse VP6, que es indispensable para la unién de
VP7 y VP4. VP4 puede unirse a la estructura VP2/VP6
sin necesidad de VP7 y viceversa (Crawford et al, 1994).

Uno de los parametros mas determinantes en el
sistema CI-BV es la multiplicidad de infeccién (MDI) la
cual se define como el nimero de particulas infecciosas
que se adiciona por célula de insecto en el cultivo. Una
MDI de 1 ufp/cél significa que se adicioné una particula
infecciosa por cada célula de insecto del cultivo. Al

realizar manipulacién de la MDI de cada baculovirus y

hacer diferentes combinaciones de las MDI, se puede
optimizar y manipular la composiciéon de las PPV. Es
necesario coexpresar las diferentes proteinas con una
relacién estequiométrica correcta, ya que un exceso o
sobreexpresién de una o mas protefnas serfa econémica
y energéticamente ineficiente.

Estudios previos de nuestro grupo de investigaciéon
han conllevado a encontrar condiciones de expresién de
VP2 y VP6 a diferentes MDI que pueden ser utilizadas
como punto de partida para el andlisis del ensamblaje de
las PPV completas (Palomares et al., 2002; Mena, 2004;
Mena et al, 2006). Es necesario conocer el
comportamiento de VP4 y VP7 de los genotipos
escogidos, a fin de establecer los mecanismos y
condiciones adecuadas para dar una composicién y
arquitectura consistentes de las PPV de la futura
vacuna. Esta arquitectura serd el principio activo de la
vacuna que se pretende formular y la cual podra
proteger eficientemente al ganado bovino mexicano,
mejorando la calidad de vida de los animales y las

ganancias econémicas de los productores.
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