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RESUMEN

El sindrome diarreico neonatal en cabritos y corderos es una de las enfermedades
mas comunes que causan alta morbilidad y mortalidad. Adn no se describe la
presencia de Rotavirus y Coronavirus en pequefios rumiantes en México. Por la
técnica de inmunohistoquimica se observd la presencia de Coronavirus y
Rotavirus en secciones de intestinos de corderos y cabritos con diarrea y enteritis
remitidos a USEDICO de la FMVZ-UNAM en un periodo de 10 afios, en total
fueron remitidos 402 animales. La inmunopositividad mas alta a Rotavirus se
reportd en cabritos con diarrea y enteritis con un 18%, los corderos con diarrea y
enteritis presentaron la inmunopositividad mas alta a Coronavirus en un 19.6%.
Tanto en cabritos como en corderos se observé una combinacion de Rotavirus y
Coronavirus (6.6%, 11.4% respectivamente). Ademas, en cabritos la. combinacion
con otros enteropatdgenos fue mas representativa entre Rotavirus y bacterias
(3.8%). En corderos las combinaciones representativas fueron entre Rotavirus y
coccidias, Rotavirus y bacterias; ambas con un 4.9%. El sindrome diarreico
neonatal en pequefios rumiantes del altiplano mexicano entre 0-120 dias de edad
puede estar asociado con agentes virales, a pesar de que se identificé coinfecciéon
con otros enteropatégenos.

Palabras clave: Enteritis, Coronavirus, Rotavirus, inmunohistoquimica, corderos,
cabritos.

SUMMARY

Neonatal diarrheal syndrome in kids and lambs is one of the most common
diseases that causes high morbidity and mortality. The presence of Rotavirus and
Coronavirus in small ruminants in.Mexico has not yet been described. Using the
immunohistochemical technigue, the presence of Coronavirus and Rotavirus was
observed in sections of intestines of lambs and kids with diarrhea and enteritis
referred to USEDICO of the FMVZ-UNAM in a 10-year period, a total of 402
animals were referred. The highest immunopositivity to Rotavirus was reported in
kids with diarrhea and enteritis with 18%, lambs with diarrhea and enteritis
presented the highest immunopositivity to Coronavirus in 19.6%. In both kids and
lambs a combination of Rotavirus and Coronavirus was observed (6.6%, 11.4%
respectively).-In addition, in kids the combination with other enteropathogens was
more representative between Rotavirus and bacteria (3.8%). In lambs the
representative combinations were between Rotavirus and coccidia, Rotavirus and
bacteria; both with 4.9%. Neonatal diarrheal syndrome in small ruminants from the
Mexican highlands between 0-120 days of age may be associated with viral
agents, despite the fact that co-infection with other enteropathogens has been
identified.

Key words: Viral enteritis, lambs, kids, Coronavirus, Rotavirus,
immunohistochemistry.
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INTRODUCCION

El sindrome diarreico neonatal (SDN) se caracteriza por cuadros diarreicos donde
estan implicados muchos elementos, tales como la susceptibilidad animal, el
estado nutricional, factores ambientales, manejo de rebafios y distintos agentes
infecciosos virales (Rotavirus y Coronavirus), bacterianos (Escherichia coli,
Clostridium spp, Salmonella spp) y parasitarios (Cryptosporidium spp), entre otros.
El papel de los virus en el sindrome aun queda inexplorado y es probable que se
pase por alto (Martella et al., 2015), empero desde la Ultima década se han
reportado casos que identifican estos agentes mediante distintas técnicas
diagndsticas; que van desde microscopia electronica, inmunoensayos seroldgicos
(ELISA) y reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR). Distintos estudios reportan que la edad de presentacion del SDN en
corderos y cabritos por Coronavirus y Rotavirus varia desde los 0 dias hasta los 3
meses de edad. Recientemente se reportd que puede presentarse antes de las
tres semanas de edad (Ozmen et al., 2018)

La etologia y epidemiologia del sindrome ha sido extensivamente estudiada en
bovinos y cerdos. Muy pocos estudios han sido perfeccionados a investigar
patbgenos entéricos causantes de diarrea en corderos y cabritos recién nacidos
(Mufioz et al., 1996).

Estudios serolégicos, e inmunohistoquimicos se han realizado en las ultimas
décadas, con el fin de evidenciar la participacion viral de Rotavirus y Coronavirus,
tomando en cuenta estudios retrospectivos en distintos paises y realizados por
microscopia electronica para evidenciar las particulas virales (Tzipori et al., 1978;
Shabana 2017). La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) es una técnica sensible que solamente se ha
reportado para andlisis'y la posterior genotipificacion de Rotavirus; estableciendo
gue en rumiantes las cepas identificadas mas comunmente pertenecen a
Rotavirus. A, pero en algunos estudios también se encuentran implicados los
Rotavirus tipo B y C. Estudios han propuesto que posiblemente el Rotavirus tipo A
es el responsable de infectar a pequefios rumiantes (Mufioz et al., 1996). Aun asi,
estos estudios no dejan de lado los agentes bacterianos y parasitarios, con el fin
de demostrar una posible sinergia o interaccion, de Coronavirus y Rotavirus en
asociacion con Crysptosporidium spp que es uno de los agentes principales que
causan diarreas en rumiantes, seguido de Escherichia coli y Clostridium spp
(Berrios et al., 1988, Mathews, 2016, Ozmen et al., 2018).

En México se desconoce la importancia de Coronavirus y Rotavirus en el SDN en
corderos y cabritos, sin embargo, se tienen estudios en los cuales se utilizd
inmunohistoquimica para la identificacion de Rotavirus y Coronavirus en terneros
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(Pérez, 2016), Estableciendo el diagnéstico mediante la técnica de
inmunohistoquimica en pequefios rumiantes, se pueden identificar a estos agentes
virales y ayudaria para la implementaciéon de medidas preventivas y terapéuticas,
ademas de conocer algunos otros agentes implicados y la epidemiologia de la
enfermedad. Esto es importante ya que las pérdidas econdmicas que se dan por
alta mortalidad de pequefios rumiantes en sus primeras semanas de vida son por
medidas zootécnicas, preventivas y terapéuticas inadecuadas. La identificacion de
estos agentes virales podria ayudar a la implementacién de vacunas en los hatos
productivos en México.

ANTECEDENTES

El SDN en cabritos y corderos recién nacidos a un mes de edad, es una de las
causas mas comunes de alta morbilidad y mortalidad (Ozlem et al., 2018). Hasta
la década de los 80’s los antecedentes de diarrea eran escasos; basicamente se
asociaba el parasitismo por helmintos y coccidias. Nagy, et al., (1984) menciona
que la principal causa de diarrea en cabritos era por Cryptosporidium spp.
Posteriormente fueron descritos otros agentes en relacion con la diarrea neonatal
como: Rotavirus, Herpesvirus, Coronavirus, Adenovirus y Escherichia coli
(Berrios., et al. 1988). Las pérdidas econdmicas son debidas al deterioro en el
crecimiento de los cabritos y corderos por la enteritis, los gastos involucrados en el
tratamiento y su mayor mortalidad. Los Rotavirus y Coronavirus parecen ser los
virus mas comunes que causan enteritis en humanos y animales (Ozlem et al.,
2018). La enfermedad aguda debida a enteritis neonatal se caracteriza por una
deshidratacion progresiva, trastorno metabdlico y la muerte, la cual ocurre en un
periodo de 12 horas. En la forma subaguda de la enfermedad, la diarrea puede
continuar durante varios dias, lo que puede ocasionar malnutricion y pérdidas de
peso. Los principios de la fisiopatologia son los mismos que para enteritis neonatal
de los terneros (Ozlem et al., 2018).

Coronavirus

Son virus pleomérficos que varian en tamafio desde 70-200 nm de diametro, con
un promedio de 100-130 nm. Tienen una envoltura que contiene fosfolipidos,
probablemente derivada en parte de la membrana de la célula huésped. Obtiene
su-nombre de “corona” (parecido al aspecto de una corona) por sus proyecciones
radiales de la superficie en forma de pétalo o gota (peplomeros) (Gelberg, 2017,
Uzal, 2017). Tienen un genoma de una hebra de RNA positiva, por tanto,
pertenecen al grupo IV de la nomenclatura de Baltimore (Avendafo, 2012).
Actualmente son miembros del orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia
Coronavirinae; se subdivide ademas en cuatro géneros en funciéon de las
propiedades genéticas y serologicas: Alfacoronavirus, Betacoronavirus (que
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comprende 3 grupos: A, B, C), Gammacoronavirus Yy Deltacoronavirus
(MacLachlan, 2017).

El Betacoronavirus es el género que mas se ha estudiado en trastornos diarreicos
en cabritos y corderos. En su cépside incluye una proteina de nucleocéapside (N:
5060 kDa), una proteina transmembrana de triple tramo (M: 2335 kDa), una
proteina transmembrana menor (E: 912 kDa) y una muy importante: el trimero de
glucoproteina espiga (S: 180220 kDa por monomero) (MacLachlan, 2017). Esta
Gltima es responsable de la interaccion entre el virus y el receptor celular,,ademas
de provocar anticuerpos neutralizantes (Bok et al., 2018).

La glucoproteina S trimérica es una proteina transmembrana tipo I, con un gran
ectodominio y endodominio muy corto. Es la méas grande de las proteinas
estructurales. Los mondmeros individuales de la proteina se ensamblan en
trimeros dando lugar a protuberancias en forma de mazo, que dan lugar a
estructuras en forma de corona alrededor del virién. El ectodominio de la proteina
S se puede dividir en dos dominios funcionales; el Sa, tiene propiedades de union
al receptor, que dentro de este se caracterizan 2 subdominios: el subdominio N-
terminal (NTD) y el subdominio C. El primero, de algunos Coronavirus puede
unirse a los carbohidratos como el acido neuraminico acetilado 9-0 (Coronavirus
bovino, BCoV), mientras que el subdominio C se une a los receptores proteinicos
(Belouzard et al., 2012).

El dominio Sz contiene dos repeticiones de Heptad (HR), que se componen de una
cadena de siete patrones ~de aminoacidos. Las repeticiones de Heptad
representan una estructura definitoria de las proteinas de fusién viral de clase I, su
conformacion participa formando una estructura como bobina en espiral durante la
fusion de membrana del hospedador (Chambers et al., 1990).

Una caracteristica peculiar de la proteina S, es que puede contener mas de un
sitio de escisién proteolitica. Los eventos de escision que ocurren durante la
biosintesis 0 la entrada de Coronavirus consisten en activar dicha proteina
mediante la participacion de enzimas extracelulares (tripsina, furina) e
intracitoplasmaticas, tipicamente dentro de endosomas y lisosomas. Cada una de
estas enzimas tiene actividad en escindir sitios de aminoacidos de la proteina
espiga en diferentes eventos de la replicacion (Kaoru et al., 2015).

Patogenia

La replicaciébn del virus es citolitica e inicialmente ocurre a lo largo de las
vellosidades en todos los niveles del intestino delgado, y finalmente se disemina
por todo el intestino grueso hasta el colon y recto (Uzal, 2017).



Al fusionarse, se replica en el citoplasma de enterocitos absorbentes en las puntas
de las vellosidades y en sus lados. La replicacion la llevan a cabo en el reticulo
endoplasmico rugoso, que posteriormente pasan a las cisternas del reticulo
endoplasmico liso y a tubulos del aparato de Golgi de la célula infectada. Los
cambios se producen entre 12 a 24 horas después de la infeccion. Las
mitocondrias en las células infectadas por virus se hinchan, las cisternas del
reticulo endoplasmico liso y rugoso se dilatan. Finalmente, el citoplasma pierde su
densidad electronica, generando degeneracion y necrosis. El virus sale por
exocitosis en la membrana apical o en la superficie basolateral.

Esto lleva a una exfoliacién del epitelio dafiado que puede ser masiva en un
periodo de tiempo relativamente corto, lo que lleva al desarrollo de la atrofia de
vellosidades, cuya gravedad refleja en gran medida el grado de infeccion viral
inicial. Se observaran células columnares bajas, cuboides o escamosas poco
diferenciadas, con microvellosidades irregulares y aplastadas; estas son
incapaces de absorber nutrientes y liberar enzimas digestivas y por tanto se rompe
el flujo digestidn-absorcion. Las vellosidades pueden aparecer fusionadas a lo
largo de sus lados o en las puntas debido a la adhesion de la lamina propia
temporalmente ausente de enterocitos (Gelberg, 2017), a menudo las vellosidades
son puntiagudas (Uzal, 2017). La inflamacién puede ser focal en la lamina propia
de las vellosidades expuestas, principalmente de tipo mononuclear que colapsan
las vellosidades. Finalmente, aunque pueden ocurrir varios ciclos de replicacion
viral, los enterocitos pobremente diferenciados parecen relativamente refractarios
a la infeccion, y el titulo del virus disminuye, a medida que también intervienen
mecanismos inmunitarios locales.

La hiperplasia del epitelio en las criptas generalmente resulta en la resolucion final
de la atrofia de las vellosidades para compensar la funcion normal. La diarrea que
se produce es el resultado de una mala absorcion de electrolitos y nutrientes, con
cierta contribucion por la secrecion de las células de la cripta, y por un epitelio de
superficie. pobremente diferenciado en la fase de regeneracion y reparacion
(Gelberg, 2017 y Ozmen et al., 2018). La desaparicion de los signos se produce
de 4 a 6 dias aproximadamente, a medida que se produce la regeneracion de las
vellosidades, siempre que el animal sobreviva a la deshidratacion, el agotamiento
de los electrolitos y la acidosis metabdlica provocada por la diarrea (Ozmen et al.,
2018). Los animales sistémicamente cursan con deshidratacion posteriormente
mueren por choque hipovolémico (Christine, 2012) (Figura 1).



Fisiopatologia de infeccidén por
BCov.

Figura 1. Fisiopatologia de Coronavirus.

El virus se transmite por heces o secreciones y esputo. Puede permanecer durante 2 a 3 dias en superficies secas a temperatura ambiente y de 2 a 4 dias en las heces. (1) El virus pasa intacto en
el abomaso, el &cido clorhidrico no lo desnaturaliza, porque es un virus envuelto; debido a esto, la entrada del coronavirus en la célula objetivo en el intestino requiere completar con éxito dos pasos
criticos: (2) el primero, unirse a la superficie celular mediante el trimero de glucoproteina espiga (S); cuenta con un endodominio (interno) y ectodominio (externo), éste ultimo se divide en dos
dominios funcionales; el dominio S: responsable de la adsorcién viral que a su vez se divide en dos subdominios; el dominio N-terminal (NTD) que se une a los carbohidratos como el acido
neuraminico acetilado 9-0, mientas que el subdominio C se une a receptores proteinaceos tales como integrinas. Para que esto suceda, (3) es importante la participacion de enzimas
intracitoplasmaticas, extracitoplasmaticas o de la membrana a las cuales son afines a aminoacidos de las cadenas de S espiga “escindiendola” en particulares sitios entre S1 y Sz, modificando la
estructura proteinacea para asi pasar al segundo paso critico: (4) que es la fusién de la envoltura viral con las membranas celulares dada por el dominio Sz que contiene 2 repeticiones de una
cadena de 7 patrones de aminodacidos con extremos hidréfobos (isoleucina, leucina, fenilalanina); (5) forman una estructura de bobina en espiral durante la fusiéon de la membrana viral y celular; (6)
estructurando un endosoma; que acarreard al virus, hasta liberarlo en el citoplasma, también otra via (7) es solo la fusién y liberacién de material genético sin utilizaciéon de endosoma. La mecéanica
de ambas vias dependera de la modificacién de la proteina S espiga, dada por el sitio de escisién de enzima.

(8) La cadena de RNA* funciona como RNA mensajero que se traduce en una poliproteina (9) que es escindida en proteinas no estructurales en el reticulo endoplasmico rugoso. (10) Una de las
proteinas resultantes es la polimerasa dependiente de RNA; se escinde por proteasas no estructurales y (11) da como resultado productos maduros nspl y nspl6 (no estructural), estas se
ensamblan en las membranas del RER, para formar el complejo de la transcriptasa-replicasa activa. (12) La polimerasa viral se usa para sintetizar ARN" (complementario) de longitud completa. (13)
El anti-genoma se copia nuevamente en ARN* de longitud completa, (14) se replica por el sitio replicasa de polimerasa viral para generar RNA genomico de longitud completa. (15 ) Comienza la
recombinacion tras numerosas copias de RNA anidado que se replican en RNAm subgenémicos traduciendo a proteinas estructurales (S, E, M, N), la (16) proteina M se dirige a las cisternas del
RER, REL y otras a membranas del aparato de Golgi; dafiando las cisternas, las cuales se distienden y fallan los componentes de traduccion de proteinas, insuficiente movimiento por ausencia de
Ca'y las mitocondrias se hinchan y hay pérdida de energia; los cambios en la célula infectada se producen entre 12 a 24 horas después de la infeccion; degeneracion celular, pérdida de la
arquitectura y necrosis. (17) Los viriones se ensamblan y se liberan desde REM, REL y del aparato de Golgi hacia la membrana citoplasmatica de la célula, finalmente se liberan por exocitosis.
Después de su liberacion muchos de los virus envueltos permanecen adheridos al exterior de la célula, ademés las proteinas de espiga se asocian juntamente con proteina M, donde se expresan
en la superficie celular, donde pueden desencadenar una fusion celular extensa dando como resultado sincitios.

En las vellosidades los enterocitos degenerados pierden las uniones basolaterales y con la lamina propia. (18) Los enterocitos se desprenden en forma excesiva y sobreaguda, consecuentemente
(19) dejan la lamina propia expuesta de varias vellosidades y estas se fusionan entre si, se vuelven irregulares, y se acortan. (20) Los enterocitos necréticos y los exfoliados deben ser
reemplazados desde la base de las criptas, el exceso de dafio llega a rebasar la capacidad de regeneracién (21) generando enterocitos inmaduros y de morfologia cilindrica a cuboidal o escamosa
(atenuacion epitelial). (22) Las células infectadas estimulan la produccién de IFN-a, IFN-B, éste Gltimo (23) favorece la expresion de moléculas MHC-I, (24) las células NK identifican esta alteracion,
liberando sus enzimas y desnaturalizando, sin embargo (25) los histiocitos fagocitan los fragmentos necréticos y particulas virales que después son procesados para la presentacion de antigeno.
(26) activan a linfocitos Th1 mediante la unién de MHC-II. (27), liberan IL-4 que promueve la llegada de mas células inflamatorias. (28) Los linfocitos B son activados por la unién antigeno (particula
viral) anticuerpo, (29) se activan convirtiéndose en células plasmaticas y liberando anticuerpos. (30) Que potencia la citotoxicidad mediada por anticuerpo de neutrdfilos, linfocitos CD8*, NK e
histiocitos.

(31) Por perdida de enterocitos absorbentes, y enterocitos productores de enzimas, el flujo digestiéon absorcién se interrumpe (32) desarrollando diarrea por mala absorcion e hipersecretora debido
a que la cantidad de solutos en la luz intestinal implica mayor movilidad de agua y electrolitos a la misma. Los macronutrientes se fermentan en el intestino grueso y esto agrava el cuadro. (32.5)
En la mayoria de los casos comienzan asociaciones con otros agentes patdgenos que agravan el cuadro. (33) En forma sistémica por la pérdida de liquidos hay deshidratacién, a nivel vascular hay
hemoconcentracion, (34) cursando con hipovolemia sistémica que en forma grave (35) muere por choque hipovolémico aunado a la desnutricién por pérdida de nutrientes, genera debilidad y los
animales no pueden moverse a comer (imagen disefiada por Maximiliano Ruiz).



Lesiones macroscopicas y microscopicas

Las lesiones macroscopicas producidas en las enteritis por Coronavirus son
indistinguibles de las causadas por Rotavirus. El intestino delgado y grueso estan
dilatados y con moderado contenido amarillento. Se ha observado
microscopicamente que la enteritis coronaviral comienza en el intestino delgado
proximal con enteritis linfoplasmocitica, acortamiento y atrofia de vellosidades,
desprendimiento epitelial, e hiperplasia de criptas (Uzal, 2017). En terneros, se
disemina al epitelio intestinal del colon, progresivamente va disminuyendo en
yeyuno cuando se extienden a intestino grueso, observandose inmunopositividad
mediante inmunohistoquimica en enterocitos, colonocitos e histiocitos (Park, et al.,
2007). Siendo las lesiones patologicas comunes en el colon espiral, dan lugar a
colitis que se caracteriza clinicamente por sangre y el moco en heces (Ozlem et
al., 2018).

Las enfermedades por Coronavirus crean problemas. a cualquier edad, pero
especialmente rumiantes jovenes van de 4 a 30 dias de edad (Ozmen et al.,
2018).

Antecedentes

Cuadro 1. Estudios que identificaron Coronavirus en borregos y cabras por
diferentes técnicas diagnésticas.

Autor Region Estudio Hallazgo Total,
animales

Tzipori Australia

et al., Microscopia Solo un animal se

1978; electronica en observo la presencia *8 muestras

Pass et heces viral

al., 1982

Travén **218

et al., Suecia ELISA; en suero Prevalencia: 19% (41 borregas.

1999 borregas)

Shabana Arabia Incidencia:19.6% (38) en *193 corderos

et al., Saudita ELISA; en corderos 'y 16.2% (19) en 117 cabritos.

2017. heces. cabritos.

Ozlem et Turquia 6.6% de *15 corderos

al., 2018. Inmunohistoqui inmunopositividad 15 cabritos.

mica

*Animales que cursaban con diarrea.
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Rotavirus

Es el principal patégeno viral entérico de los seres humanos y de una amplia
variedad de animales. Las presentaciones clinicas varian desde una infeccion
asintomatica, hasta una diarrea aguda que puede llevar a la muerte debido a una
deshidratacion grave y otras complicaciones (Cook et al., 2004 y Papp, et al.,
2014).

Es un virus icosaédrico desnudo de 70-75 nm, pertenece a la familia Reoviridae.
La capside viral tiene tres capas (una doble capside externa, una interna) y un
nacleo que contiene un genoma de ARN de doble cadena; una de polaridad
positiva y otra de polaridad negativa, por tanto, pertenece al grupo Il segun la
clasificacion de Baltimore (Avendafio, 2012). El genoma consiste en 11
segmentos; los cuales cada uno codifica al menos a 6 proteinas estructurales
(VP1, VP2, VP3, VP4, VP5, VP6, VP7) y 5 0 6 proteinas no estructurales (NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5) (Papp, et al., 2014). Las proteinas no estructurales
estan asociadas con la replicacion del virus, la traduccion, la respuesta inmune
innata del huésped y la morfogénesis (Chen, et al., 2018).

El nombre de Rotavirus se sugirié por el aspecto caracteristico de una rueda con
un contorno circular bien definido de la capside externa y radios cortos, cuando se
examiné mediante microscopia electronica de tincidbn negativa (Flewett et al.,
1974)

Se ha utilizado ampliamente un sistema de clasificacion binaria para las cepas de
Rotavirus, que se basa en la configuracion de los antigenos de la capside externa,
tipos G por el término “glucoproteina” que corresponde a la proteina VP7 y los
tipos P por el término “proteasa sensible”, propio de la proteina VP4. La parte
interna, el core esta constituida principalmente por VP2 y al interior se encuentra
VP1y VP3 unidas tanto VP2 como a cada uno de los 11 segmentos de RNA. VP1
y VP3 son responsables de la sintesis de RNA, durante el inicio de la infeccién y
también en las etapas tardias de la replicacion del genoma (Papp et al., 2014). La
proteina VP6 es la mas abundante en la particula viral; se ubica en la capside
media; siendo la que se usa para la clasificacién del tipo, grupo o especie (Uzal,
2017), de los cuales se dividen en A, B, C, D, y E, e histéricamente 2 adicionales F
y G. Se ha encontrado que RVA, RVB, RVC y RVE infectan varias especies
animales y humanos; mientras que RVD, RVF y RVG se ha aislado solo en aves.
En los rumiantes las especies mas comunmente identificadas pertenecen a RVA,
pero en algunos entornos, la RVB y la RVC también se encuentran
frecuentemente e implican en la diarrea grave, particularmente en corderos y
cabritos (Mufioz et al., 1996; Papp et al., 2014).
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Los grupos que se han identificado en corderos son Rotavirus tipo Ay B (Gazal et
al., 2011). Generalmente varias especies afectan a los rumiantes, esto se debe a
gue son capaces de formar nuevas cepas por un mecanismo de reordenamiento.
La redistribucion puede ocurrir cuando dos Rotavirus de dos cepas diferentes
infectan la misma célula, y durante la replicacion y el empaquetamiento
intercambian segmentos del genoma (Cook et al., 2004).

El esquema de clasificacion de cepas, basado en 11 genes recientemente
adoptados por el grupo de trabajo de clasificacion de Rotavirus (RCWG) ha
demostrado ser util para delinear el origen y la evolucién de las cepas identificadas
en diversas especies animales. El esquema se basa en valores de corte de
identidad de secuencia de nucledtidos de cada gen viral, donde el esquema Gx-P
[X] -Ix-RxCx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx designa la constelacion de genotipos de la VP7-
VP4 — VP6 — VP1 — VP2 — VP3 — NSP1- NSP2 — NSP3 — NSP4 — NSP5 / 6
genes, respectivamente (Matthijnssens J et al., 2008).

Los Rotavirus infectan los enterocitos absorbentes, células caliciformes,
enterocitos de las criptas, ocasionalmente en la mitad distal o dos tercios de la
vellosidad en el intestino delgado. En los rumiantes en la mitad apical de las
células es donde mas se puede localizar. La produccion de virus y la fisiopatologia
es similar a las otras especies que afecta. Sin embargo, estudios han encontrado
presencia antigénica en secciones de rifién, higado y pulmones utilizando modelos
murinos inoculados con Rotavirus tipo A (Kashyap et al., 2018).

Patogenia

Los Rotavirus se adhieren a los receptores celulares de acido sialico, mediante la
utilizacion de las proteinas VP4 y VP7, para posteriormente interactuar con
algunas integrinas (a2p1, a4B1, aXB2, aVB3) asi como la proteina de choque
térmico (hsc70). No todos los tipos interactian con las integrinas, mientras que
todas las cepas probadas requieren hsc70, que esta mediada por VP5. Por tanto,
la presencia de hsc70 determina una infeccién celular eficiente.

El virus posteriormente se internaliza por endocitosis dependiente de caltrina o
caveolina, se ha establecido que la proteina VP4 determina la ruta endocitica. Al
internalizarse, viaja a lo largo del aparato de vesiculas intracelulares que se
mueve desde la periferia celular, al espacio perinuclear, secuestrando la red
endosomal; que forma endosomas tempranos, maduros y tardios. Estos se
caracterizan por tener un pH luminal, proteinas y lipidos, que permiten la motilidad,
la fusion de vesiculas, también llamadas proteinas efectoras. La union de Rabb5,
EEA1 y ESCRT en el endosoma determinan un endosoma temprano,
posteriormente se forman vesiculas intraluminales (ILV) estableciéndose un
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endosoma maduro. Finalmente, la formacion de un endosoma tardio depende de
la union de proteinas Rab9 y Rab7, donde la primera permite la activacion del
complejo proteinico M6PR’s que se encuentra en el complejo de Golgi,
movilizando lisosomas para su posterior uniébn con el endosoma tardio y
desestabilizar la membrana para que el virus pueda salir. Se ha estudiado que
posiblemente hay algunos virus que a partir de la formaciéon de endosoma tardio
pueden liberar las particulas virales por la actividad de la proteina VP4, que realiza
un cambio en la conformacion por la activacion de calcio que éste permite
desestabilizar la membrana del endosoma para posteriormente comenzar el
desnudamiento viral (Arias, 2016). Su replicacidn es monocistrénica e incluye los
genomas individuales y segmentados. Su capside externa se pierde y se libera en
el citoplasma el RNA; activando la transcriptasa asociada al virion y las sintesis
macromoleculares virales (Avendafio, 2012). Los virus salen de la célula por
exocitosis, tomando parte de la cépside del RER, REL, y complejo de Golgi,
finalmente el virus infectante es aquel que cuenta con las tres capas (Uzal, 2017).

La patogenia de la diarrea con Rotavirus involucra cuatro mecanismos:

1. Malabsorcion: la infeccién de la célula huésped, que se caracteriza por una
serie de interacciones virus—célula dependiente Ca?* (Ruiz et al., 2000). Una vez
que se liberan las proteinas no estructurales como NSP4, se inicia eventos
intracelulares tales como la liberacién excesiva de Ca?*, que desencadena una
serie de procesos celulares como la interrupcion de la red del citoesqueleto de las
microvellosidades, la expresion reducida de las disacaridasas y otras enzimas en
la superficie apical, la inhibicién que generan los sistemas de cotransporte de Na*
y finalmente necrosis. NSP4 parecen ser liberadas especificamente por una via de
secrecion no clasica dependiente de Ca?* antes de la lisis celular. La funcién de la
fosfatasa alcalina, la lactasa, la sacarasa y la maltasa se reducen, llevando el bolo
sin digerir hacia el intestino grueso y éste tras la incapacidad de absorber agua
acentla el cuadro (Uzal, 2017; Ramig, 2004). Asimismo, el exceso de
regeneracion de enterocitos por células de la cripta reduce la generaciéon de
enzimas para la digestion y absorcion, dando como resultado la acumulacién de
lactosa que posteriormente se fermenta y estimula la secrecion de liquidos
(Snodgrass et al., 1977).

La liberacion de NSP4 de las células infectadas permite que se produzcan efectos
paracrinos en las células no infectadas. NSP4 se une a estas células mediante el
uso de receptores especificos no identificados, desencadenando una cascada de
Fosfolipasa C-inositol 1,3,5 trifosfato (PLCIP3) que culmina en la liberacién de
Ca?* desde el reticulo endoplasmico, aumentando la movilidad de moléculas
intracelulares y alterando el equilibrio de iones. Se sugiere que hay aumento en
Na*y una disminucion en K*, lo que parece estar relacionado con un aumento de
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la permeabilidad de la membrana plasméatica y no con la inhibicién de la bomba
Na*/K*. Los cambios en los niveles de Na* y K* podria afectar la absorcion electro
neutra de NaCl y por tanto la absorcién de nutrientes ligados a Na* dando como
resultado una pérdida de liquido (Ramig, 2004).

2. Hipersecrecion: se debe a la desregulacion de Na*, y puede estar relacionada
con una inhibicion general de los sistemas de cotransporte de Na*. NSP4 actda
sobre las células de la cripta, el incremento de Ca?* intracelular conduce a la
secrecion de agua y electrolitos en la cripta mediada por la activaciéon de un
cotransportador ClI, lo que resulta en un aumento del componente secretor de la
diarrea (Ramig, 2004).

3. Hipermotilidad: La NSP4 secretada, u otras moléculas efectoras liberadas de
las células infectadas, también pueden activar al sistema neuroentérico (ENS). De
hecho, los experimentos con agentes que bloquean la funcion del ENS
demostraron que la infeccion por Rotavirus induce la secrecion mediante la
estimulacién de este que puede llevar a la hipermotilidad. Aln no se conoce como
funciona el estimulador molecular de la motilidad, ya que quien regula la motilidad
es este sistema. Sin embargo, el tiempo de transito intestinal disminuye durante la
infeccion por Rotavirus, lo que implica un aumento de la motilidad (Ramig, 2004).

Si NSP4 actla sobre los enterocitos, tiene como resultado la interrupcion de las
uniones estrechas, aumento de la permeabilidad paracelular y desprendimiento de
enterocitos. La disminucién de la resistencia transepitelial inducida por el virus y la
NSP4, sugiere que la infeccion puede causar una fuga paracelular dejando
expuesta la lamina propia.. Los enterocitos se pueden unir con sSus Vecinos,
evolucionando con fusidn de las vellosidades. El Rotavirus también induce a las
células epiteliales intestinales a secretar quimiocinas: IL-8, IFN, Proteina
estimulada 10 y factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF) (factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos). Ademas, los
niveles de PGEz aumentan en el intestino contribuyendo al incremento de la
motilidad intestinal. Las quimiocinas pueden activar la respuesta inmune en lugar
de contribuir directamente a la diarrea. (Ramig, 2004).

4. Isquemia local de vellosidades: La diarrea puede deberse a la liberacién de
un agente vasoactivo del epitelio infectado inducido por el virus, causando una
isquemia local de vellosidades y un dafio funcional posterior de los enterocitos. Sin
embargo, la isquemia de vellosidades solo se ha observado en ratones, se
desconoce en otras especies (Ramig, 2004). Los animales sistémicamente cursan
con deshidratacion y posteriormente mueren por choque hipovolémico aunado a la
debilidad debida a la desnutricion por la incapacidad de absorcion (Christine,
2012). (Figura 2).
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Figura 2. Fisiopatologia de Rotavirus:

El virus se transmite por via oro fecal. Puede permanecer hasta 4 meses en heces de animales a temperatura ambiente. (1) La adsorcién a la célula blanco, se lleva a cabo por la unién de hendidura ancha
de la proteina VP8 (VP4 activada) a acidos sidlicos de cadenas sub-terminales de la célula. (2) Después de la union inicial a los glucanos, la integrina a2B1 celular, se une al dominio de VP5 viral, por otro
lado, la integrina aVB3 interactua con la secuencia lineal de VP7.'VP8 (VP4 activada) puede abrir las uniones estrechas liberando proteinas basolaterales (integrinas aVB3, B1y Na + -K + -ATPasa, JAM-A,
ocludina y ZO-1. Sin embargo, la unién quizd mas importante y que todas las cepas desarrollan es la que tiene la proteina VP5 con la proteina relacionada del choque térmico 70 (hsc70) de la célula. (3) La
fusién e internalizacién esta mediada por VP4; se internaliza por endocitosis dependiente de clatrina o mediada por caveolas, asi como macropinocitosis. (4) El virus secuestra la red endosomal. (5)
Comienza como un endosoma temprano, por la unién de la proteina Rab5 (controla identidad de membrana, motilidad y fusién con otras vesiculas), unién de maquinaria ESCRT (regula cascada abajo del
receptor y brotacion retroviral) y EEAL (regula movimiento). (6) Después la maquinaria proteinica ESCRT regula la formacion de vesiculas intraluminales ILV (silencian expresion de VPSA4A, la ATPasa
asociada a ESCR involucrada a fusién de membrana, ademés de inducir un cambio conformacional en el virus para poder salir), convirtiéndose en endosoma maduro. (7) El endosoma tardio, se forma por la
unién de Rab7 (evita la liberacion del virus y lo mantiene estable), GTPasa Rab9 (8) (organiza el transporte de los receptores de manosa-6-fosfato (M6PRs) desde el endosoma tardio, hasta el complejo de
Golgi. (9) Los M6PRs, administran las hidrolasas &cidas lisosomales, desde la red trans-Golgi, a los endosomas tardios. (10) Al salir del endosoma, la proteina VP4 experimenta un cambio conformacional
para iniciar una secuencia en cascada, junto.por VP7 y VP5 para desestabilizar la nucleocapside. (11) En el reticulo endoplasmico rugoso el material genético es liberado en conjunto con las proteinas no
estructurales, y la RNA polimerasa (transcriptasa) viral. (12) La cadena de RNA* es transcrita por la polimerasa viral (transcriptasa) en muchas cadenas de RNA". (13) La RNA polimerasa (transcriptasa)
utiliza las cadenas de dsRNA" como plantillas. Algunas de las plantillas se transcriben para formar mRNA y que sirva de molde para generar la hebra de RNA™ gendmico viral. Algunas plantillas, forman las
proteinas no estructurales que junto al RNA™ formar precapsides. (14) Finalmente, el RNA genémico viral traduce las proteinas estructurales. (15) Los viriones adquieren su capside completa en el RER; se
dilatan y alteran las funciones bésicas como traduccién de proteinas esenciales, precipitando a falla celular progresiva.

(16) El dafio principal esta dado por una de las proteinas no estructurales, que funciona como toxina; la NSP4, que (17) estimula la liberacién de Ca?* intracelular, (18) irrumpiendo la red de transporte de
citoesqueleto de las microvellosidades, por tanto no hay absorcion; ademéas de la inhibicion de enzimas para la digestion y fallos en los sistemas de transporte de Na*, (19) asi también, alteracion de
proteinas de uniones basolaterales que son dependientes de calcio; permitiendo alteracién en la membrana plasmatica, precipitando en degeneracion, necrosis y (20) desprendimiento epitelial. (21) Las
vellosidades sufren fusion y acortamiento, ademéas hay regeneracion epitelial de las criptas y puede sobrepasar su capacidad, observandose enterocitos immaduros incapaces de secretar enzimas. Los
enterocitos llegan a ser clbicos o planos (atenuacién). (22) En las células de las criptas, NSP4 afecta el cotransportador de CI', por aumento de Ca?", que conduce a la salida de agua. Observandose diarrea
hipersecretora. (22.5) También, NSP4 se ha reportado que dafa directamente el sistema neuroenterico; observandose hipermotilidad, ademés de isquemia local de vellosidades.

(23) La liberacién de quimiocinas, una de ellas, es la IL-8, que atrae linfocitos, (23.5) aunado, con la liberacién de Interferones por la misma célula infectada, para modificar la expresion de MHC-I. (24) Las
células NK que identifican a las células infectadas mediante el MHC-I alterado, liberan sus enzimas y eliminan las células infectadas. (25) Por otro lado, los histiocitos fagocitan los fragmentos necréticos y
particulas virales, que después son procesados para la presentacion de antigeno. (26) Activan a linfocitos Th: mediante la unién de MHC-Il y estos liberan IL-4, (27) que promueve la llegada de mas células
inflamatorias. (28) Los linfocitos B son activados por la unién antigeno (particula viral) anticuerpo, (29) se activan convirtiéndose en células plasmaticas, liberando anticuerpos. (30) Los cuales potencian la
citotoxicidad mediada por anticuerpo (CDDTA) de neutrdfilos, linfocitos CD8*, NK e histiocitos.

(31) En la mayoria de los casos comienzan asociaciones con otros agentes patégenos que gravan el cuadro diarreico. (32) En forma sistémica, por la pérdida sobreguda de liquidos, el animal cursa con
deshidratacion, a nivel vascular hay (33) hemoconcentracién, cursando con (34) hipovolemia sistémica que en forma severa (35) muere por chogue hipovolémico, aunado a la desnutricién por pérdida de
nutrientes; debilidad, inanicién, los animales no pueden moverse a comer ni tomar agua (imagen disefiada por Maximiliano Ruiz).
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Lesiones macroscopicas y microscopicas

Las lesiones macroscopicas producidas por Rotavirus pueden ser indistinguibles
por las causadas por Coronavirus y Escherichia coli Enterotoxigénica. Estas
pueden variar dependiendo de la gravedad del dafio viral inicial y la etapa de
evolucion de secuelas (Uzal, 2017). Las secciones de intestino delgado se
encuentran dilatadas y con moderada cantidad de contenido intestinal (Gelberg,
2017), asi también las asas intestinales estan congestionadas en forma difusa
(Snodgrass et al.,, 1977). Rotavirus no presenta lesiones macroscopicas 'y
microscopicas en intestino grueso (Uzal, 2017). Las lesiones microscopicas tales
como la metaplasia de epitelio cilindrico a cuboidal, fusion de vellosidades son
hallazgos comunes. Sin embargo, las lesiones histopatolégicas de casos positivos
de Rotavirus revelaron que son frecuentes las zonas de degeneracion vacuolar de
las células epiteliales, principalmente en las puntas de las vellosidades, y necrosis
de las criptas en el yeyuno. Se observd también degeneracion en las células
epiteliales del ileon. Las lesiones se localizaron principalmente en el intestino
delgado y se produjeron leves reacciones inflamatorias en la ldmina propia (Ozlem
et al., 2018). El infiltrado inflamatorio que lo compone es principalmente de
linfocitos y células plasmaticas (Uzal, 2017). Snodgrass et al., (1977), reportan
infiltrado de tipo eosinofilico y células mononucleares, que conforme avanzaban
las lesiones se observaron abundantes neutrofilos.
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Antecedentes (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estudios donde identificaron Rotavirus en borregos y cabras por
diferentes técnicas diagnosticas.
Autor Region Estudio Hallazgo Total,
animales
Theil et al., EUA ME: muestras Rotavirus tipo B en
1995. fecales heces *6_cabritos.
Kaminjolo et Trinidad y Prevalencias: 48.3% * 37
al., 1994. Tobago Aglutinacion en (18 borregos) y.28.6%  borregas; 7
latex, muestras (2 cabras) RVA cabras
fecales
Mufioz, et al., Espafia Prevalenciade 2.1 %
1996. (3 corderos) RVA,;
ELISA; muestras  8.1% (3 cabritos) RVA *146
fecales y 13.5% (5 cabritos a corderos
RVB 36 cabritos
Dey, et al., Bangladesh Electroforesis y
2007. tincién con plata Deteccién del 8.68%  *485 cabritos
(PAGE-ss); (42 cabritos)
muestras fecales
Shabana, et Arabia Prevalencia del 31.6%
al., 2017. Saudita (61 corderos) y 27.4% *193
ELISA; en heces (23 cabritos) RVb corderos y
117 cabritos
Singh et a., India ELISA, RT-PCR Prevalencia del 8%
2017 Electroforesis y (10 cabritos) y 5% (5 *100
tincion con plata corderos) por RVA corderos y
(PAGE-ss); 125 cabritos.
muestras fecales
Ozlem et al., Turquia *30 animales
2018. Inmunohistoquimica  Prevalencia del 33% en total; 15
en corderos y cabritos cabritos y 15
corderos.

*Animales que cursaban con diarrea.
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Infecciones mixtas

Hay varios informes disponibles sobre los agentes etioldégicos de la enteritis
neonatal en corderos y cabritos, pero la mayoria de ellos se basan en la deteccion
del agente infeccioso en las heces mediante inmunoensayos, mientras que
algunos en la microscopia electronica en muestras de heces (Mufoz et al., 1996;
Eisa y Mohamed, 2004). El sindrome diarreico neonatal en pequefios rumiantes se
ha encontrado influenciado por distintos patégenos, en los que destaca por su
incidencia Cryptosporidium parvum (Ozlem et al., 2006). Sin embargo, cuando se
habla de las lesiones y como se ha mencionado, es dificil diferenciar de Rotavirus
y Coronavirus, asi como Escherichia coli. Estudios en Espafia han reportado
infecciones mixtas en el 15% de los corderos y en el 39% de cabritos; de 190 y 36
muestras fecales respectivamente, siendo la combinacion 'mas comun
Cryptosporidium parvum con Escherichia coli. También se detectaron Rotavirus
del tipo A con Cryptosporidium parvum, Rotavirus del tipo A con Escherichia coli.
Sin embargo, no se encontré6 asociacion estadisticamente significativa entre a
presencia de cualquier infeccién mixta y diarrea en corderos y cabritos (Mufioz, et
al., 1996). Las infecciones experimentales con ETEC, Rotavirus y Cryptosporidium
parvum sugieren poca sinergia entre estos enteropatdogenos (Barrios, et al., 1988).
En un estudio que reportdé la diversidad de Escherichia coli patégena y no
patdogena de terneros con diarrea presentaron diferencias de su diversidad de
Phylum con un perfil diferentes para fimbrias y resistencia a los antimicrobianos, lo
gue confirmé los cambios de Escherichia coli como comensal durante la infeccidon
intestinal por virus (Maciel, et al., 2019).

HIPOTESIS

Demostrar la ~presencia de Coronavirus Yy Rotavirus por medio de
inmunohistoquimica, en el intestino de cabritos y corderos con sindrome diarreico
en el altiplano. mexicano.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de Coronavirus y Rotavirus en el sindrome diarreico en
corderos y cabritos del altiplano mexicano.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Hacer un estudio retrospectivo de necropsias de los casos con sindrome
diarreico en corderos y cabritos remitidos al laboratorio de patologia de la
USEDICO.

2. ldentificar las lesiones sugerentes de Coronavirus y Rotavirus y evaluar su
gravedad en cortes de intestino de corderos y cabritos.

3. Estandarizar y aplicar la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpos
monoclonales anti fCoronavirus y Rotavirus, en secciones de intestino de
corderos y cabritos.

4. Analizar los resultados obtenidos por inmunohistoquimica.

MATERIAL Y METODOS

Declaracion de ética

El trabajo fue realizado en su mayor parte en la Unidad de Servicios de
Diagnéstico y Constatacion (USEDICO) del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extensién en Produccion Animal en Altiplano (CEIEPAA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM), ubicado en la comunidad de Santillan, Municipio de
Tequisquiapan del Estado de Querétaro. La técnica de Inmunohistoquimica (IHQ)
para Coronavirus se realizé en el Departamento de Patologia, de la FMVZ de la
UNAM en la Ciudad de México.

El trabajo fue financiado por el proyecto PAPIME PE215418. Mejoramiento del
bienestar animal en rumiantes que se emplean en la formacién de médicos
veterinarios zootecnistas en un centro de ensefianza de la FMVZ-UNAM.

Estudio retrospectivo

Se seleccionaron casos de necropsias de corderos y cabritos de 0 dias a 120 dias
con semiologia de diarrea, remitidos a la USEDICO. Se realiz6 una base de datos
que incluyd fecha de ingreso, nimero de caso, raza, edad, género, animales
externos e internos, causa de muerte/diagnéstico definitivo, lesiones
macroscopicas/microscopicas, estudios complementarios, causa de muerte y
lesiones encontradas en otros 6rganos.

De los casos seleccionados, se obtuvieron los cortes de intestino tefiidos con
hematoxilina y eosina. Se consideraron como criterios de inclusion las lesiones
histopatoldégicas como: enteritis linfoplasmocitica, fusiébn de vellosidades,
acortamiento de vellosidades, atenuacion epitelial, necrosis de criptas, necrosis de
vellosidades y desprendimiento epitelial. Se descartaron las lesiones no asociadas
a los agentes virales y casos con avanzados cambios autoliticos.
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Gradificacion de lesiones microscopicas

Se evaluaron siete lesiones microscépicas: enteritis linfoplasmocitica,
acortamiento y fusion de vellosidades, atenuacion epitelial, necrosis de criptas,
necrosis de vellosidades, desprendimiento epitelial. De cada una de estas
variables se establecio el valor de la gravedad (1 al 3; 1: ligera, 2: moderada y 3:
grave) con base en el porcentaje de extension (Cuadro 3).

Cuadro 3. Definicion de las categorias de la gravedad de [lesiones
microscopicas.

Lesién Definicién Valor

Enteritis linfoplasmocitica 10 — 25% ligera*
26 — 50% moderada
>50% (denso) grave
Fusion de vellosidades 10 — 25% ligera
26 — 50% moderada
>50% grave
Acortamiento de vellosidades 10— 25% ligera
26 — 50% moderada Ligero: 1
>50% (denso) grave
Atenuacion epitelial 10 — 25% (cubica)
ligera
26 — 50% (cubica — Moderado: 2
escamosa) moderada
>50% (escamosa)
grave
Necrosis de criptas 10 — 25% ligera Grave: 3
26 — 50% moderada
>50% grave
Necrosis de vellosidades 10 — 25% ligera
26 — 50% moderada
>50% grave
Desprendimiento epitelial 10 — 25% ligera
26 — 50% moderada
>50% grave

* Los porcentajes se refieren al area de intestino afectada. Tomado de: Erben U, et al. A
guide to histomorlogical evaluation of intestinal inflammation in mouse models. 2014.

Se obtuvieron los tejidos incluidos en parafina de los casos que cumplieron con los
criterios de inclusion y se tomaron alicuotas con sacabocados de 0.8 mm de
didmetro que incluian intestinos con las lesiones. Se reincluyeron en parafina,

20



mediante en casetes de plastico. Posteriormente se realizaron dos cortes de 3 pm
con el empleo de un microtomo y se colocaron en laminillas electrocargadas?! con
ayuda del bafio de inmersion para su posterior aplicaciéon de la técnica de IHQ,
una para Rotavirus y la otra para Coronavirus.

Método de inmunohistoquimica

Estandarizacion de la prueba de inmunohistoquimica para Rotavirus por la técnica
de estreptoavidina peroxidasa

e En cada procedimiento se utilizé un testigo negativo y uno positivo.

e Testigo positivo de Rotavirus: se utilizaron secciones de intestino. de raton
infectadas con Rotavirus bovino. Esta muestra fue donada por el DVM,
DSc, DACVP. Francisco Uzal y Francisco R. Carvallo del Chaigneau,
College Veterinary Medicine, Virginia-Maryland.

e Testigo negativo de Rotavirus: se utilizaron secciones de intestino normal
de un cordero, cuya causa de muerte fue por una insuficiencia cardiaca
debida a un defecto congénito (persistencia del foramen oval).

Las laminillas con los érganos fueron desparafinadas en una estufa? a 60°C
durante 20 min, después se colocaron en un vaso de Koplin con xilol durante 5
min a temperatura ambiente (TA) con una repeticion. Para la rehidratacion de los
tejidos, las laminillas se sumergieron progresivamente en concentraciones
decrecientes de alcohol etilico 100% (2), 95%, y 70 %, realizando lavados en cada
concentracion de 5 min cada uno. Posteriormente, se realizé un lavado con agua
destilada durante 2 min.

Para la recuperacién antigénica, se realiz6 un lavado con citrato buffer® y se
coloc6 en un microondas* durante 5 min, con una potencia de 80 wt,
posteriormente, atemperando a TA durante 20 min dentro del mismo equipo.

La inhibicién de la peroxidasa enddgena en los tejidos fue hecha con un lavado
con agua destilada a TA durante 5 min y después se trataron con peroxido de
hidrogeno® y metanol® absoluto con relacién 3:7 a 4°C durante 10 min.

Para el bloqueo de proteinas se lavaron las laminillas con solucién tween 207,
durante 5 min y se montaron en el Rack converslides®, colocando en cada muestra

! ThermoScientific, Superfrost Plus, Ref 6776214, 4481 Campus Drive Kalamazo, MI149008.

2 Labnet international, Catalogo I5110A, Edison, N.J. 08837, EE.UU.

3 Spring bioscience, Catalogo PMB1-125, Koll center Pkwy, C.A. 6920, EE.UU.

4900w

5 ). T. Baker Perdxido de hidrégeno, Catalogo 2186-01, Xalostoc, Edo. Mex., 55320, MX.

& Metanol

7 Tween 20: (trizma base y trizma hydrochloride; Sigma life science, Catalogo T3253-100G, cloruro de sodio;
High purity)
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100 pl de bloqueador de proteinas® y dejandolo actuar durante 10 min. Para
finalizar, se realiz6 un lavado con solucion tween 20 a TA durante 5 min.

Se utilizé un anticuerpo monoclonal comercial de ratén en contra de los antigenos
de la proteina de cépside VP6 (Capsid 2B4): sc-101363. Santa Cruz
Biotechnology® como anticuerpo primario, con una dilucién 1:200; 100 pl por cada
laminilla, durante 30 minutos a TA. Para el anticuerpo secundario se empled un
anticuerpo conjugado con biotina comercial de cabra?, aplicando 100 ul por cada
laminilla, durante 10 min a TA. Para finalizar se realizaron 4 lavados con solucion
tween 20, durante 2 min.

La amplificacién de la inmunoreaccion se utilizé estreptavidina peroxidasall, la
cual se coloco 100 pl por cada laminilla y se dejé actuar durante 10 minutos a TA.
Posteriormente se realizaron 4 lavados con solucién tween 20 durante 2 minutos.

El revelado se realizO desmontando las laminillas del rack, colocandolas en
posicion horizontal en una cubeta de plastico comercial y aplicando 100 ul de
diaminobencidina!? (50 gotas de diluyente + 1 ‘gota del cromégeno) por cada
laminilla. Bajo la observacion del tejido en el microscopico 6ptico, se establecio el
tiempo de reaccién de 2 min para Rotavirus, y se detuvo la reaccién con agua
destilada sin dejar secar el tejido. Se realizaron 3 lavados con agua destilada,
cada uno de 3 min. El contraste se llevd a cabo mediante inmersiones en
hematoxilina, de 3 a 5 min, enjuagando el exceso con agua corriente por un
minuto. Se deshidrataron y aclararon sumergiéndose progresivamente en
concentraciones crecientes de alcohol etilico 70 %, 95%, 100% Yy xilol durante de 5
min cada uno. Para el montaje se empled resina sintética, para posteriormente ser
observado al microscopio.

Estandarizacion de la prueba de inmunohistoquimica para Coronavirus, por la
técnica de peroxidasa por micropolimeros

e En.cada procedimiento se utilizé un testigo negativo y uno positivo.

e Testigo positivo de Coronavirus: se utilizaron secciones de intestino de
ratén infectadas por Coronavirus bovino (BCoV). Esta muestra fue donada
por el DVM, DSc, DACVP. Francisco Uzal y Francisco R. Carvallo
Chaigneau, College of Veterinary Medicine, Virginia-Maryland.

& Thermo scientific, Catalogo 72110017, Napoles, CdMx. 03810, MX.

9 Spring bioscience, Catdlogo DPB-125, Hacienda Drive Pleasanton, C.A. 94588, EE.UU.
10 Spring bioscience, Catdlogo DGP-125, Hacienda Drive Pleasanton, C.A. 94588, EE.UU.
11 Spring bioscience, Catdlogo DSP-125, Hacienda Drive Pleasanton, C.A. 94588, EE.UU.
12 Spring bioscience, Catdlogo DAB-125, Hacienda Drive Pleasanton, C.A. 94588, EE.UU.
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e Testigo negativo de Coronavirus: se utilizé la seccion de tejido del control
positivo antes mencionado, sin agregar el anticuerpo primario (positivo —
negativo).

Las laminillas con los érganos fueron desparafinadas en una estufa® a 60°C,
durante 30 min. Se termin6é de desparafinar haciendo diez inmersiones en xilol a
TA. Para la rehidratacion de los tejidos, las laminillas se sumergieron
progresivamente en concentraciones decrecientes de alcohol etilico 100%, 96%,
80%, 70% con 10 inmersiones en cada uno. Posteriormente se realizo un lavado
con agua destilada durante 2 min a TA.

Para la recuperacion de antigeno, las laminillas se colocaron en un vaso de Koplin
con solucion recuperadora’* (solucién; diluida 1:10 en agua destilada) y fueron
introducidas en una olla a presién'® hasta alcanzar los 110 °C durante 10 min.
Después del tiempo establecido se liberd la presion poco a poco para sacar el
vaso y atemperarlo durante 20 minutos. Después se realizd un lavado durante 5
min en solucién PBS.

Para la inhibicion de la peroxidasa enddgena fue realizada mediante inmersiones
en solucién de peroxido de hidrogeno y agua destilada con relacion 1:5, durante
30 min a TA, con un posterior lavado de 5 minen solucién PBS.

En el bloqueo de proteinas se utiliz6 Background Sniper'®; aplicando 50 pl por
cada laminilla y se incub6 en una camara humeda en forma horizontal durante 15
min a TA. Después se interrumpi6 el bloqueo con un lavado de 5 min en solucién
PBS.

Se utilizé un anticuerpo-monoclonal comercial de ratén contra el antigeno de
superficie de Coronavirus bovino (5A4; GeneTex) como anticuerpo primario, con
una dilucion 1:500 wl; 50 pl por cada laminilla, y se incubaron en cdmara humeda
durante toda la noche a 4 °C, con una media de 20 h. Se interrumpid la reaccién
con un lavado de 5 min en solucion PBS. Para el anticuerpo secundario se aplico
50 pl, por.cada laminilla Mouse HRP-Polymer (MACH 2)7 y se incub6 en la
camara humeda durante 30 min a TA. Se interrumpi6 la reaccién con un lavado
durante 5 min en solucion PBS. Finalmente, la incubacion con el polimero se llevo
a cabo a temperatura ambiente en la camara humeda, aplicando 50 de HRP-
Polymer?8,

13 Ecoshel, modelo 9162.

14 Solucidn PBS, a pH 6.0.

5 Thermofisher. DUO507.

16 Bjocare medical. Catalogo BS966G, C.A. 94553, USA.

17 Biocare medical. Catalogo M1U539, C.A. 94553, USA.
18 Bjocare medical. Catalogo MRH538G, C.A. 94553, USA.
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El revelado se realizd, colocandolas en posicion horizontal aplicando 100 pl de
diaminobencidina'® (1 ml de diluyente + 1 gota del cromégeno) por cada laminilla.
Bajo la observacion del tejido en el microscopico optico, se establecio el tiempo de
reaccion de 2:30, y se detuvo la reaccion con agua destilada sin dejar secar el
tejido. Se realizaron 3 lavados con agua destilada cada uno de 3 min.

El contraste se llevo a cabo mediante diez inmersiones en hematoxilina,
enjuagando el exceso con agua corriente por un min, seguido de diez inmersiones
en agua amoniacal y finalmente diez inmersiones en agua destilada.

Se deshidrataron y aclararon sumergiéndose progresivamente en concentraciones
crecientes de alcohol etilico 70%, 95%, 100% y xilol, en diez inmersiones cada
uno. Para el montaje se empled resina sintética, para posteriormente ser
observado al microscopio.

Determinacion porcentual de inmunopositividad

Se determind el porcentaje de los animales que fueron inmunopositivos para
Coronavirus y/o Rotavirus. Se establecid en .porcentaje para Rotavirus y
Coronavirus por especie y edad. Ademas, se determind el porcentaje de los
animales que presentaban inmunopositividad para ambos patégenos, asi también
con participaciones bacterianas; identificadas por cultivo y evidencia en el corte
histoldgico, parasitos identificados mediante estudio coproparasitoscépico y en el
corte histoldgico.

Correlacion de Pearson entre edad de los animales y gravedad de lesiones
microscoépicas

Tomando como variables: cabra, borrego, enteritis, edad (0 — 120 dias). Se analiz6
la correlacion de la edad de los animales (0 — 120 dias) de cabritos y corderos
inmunopositivos-a Coronavirus y Rotavirus con la gravedad de cada una de las 7
lesiones microscopicas evaluadas, utilizando p de Pearson con ayuda de
Statistical Analysis Software SAS.

19 Biocare medical. Catalogo BDB90OB, C.A. 94553, USA.
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RESULTADOS

Estudio retrospectivo

En un periodo del 2009 al 2019 de todos los casos remitidos a la USEDICO, 402
fueron casos de necropsias de corderos y cabritos de los cuales 166 fueron por
sindrome diarreico (Cuadro 4).

Cuadro 4. Casos remitidos a la USEDICO por presentar SDN.

Total Cabritos Corderos

Remitidos por *SD 105 61
Edad de 0 a 60 68 39
dias 166
Edad de 60 a 120 37 22
dias
Con avanzados
cambios 84 53 31
autoliticos
Lesiones
microscopicas 52 30
sugerentes

82
Edad de 0 a 60 29 15
dias
Edad de 60 a 120 23 15
dias
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Lesiones macroscopicas

Las lesiones y hallazgos mas frecuentes en la inspeccién externa: contenido
amarillo semiliqguido amarillo (Figura 3a) y en la inspeccion interna se observo
congestion, dilatacion de asas intestinales, adelgazamiento con contenido amarillo
semiliquido amarillo. (Figura 3b), (Cuadro 5).

Cuadro 5. Hallazgos y lesiones macroscoOpicas en tracto gastrointestinal
encontradas en casos de cabritos y corderos remitidos por SDN.

Cabritos Cabritos Corderos Corderos
0-60 60 - 120 0-60 60 - 120

Material fecal perianal 23 12 3 10
Dilatacion de asas
intestinales 50 37 39 22
Adelgazamiento de 50 37 38 22
paredes intestinales
Contenido amarillo
semiliquido 56 23 18 18
Congestion de-asas
intestinales 32 12 10 14
Hiperplasia linfoide 4 8 0 3
Sin lesiones
macroscopicas 16 5 2 3
referidas
Autoliticos 11 3 1 2

26



Figura 3. Lesiones y hallazgos macroscépicos A. Cabrito, con abundante
material fecal seco adherido a la region perianal. B. Intestinos delgado y grueso de

cabrito, los cuales las asas estaban dilatadas, brillantes, adelgazadas y con material

amarillo en su interior, ademas de escasas areas rojas compatibles con congestién
(flechas).

Evaluacion de lesiones histologicas

En casos inmunopositivos a Coronavirus y Rotavirus se observaron que las
lesiones mas frecuentes en forma grave fueron: enteritis linfoplasmocitica, fusion y
acortamiento de vellosidades (Figura 4).

o
Aé
A%
E‘
'.
&
RO
o
.
g 13
b
e 3
%
>

tSgdly o 2 R st AT A0 AN
Y o WD o e

\; s Qs P S anss. : v :‘..‘ “a ' t".'c.;...'o :..." &
Figura 4. Lesiones microscopicas en intestinos HE. A. SDC.10.297,
cordero con 95 dias de edad con abundante infiltrado inflamatorio que esta

distribuido en la lamina propia. B. infiltrado inflamatorio compuesto por
linfocitos y células plasmaticas.
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Figura 4. Lesiones microscopicas en intestinos HE. C. SDC.11.093; cabrito
con 14 dias de edad con fusiobn grave delas vellosidades y acortamiento
moderado de vellosidades. D. SCD.18.207: cabrito con 2 dias de edad, se
observa acortamiento grave de las vellosidades con moderado infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitico.

Cabritos

La frecuencia en los casos de cabritos inmunopositivos a Coronavirus en forma
grave de enteritis linfoplasmocitica, fusién y acortamiento de vellosidades oscilé
entre un 57 a 75%, del total de los casos de 0 a 120 dias. Sin embargo, en casos
inmunopositivos a Rotavirus la fusién de vellosidades en forma grave la frecuencia
fue del 81.8% de los casos con edades entre 0 a 60 dias (Cuadro 6).

Corderos

Los corderos fue la especie donde se observé alta frecuencia en lesiones
moderadas y graves, siendo los casos inmunopositivos a Coronavirus mas
representativos. En casos inmunopositivos a Rotavirus enteritis linfoplasmocitica,
atrofia y fusion de vellosidades en forma grave oscil6 entre un 66.6 a 100%
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Gradificacion de lesiones intestinales en corderos y cabritos inmunopositivos a
Coronavirus y Rotavirus. USEDICO. FMVZ-UNAM. 2009-2019.

Cabritos
0-60
EL 428%G
FV 75% G
AV 57.1%G
AE 428%L

NC 57.1%L
NV 71.4%L
DE 57%M

Coronavirus

Cabritos *Corderos
60-120 0-60
50% G  80% G
50% G  80% G
37% M-G  100% G
50% L  60% G
100% L 40% L-M
62.5% M  80% M
100% M 60% L

Rotavirus

*Corderos Cabritos Cabritos Corderos Corderos

60 - 120

71.4% G
71.4% G
42.8% M-G
100% L
42.8% M-G
71.4% M

45.4% L-M

0-60 60-120 0-60 60 —-120
54% G 62.5% M 50% M 100% G
81.8% G 50% M 75% G 66.6% G
72.8% G 50% M 100% G 50% M-G
54.5% L 50% L-M 75% M 100% L

45.4% L 75.7% L 50% L 33.3% L-G
45.4% L 62.5% M 50% M 66.6% M
45:4% L-M 50% M 50% M 66.6% L

Abreviaturas: EL: Enteritis linfoplasmocitica; FV: Fusion de vellosidades; AV; Acortamiento de
vellosidades; AE: Atenuacion epitelial; NC: Necrosis de criptas; NV: Necrosis de vellosidades;
DE: Desprendimiento epitelial; L: ligera; M: moderada; G: grave.

*Obsérvese que los corderos fue la especie donde hay una alta frecuencia en lesiones
moderadas y graves, siendo los casos inmunopositivos a Coronavirus mas representativos.

Inmunohistoquimica.

Coronavirus.

La frecuencia de inmunopositividad se observé principalmente en los enterocitos
de las. vellosidades, en enterocitos desprendidos, material necrotico, células
caliciformes, células de criptas, histiocitos y neutrofilos (Figura 5).
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Figura 5. Inmunopositividad a Coronavirus. A. Seccion de intestino de raton
con inmunopositividad en enterocitos (flechas) y células inflamatorias (punta
de flecha) (control positivo). B. Secciones de intestino de corderos de 90 dias
con inmunopositividad en enterocitos. C. Imunopositividad en enterocitos y
células-inflamatorias en secciones de intestino de un cordero de 28 dias. D.
Inmunopositividad en enterocitos en secciones de intestino de un cabrito de 5
dias.

De los 404 casos de cabritos remitidos a la USEDICO; 166 fueron casos que

presentaron diarrea; 15 casos de cabritos fueron inmunopositivos y 12 casos de
corderos (Cuadro 7).
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N° de casos

Cuadro 7. Inmunopositividad a Coronavirus en corderos y cabritos que
cursaron con SDN, remitidos a la USEDICO. FMVZ-UNAM. 2009-2019.

Cabritos Cabritos Total Corderos Corderos Total

0-60 60-120 0-60 60 -120
Remitidos por 68 37 105 39 22 61
diarrea
*Procesados a 29 23 52 15 15 30
IHQ
Inmunopositivos 7 8 15 5 7 12

*Los casos presentaron lesiones sugerentes a infecciones por Coronavirus.

En cabritos la frecuencia de inmunopositividad en casos de diarrea fue de 15
casos (14.2%); 7 cabritos (6.6%) con edades de 0 a 60.dias, 8 (7.6%) con edades
entre 60 a 120 dias (Figura 6). Y la frecuencia de inmunopositividad en corderos
con diarrea fue de 12 casos (19.6%); 5 cabritos (8.1%) con edades de 0 a 60 dias,
7 (11.4%) comprendian edades entre 60 a 120 dias (Figura 7).

Figura 6. Frecuencia de inmunopositividad en cabritos con diarrea.
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De los 105 cabritos remitidos por diarrea, 52 casos fueron procesados para inmunohistoquimica debido
a que presentaron lesiones microscépicas sugerentes a infeccion por Coronavirus y Rotavirus. Se
observo una frecuencia de casos del 14.2% inmunopositivos a Coronavirus y 18% inmunopositivos a
Rotavirus, de los casos remitidos por diarrea.

31



Figura 7. Frecuencia de inmunopositividad en corderos con diarrea.
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De los 61 corderos remitidos por diarrea, 30 casos presentaban lesiones microscopicas sugerentes y fue el
numero de casos a procesar para inmunohistoquimica. Se observé una frecuencia de casos del 19.6%
inmunopositivos a Coronavirus y 16.3% inmunopositivos a Rotavirus, de los casos remitidos por diarrea.

Rotavirus.

La frecuencia de inmunopositividad se observé principalmente en algunos
enterocitos de: vellosidades, de las criptas y desprendidos; incluyendo células
caliciformes, material necrotico e histiocitos. Sin embargo, la inmunopositividad es
en algunas partes es muy tenue (Figura 8).
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Figura 8. Inmunopositividad a Rotavir
con inmunopositividad en enterocitos y células inflamatorias (control positivo).
B. Secciones de intestino de cabrito de 30 dias con inmunopositividad en
enterocitos de vellosidad (circulo). C. Imunopositividad en enterocitos y células
inflamatorias en secciones de intestino de un cabrito de 30 dias (punta de
flecha). D. Inmunopositividad en enterocitos y células inflamatorias en
secciones de intestino de un cabrito de 90 dias (flechas).
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Cuadro 9. Correlacién de lesiones intestinales inmunopositivos a Coronavirus y
Rotavirus con la edad (0 a 120 dias) en cabritos. USEDICO. FMVZ-UNAM. 2009-2019.

De los 404 casos de cabritos remitidos a la USEDICO; 166 fueron casos que
presentaron diarrea; 19 casos de cabritos fueron inmunopositivos y 10 casos de

Cuadro 8. Inmunopositividad a Rotavirus en corderos y cabritos que
cursaron con SDN, remitidos a la USEDICO. FMVZ-UNAM. 2009-2019.

Cabritos Cabritos Total Corderos Corderos Total

0-60 60 - 120 0-60 60 - 120
Remitidos por 68 37 105 39 22 61
diarrea
*Procesados a 29 23 52 15 15 30
IHQ
Inmunopositivos 11 8 19 4 6 10

*Los casos presentaron lesiones sugerentes a infecciones por Coronavirus.
corderos (Cuadro 8).

En cabritos la frecuencia de inmunopositividad en casos de diarrea fue de 19; 11
cabritos con edades de 0 a 60 dias, 8 comprendian edades entre 60 a 120 dias
(Figura 6). Y la frecuencia de inmunopositividad en corderos con diarrea fue de 10
casos; 4 de corderos comprendian edades entre 0 a 60 dias y 6 con edades entre
60 a 120 dias (Figura 7).

Correlacion de P de Pearson entre la edad y la gravedad de las lesiones

Mediante Statistical Analysis Software (SAS) no se observé ninguna correlacion de
la gravedad de las diferentes lesiones analizadas (enteritis linfoplasmocitica,
acortamiento y fusion de vellosidades, atenuacion epitelial, necrosis de criptas y
de vellosidades y desprendimiento epitelial) con la edad de los animales, que
fueron inmunopositivos a Coronavirus y Rotavirus (Cuadros 9 y 10).
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Coronavirus Rotavirus
Coeficiente de correlacion de  *Pr>F Coeficiente de correlacion de *Pr>F

Pearson Pearson
EL 22.50 0.4200 1.8 0.4200
FV -35.32 0.1965 -42.47 0.1965
AV -41.64 0.1212 -50.90 0.1212
AE 7.04 0.8030 -2.82 0.8030
NC -56.33 0.0238 -29.22 0.0238
NV 24.09 0.3870 -2.91 0.3870
DE -60.83 0.016 -22.2 0.016

Abreviaturas: EL: Enteritis linfoplasmocitica; FV: Fusion de vellosidades; AV; Acortamiento
de vellosidades; AE: Atenuacion epitelial; NC: Necrosis de criptas; NV: Necrosis de
vellosidades; DE: Desprendimiento epitelial. *(Pr>0-.05).

Frecuencia de infecciones mixtas en casos de diarrea

Infecciones mixtas

Cuadro 10. Correlacién de lesiones intestinales inmunopositivos a Coronavirus y
Rotavirus con la edad (0 a 120 dias) en corderos. USEDICO. FMVZ-UNAM. 2009-2019.

Coronavirus Rotavirus
Coeficiente de correlacion de  *Pr>F  Coeficiente de correlacion de *Pr>F
Pearson Pearson

EL 5.44 0.5673 **60.6 0.0638
FV -33.90 0.2803 -30.44 0.3923
AV -33.60 0.2856 -43.44 0.2096
AE -67.03 0.0171 -50.60 0.1356
NC 21.53 0.4941 23.50 0-9486
NV 28.53 0.3686 16.90 0.6404
DE **62.11 0.0311 -37.48 0.2858

Abreviaturas: EL: Enteritis linfoplasmocitica; FV: Fusidén de vellosidades; AV; Acortamiento
de ‘vellosidades; AE: Atenuacion epitelial; NC: Necrosis de criptas; NV: Necrosis de
vellosidades; DE: Desprendimiento epitelial. *(Pr>0-.05).

**Enteritis linfoplasmocitica y desprendimiento epitelial, tienen coeficientes mayores, sin
embargo, no tienen correlacion con la edad de los animales ya que su valor de p no es
mayor a 0.05. ademas, por factores en la histotecnologia el desprendimiento epitelial puede
variar.
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Los casos que presentaron participacion de Escherichia coli, fueron casos con
aislamiento e identificacion bacteriolégico en cantidad abundante y evidencia de
bacterias intralesionales en las secciones de intestino. Los casos que reportaron
coccidias fueron casos que reportaron conteos mediante Mc master de 200 a
66,850 ooquistes por gramo de heces y eran evidenciados los microgametos en
las secciones de intestino. El conteo de estrogiloides fue de 100 a 200 huevos por
gramo de heces. Finalmente, el Unico caso donde se encontrd la presencia de
Cryptosporidium spp mediante histoquimica (Ziehl Nielsen) se observaron
estructuras intracitoplasmaticas acido-alcohol-resistentes.

Los corderos fue de las especies que presento la participacion de mas agentes en
cuadros diarreicos, excepto la presencia de Cryptosporidium spp. La participacion
de Coronavirus y Rotavirus en ambas especies se observo igual. Sin embargo, la
presentacion de Rotavirus y Escherichia coli en cabritos fue mayor por un caso
qgue en corderos (Cuadro 11).

Cuadro 11. Infecciones mixtas en cabritos y corderos inmunopositivos a
Coronavirus y Rotavirus.

Cabritos Cabritos Total Corderos Corderos Total

0-60 60 -120 0-60 60 -120
Coronavirus 7 8 15 5 7 12
Coronavirus + 4 3 7 2 5 7
Rotavirus
Coronavirus + 0 0 0 1 1
E. coli 0
Coronavirus + 0 3 3 1 1 2
coccidias
Coronavirus +
Rotavirus + 0 0 0 1 1 2
coccidias +
estrongilidos
Rotavirus 11 8 19 4 6 10
Rotavirus + 3 1 4 2 1 3
E. coli
Rotavirus + 0 0 0 1 2 3
coccidias
Rotavirus +
Cryptosporidium 1 0 1 0 0 0
spp.
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Otros hallazgos

Ademas de las lesiones a nivel intestinal y la diarrea reportada, hubo casos de
corderos y cabritos que fueron inmunopositivos a Rotavirus y Coronavirus y
cursaron con cuadros neumonicos de agudos a subagudos; observandose mas
frecuencia en estos ultimos (Cuadro 12).

Cuadro 12. Casos de cabritos y corderos inmunopositivos a Coronavirus y
Rotavirus con cuadros nheumaonicos.

Casos con Cabritos Cabritos Total Corderos Corderos Total
cuadros 0-60 60-120 0-60 60 - 120
neumaonicos e

inmunopositivos

Coronavirus 0 4 4 1 0 1
Rotavirus 2 2 4 1 0 1
Coronavirus + 2 3 5 2 1 3
Rotavirus
DISCUSION

La diarrea en corderos y cabritos puede definirse como un complejo multifactorial.
Las interacciones entre la susceptibilidad animal, estado nutricional, factores
ambientales, manejo de rebafios y una variedad de agentes infecciosos actlan a
menudo en un modo sinérgico que pueden influir en la aparicion y evolucién de la
enfermedad (Martella et ‘al., 2015). Las patologias infecciosas pueden ser
causadas por bacterias, virus, parésitos; a menudo en sinergia y generalmente
caracterizada por una alta morbilidad y mortalidad. Agentes como Rotavirus,
Coronavirus y bacterias, como Escherichia coli, Salmonella spp, Clostridium spp
(Singh et al., 2018), Cryptosporidium parvum y Giardia intestinalis se han
reportado en casos de diarrea en cabritos y corderos (Ozmen, et al., 2006).

Las lesiones macroscépicas encontradas en los animales del presente estudio,
tales-.como dilatacion de asas intestinales, con moderado contenido amarillo claro
coinciden con lo reportado por Uzal et al. (2016) y Ozmen et al. (2018). Ademas
de congestién de asas intestinales en forma difusa que fueron observadas en
infecciones por Rotavirus por Snodgrass et al. (1977) y Singh et al. (2020); éste
altimo fue reportado en terneros con infecciones por Coronavirus y Rotavirus. Por
tanto, macroscopicamente con estas lesiones, se puede tener diagndstico
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diferencial de Rotavirus y Coronavirus, aunque Park et al, (2007) menciona que
son indistinguibles.

Microscopicamente las lesiones encontradas en el presente estudio coinciden con
las reportadas por Chen et al. (2018), en infecciones de Rotavirus tipo B en
cabras, Snodgrass et al. (1977), Gelberg (2017) y Ozmen et al. (2006; 2018), en
infecciones por Coronavirus en corderos y cabritos con diarrea y con diagnostico
por inmunohistoquimica. Asi mismo, las lesiones encontradas en infecciones por
Rotavirus y Coronavirus en terneros mediante inmunohistoquimica, establecidas
por Pak et al. (2007) y Singh et al., (2020) coincidian con las reportadas en el
presente estudio.

En el presente trabajo los esquemas establecidos para evaluar lesiones
histolégicas en modelos murinos por Erben et al. (2014) destacan de ser faciles y
rapidos de aplicar en otras especies a pesar de no usar Rotavirus y Coronavirus
como agente infeccioso. Sin embargo, un experimento llevado a cabo por Kashyap
et al. (2018) en el cual se inocularon ratones con Rotavirus tipo A, menciona que
la degeneracién vacuolar en los enterocitos es una lesion caracteristica en
murinos por este agente y por tanto disminuye la comparacion entre especies,
pero la evaluacion del infiltrado mononuclear es confiable.

La frecuencia de Rotavirus en cabritos (18%) en el presente trabajo es ligeramente
mas alta en comparacion con los corderos (16.3%). Rotavirus es el agente viral
mas estudiado en sindrome diarreico neonatal, siendo el patbgeno mas frecuente
encontrado en cabritos (Snodgrass et al., 1982, Ozmen et al., 2006, 2018,
Schoenian et al., 2007,. Singh et al., 2017, 2018). No es posible comparar los
porcentajes reportados en. trabajos anteriormente mencionados ya que son
estudios de prevalencia, € incidencia; tienen diferente ndmero de individuos,
enfermos y las condiciones de experimentacion estuvieron estrictamente
estandarizadas, sin embargo, al ser el primer trabajo en México, es importante
para fundamentar que Rotavirus esta presente en cabritos y coderos que cursan
con sindrome diarreico neonatal.

Ozmen et al. (2018), finalmente a partir de su estudio mencionan que Coronavirus
no es un agente etioldgico importante en la enteritis neonatal de pequefios
animales, pero puede ser un agente etiolégico del futuro. El presente trabajo a
pesar de ser un estudio retrospectivo no queda fuera de esta aclaraciéon ya que la
frecuencia observada en el presente trabajo no estd muy alejada de la reportada
para Rotavirus.

En el presente estudio se observd frecuencia hasta los 4 meses de edad y
contrasta con Ozlem et al. (2018), que mencionan que la edad de presentacion en
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ambas especies es de 0 a 21 dias, y de hasta 12 dias como limite. Asi como
muchos estudios (Holland et al., 1990, Theil et al., 1995, Salihi et al., 2018) que
utilizan y refieren que las infecciones por Rotavirus y Coronavirus diagnosticadas
por inmunocromatografia, RT.PCR y secuenciacion, son hasta el primer mes. Fue
en Inglaterra en 1978, donde se encontrd, por primera vez Rotavirus, asociados a
un brote de diarrea que afecté de 4 a 6 cabritos, de cuatro meses y fue
diagnosticado por microscopia electrénica. También el rango de edad en el
presente estudio es fundamentado por Shabana et al. (2017), quienes encontraron
frecuencia en animales de hasta 12 meses, asi como Yilmaz et al. (2017), que
encontré seroprevalencia de 55.3% en borregas de 2 a 3 afios. Sin embargo, el
valor diagnéstico por ELISA y RT-PCR es variable, ya que, ~mediante
inmunohistoquimica, se comparan lesiones con la presencia in situ del agente, lo
que le da un valor diagnostico mas certero. La presencia de- Coronavirus y
Rotavirus es mas alta en pequefios rumiantes en comparacion con la frecuencia
en terneros. Tal como lo demuestra Singh et al. (2020), que mediante
inmunohistoquimica y RT-PCR reportan en terneros frecuencia baja en
comparacion al presente trabajo, también Mohebbi et al. (2017), que reporta una
prevalencia de Coronavirus de 7.2% mediante ELISA indirecta, siendo baja en
comparacion con lo que se observd en un estudio parecido actual, pero en
corderos y cabritos por Burimuah et al. (2020) con prevalencias de 25.8% y 43.1%
respectivamente. Sin embargo, en un estudio realizado por Wani et al. (2007), que
mediante PAGE y ELISA indirecta revel6 una prevalencia de 18.7% en terneros y
9.8% en corderos para Rotavirus tipo A.

Coronavirus es un importante agente etioldgico en la diarrea neonatal del ternero,
a pesar de que tiene poca importancia en la enteritis neonatal de corderos y
cabritos tal como lo_menciona Durham et al. (1979), Reinhard et al (1995), Mufioz
et al. (1996), Eisa y Mohamed, (2014). El conocimiento a partir del grupo viral que
afecta a pequefios rumiantes se ha establecido en estudios previos como lo
establecido por. Snodgrass et al. (1980), y recientemente se han encontrado
anticuerpos  en cabras contra BCoronavirus (Gumusova et al.,, 2007),
estableciendo una prevalencia del 41.1%. En la actualidad se realiz6 un estudio
por Burimuah et al. (2020), en Africa, en ganado silvopastoril para determinar
prevalencias de BCoronavirus: reportando 25.8% para borregos y 43.1% en
cabras. Su hallazgo en ovejas y cabras proporciona informacion actualizada sobre
la propagacion de BCoronavirus bovino en pequeiios rumiantes.

A partir de la antigenicidad de los anticuerpos monoclonales en el presente
estudio, se puede fundamentar que BCoronavirus esta presente en corderos y
cabritos con diarrea entre edades de 0 a 120 dias, el cual coincide con lo que
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reporta Martella et al. (2015) y fundamenta que el Coronavirus bovino es el que
afecta a pequefios rumiantes como lo refieren los autores antes mencionados.

Existen més estudios que reportan la identificacion de Rotavirus en diarrea
neonatal en cabritos y corderos, en comparacién con los establecidos para
Coronavirus. Se han descrito al menos tres especies de Rotavirus: Rotavirus tipo
A por Kaminjolo et al. (1994), Gazal et al. (2011), Yilmaz et al. (2017) y Singh et al.
(2017; 2018). Tipo B por Mufioz et al. (1996) y Chen et al. (2018), y el tipo.C por
Mufioz et al. (1996). Sin embargo, ningun estudio a través de inmunohistoquimica
ha demostrado un tipo de Rotavirus. El anticuerpo monoclonal contra la proteina
estructural VP6 de Rotavirus utilizado en el presente estudio, no define que grupo
de Rotavirus estéd implicado y por tanto puede indicar que pudiera estar implicado
alguno de los tres tipos.

La capacidad que tiene Coronavirus bovino para que afecte a pequefios rumiantes
es gracias a las interacciones de la proteina S espiga y el receptor de la célula
huésped, cada vez es mas evidente la activacion proteolitica de la proteina S. Las
proteasas de la célula huésped también juegan un papel critico (Kaoru et al.,
2015), ademas de la capacidad de los virus RNA en generar equivocaciones de la
polimerasa y retrotranscriptasa durante su.transcripcion y traduccion (Avedafio,
2014). Ademas de la cercania que pudiesen tener entre especies de ganado de
produccion (Burimuah et al., 2020). En el caso de Rotavirus; es un patdégeno
zoonGtico que se ha encontrado en-la mayoria de las especies animales (Cook et
al., 2004). La variacién del genotipo de las proteinas VP7 y VP4 que participan en
la patogenia, ademas de los genotipos estudiados por sus proteinas estructurales
NSP, han encontrado muchas similitudes entre especies; estudios de Hibridacion
reportan que las cepas caprinas derivan de eventos de reordenamiento o
transmision inter-especies (Papp et al., 2014).

Actualmente, no-hay ningun estudio que relacione la edad de corderos y cabritos
con la gravedad de las lesiones. En el presente estudio la lesion microscépica mas
grave fue la enteritis linfoplasmocitica sin correlacion representativa. En el estudio
llevado a cabo por (Kashyap et al., 2018), la inflamacién mononuclear en ratones
infectados por Rotavirus se observé en edades menores y de forma grave, asi
como en los estudios realizados por (Ozmen et al., 2006, 2018) reportaron que la
inflamacion se observaba en forma grave los animales positivos. Por tanto, la
correlacion no observada en este trabajo es importante y establece la importancia
de generar escalas de mediciébn para cada una de las lesiones intestinales
ocasionadas por Rotavirus y Coronavirus.

Finalmente, en el presente estudio se observo participacion de otros agentes tales
como Escherichia coli, Cryptosporidium spp, siendo Escherichia coli la mas
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frecuente, habiendo complicaciones cuando hay interaccién con varios agentes
(Tzipori et al., 1981), generando un cambio en el microclima de intestino que
repercute en la microbiota, agravando el dafio (Wang et al., 2018). Snodgrass et
al., (1982), menciona que el Rotavirus en una dosis subletal de ETEC se podria
volver letal. La presencia de Cryptosporidium spp en un solo caso del presente
trabajo no es representativo y contrasta con lo reportado por (Ozmen et al., 2006);
que Cryptospordium parvum es el agente causante de diarrea mas importante en
cabritos y corderos. Algunas coccidias compatibles con Eimeria spp fueron
encontradas en el presente trabajo, (Underwood et al., 2015), menciona que
Eimeria spp es un agente que complica la diarrea (Cardiel et al., 2011).

En el presente trabajo los animales estudiados que resultaron inmunopositivos a
Coronavirus y Rotavirus algunos cursaban con neumonia siendo mas frecuente
cabritos inmunopositivos a Coronavirus. Actualmente no hay un estudio en el cual
se observe dualismo infeccioso por Coronavirus; respiratorio e intestinal referido
en cabras y borregos, sin embargo, experimentalmente se reportd en terneros de
2 a 5 dias mediante inmunohistoquimica (Park et al., 2007). Cardiel et al. (2011),
informaron dos casos de bronconeumonia en pequefios rumiantes con infeccion
por Rotavirus de forma experimental. Las infecciones extraintestinales han sido
reportadas en modelos murinos (Ramig, 2004, Kashyap et al., 2018) y en cabras
con negatividad extraintestinal (Snodgrass et al., 1977). A partir de la variabilidad
genética, hay una cercania estrechamente relacionada filogenéticamente entre
especies, asi mismo el cambio a diferentes tropismos tisulares y en huésped. Es
posible que en el caso de las cepas respiratorias y digestivas de Coronavirus que
afectan a vacunos, se puedan encontrar causando infeccion respiratoria en
pequefios rumiantes, asi como la posibilidad de encontrar en forma extraintestinal
a Rotavirus en infecciones entéricas en pequefios rumiantes.

Para entender mejor la etiologia de las diarreas neonatales, es necesario
considerar otras variables que han sido asociadas en el problema; tales como la
privacion .de calostro en cantidad y calidad, inadecuadas medidas de manejo,
estado sanitario y estrés prolongado, que comprometen el bienestar animal en
forma negativa. Por otra parte, una enfermedad concurrente puede desencadenar
la presentacién de otras, generando pérdidas econdmicas acentuado por la
utilizacién de tratamientos inadecuados en caso de diarreas neonatales sin algun
diagnéstico.
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CONCLUSIONES

Estandarizando las técnicas de inmunohistoquimica, en el presente trabajo
se identifico la presencia de Coronavirus y Rotavirus en casos de diarrea en
corderos y cabritos con edades entre 0 a 120 dias, con inmunopositividad
en los enterocitos de las puntas de las vellosidades, en células de las
criptas, células caliciformes, histiocitos, células inflamatorias y material
necrotico.

A partir del estudio retrospectivo de los casos de diarrea en corderos y
cabritos en el altiplano mexicano remitidos a la USEDICO, las lesiones
macroscopicas y microscopicas estudiadas y observadas, son lesiones
caracteristicas de infeccion por Coronavirus y Rotavirus a nivel intestinal,
siendo candidatos para realizar inmunohistoquimica.

Al no existir esquemas de evaluacion de lesiones microscopicas reportadas
en pequefios rumiantes, el empleo de esquemas de evaluacion realizado en
modelos murinos es confiable, ya que ayuda a establecer que tan
patdogenos pueden ser los agentes infecciosos, y la gravedad de las
lesiones, asi también para homogenizar una bateria de informacion
cuantitativa para el estudio patolégico de las enfermedades infecciosas
entéricas en rumiantes. Sin embargo, la estandarizacién directamente en
pequefios rumiantes ajustaria muchas lineas de investigacion.

En el sindrome diarreico en corderos y cabritos hubo participaciéon de
Rotavirus y/o Coronavirus, y de agentes bacterianos tales como Escherichia
coli; parasitarios: estrongiloides, y protozoarios compatibles con el género
Eimeria spp y Cryptosporidium spp.

Este es el primer estudio cualitativo en México que demuestra la presencia
de Coronavirus y Rotavirus por inmunohistoquimica en corderos y cabritos
con edades entre 0 a 120 dias con sindrome diarreico en secciones de
intestinos.

Finalmente, este estudio destaca la gran importancia de la remision de
muestras al laboratorio de patologia, bacteriologia y parasitologia ya que
esté material es de ayuda para generar estudios de éste caracter, que
directamente, ayuda a comprender la epidemiologia de Rotavirus y
Coronavirus en diarreas neonatales, que a largo plazo permite avanzar y
pensar a futuro, con estudios de investigacion que impacten al sector
productivo positivamente y mejoren el bienestar animal, tal como identificar
mas a fondo estos patdgenos para posteriormente generar vacunas.
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