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4. RESUMEN

Once muestras fecales de terneros con diarrea neonatal, positivas a Rotavirus
Grupo A por inmunocromatografia ELISA directo y analizadas en gel de
poliacriimida PAGE las muestras fueron recolectadas en 25 fincas lecheras
localizadas en los municipios de Ledn y Chinandega. A esas 11 muestras positivas
a Rotavirus Bovino Grupo A se les extrajo el ARN viral para poder analizarla a
través de la técnica de electroforesis no se les realizo esta técnica a todas las
muestras en su totalidad solo a 3 muestras porque estas muestras eran las que
tenian suficiente material genético ARN para realizarle la Electroforesis de las 3
muestras 2 muestras presentaron bandas similares quiere decir que es una
infeccion por un solo tipo de Rotavirus, en cambio una de las muestras presento
el patron 4,2,3,2 pero con bandas extras diferente a las 2 muestras que tenian
bandas iguales posiblemente a un infeccion mixta de dos tipos de Rotavirus
Bovino . Esta investigacion reporta por primera vez en Nicaragua la prevalencia de

Rotavirus Bovino.

Palabras Claves: ROTAVIRUS, ELISA, ELECTROFORESIS, PREVALENCIA.



5. INTRODUCCION

Las infecciones entéricas son una de las principales causas de enfermedad y
muerte en la mayoria de las especies animales durante las primeras semanas de
vida. Las causas de tales infecciones son generalmente multifactoriales y pueden
estar asociadas a factores ambientales, nutricionales e infecciosos. Los agentes
infecciosos relacionados a enfermedades entéricas pueden dividirse en virales,
bacterianos y parasitarios. Los virus que producen gastroenteritis incluyen:

rotavirus, coronavirus, enterovirus, parvovirus, adenovirus y astrovirus.

Rotavirus

Los rotavirus (del lat. rota: rueda) tienen una apariencia caracteristica parecido a
una rueda, cuando es visualizado mediante microscopio electrénico, (Parrefio V.
2006. Los rotavirus son virus no envueltos (desnudos), estan compuestos por una
triple capside proteica. EI genoma esta compuesto de 11 segmentos de ARN de
doble-hebra, donde cada segmento codifica una proteina, de las cuales seis son

estructurales y cinco no estructurales (http: /Mundoganadero, 2006)

Son virus ARN bicatenario segmentado, pertenecientes a la familia Reoviridae. Se
han identificado siete grupos, (A, B, C, D, E, F, G) tres de los cuales (Grupo A, By
C) infectan a los humanos. El grupo A es el mas comdn y el que estd mas
asociado a los procesos diarreicos en animales jévenes. Los rotavirus grupo A se
clasifican en base a la antigenicidad de dos proteinas de superficie VP7 y VP4,
denominados genotipos G y P. Se encuentran muy frecuentemente distribuidos en
los bovinos, y practicamente el 100% son seropositivos. Estos virus son
sumamente resistentes a las condiciones ambientales, habiéndose descrito
periodos de supervivencia de hasta 6 meses fuera de su hospedador. La via de
contagio es fecal-oral, relacionandose su transmision con la falta de higiene y el

hacinamiento (Fernandez F., et al., 2000).



La enfermedad se relaciona con mayor frecuencia con los recién nacidos,
pudiendo causar importantes pérdidas econémicas a los productores. Si se logra
infectar desde las primeras 24 horas de nacidos podria mantenerse hasta los
seis meses de edad, incluso en algunas vacas adultas. El virus presenta
predileccion por el epitelio cilindrico de las microvellosidades intestinales
provocando atrofia de las mismas con la consecuente diarrea. La gravedad clinica
de la infeccion depende de factores predisponentes como la edad, la virulencia del
virus, el estado nutricional, la inmunidad conferida por la madre y puede
exacerbarse el proceso por microorganismos oportunistas presentes en el tracto

intestinal del individuo (Ernest L. et al., afio).

El rotavirus bovino fue identificado y caracterizado como agente causal de diarrea
por primera vez por Mebus y col en 1964, actualmente se considera el principal
agente patégeno productor de diarreas en terneros menores de tres semanas de

vida. (http://publicacionesderotaenbovinos, 2007).



6. ANTECEDENTES

Estudios realizados en la ultima década respecto de la microbiologia de las
diarreas neonatales en terneros, en establecimientos de cria, en diferentes paises
indican la participacion simultanea de varios agentes y se registra en algunos
casos, un elevado porcentaje de infecciones mixtas. Rotavirus bovino (RVB) grupo
A se encuentra siempre presente en los hatos afectados y en general, es el
principal agente causal, seguido por Coronavirus, Cryptosporidium, y E. coli entre
otros. Asimismo, la disposicion de nueva tecnologia ha permitido detectar la
participacion de agentes poco estudiados hasta el momento como Bredavirus
bovino que fue encontrado en el 36.4% y el 14% de los casos de diarrea
estudiados en dos relevamientos realizados en Canadd y Costa Rica,

respectivamente.(http://publicacionesderotaenbovinos, 2007).

El sistema de vigilancia de rotavirus humano en El Salvador, Honduras y en
Guatemala es deficiente sobre todo en las zonas fronterizas, tomando en cuenta
gue el rotavirus es el principal causante de diarreas en neonatos y que su
incidencia es alta, como se reporta recientemente en El Salvador y Guatemala,
donde han muerto al menos 36 personas, en su mayoria nifios. El Salvador
registr6 53 mil casos segun informes de los Ministerio de Salud de. Las
autoridades salvadorefias de Salud han confirmado la muerte de 16 nifios desde
enero

del 2005. Segun reportes del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica del Ministerio
de Salud de Nicaragua en el afio 2006, se reportaron un total de 28 mil casos de
asociado a rotavirus, de los cuales 16 fallecieron. (http://elnuevodiario, Melvin
Martinez, 2006).

En Centro América hay reportes sobre un estudio realizado en Costa Rica por el
Dr. José Luis Bonilla , donde colecté un total de 200 muestras de terneros
menores de 1 mes en 17 fincas, encontrando: 38 animales positivos a rotavirus
grupo A y siendo los genotipos mas comunes G8 P(11) G6P(11), G8P(7),
G10P(1), G10P(6).. (Bonilla José Luis., et al., 2007).


http://elnuevodiario/

En todo el mundo se ha reportado la circulacion de rotavirus bovino grupo By C
en

Japon y Estados Unidos principalmente, donde el grupo B a sido detectado en
terneros esporadicamente y el rotavirus grupo C fue aislado a partir de un caso de
diarrea en bovino adultos en Japon. Dentro de los rotavirus grupo A que circulan
en bovinos se
han reportado  G-tipos, G1l, G2, G3, G6, GS8, G10, G111
(http://publicacionesderotaenbovinos, 2007) y de los serotipos grupos P
Presentando asi 6 serotipos, P[3]- P[6], P[8]- P[11], P[14] y P[19].
Y las siguientes P-G combinaciones, P [8] G1; P [8] G3; P [8] G4; P [8] G9; P [4]
G2, algunas cepas regionales importantes se han reportado; G5 en Brasil (20%),
G8 en Malawi (80%) y G9 en Australia (20%) (http://paho,2006).

Estudios en Argentina durante un periodo de 8 afos indican que las diarreas por
rotavirus representa una de las principales afecciones en neonatos, alcanzando
una prevalencia de 26% (875 animales) en hatos de cria y de 74 % en sistemas
estabulados con amplia circulacion de G6 (32.6 %) serotipo que resulto
predominante seguido por G10 con un 15.4% que fue el serotipo prevalente en las
crias. En combinaciones G y P estudios recientes indican P (5) G6 es la cepa
prevalente, seguida de P (1) G6 y P (11) G10 y existen combinaciones poco
comunes como P (11) G6, P (5) G10 (Falcone et al. 1999).

Entre enero y marzo de 1985 se recolectaron 63 muestras de terneros, de 1 a 6
meses de edad, pertenecientes a cinco predios lecheros de la Region
Metropolitana de chile. El estudio se realiz6 mediante microscopia electronica y
ELISA, detectando 15 muestras positivas rotavirus a través de la técnica de
ELISA, 11 de ellas correspondian a 53 terneros con diarrea o con antecedentes de
haberla tenido. En 122 muestras recolectadas entre terneros y vacas se
detectaron 9 casos positivos a rotavirus por la técnica de ELISA, 6 de ellos en
terneros y 3 en vacas de 3 afos. Cuatro de los terneros positivos presentaban
diarrea durante el muestreo, y tenian una edad entre 12 y 39 dias (Berrios et al.,
1987).



En la zona sur de Chile, Reinhardt et al. (1986) estudiaron 231 muestras fecales,
146 de terneros y 85 de lechones, obtenidas entre Diciembre de 1984 vy
septiembre de 1985. Estos autores utilizaron microscopia electrénica y el método
de ELISA DIRECTO, encontrando 24 terneros positivos (16%) y 10 lechones
positivos (12%), determinandose, ademas, que la mayoria de los animales
positivos tenian entre 10 y 30 dias de edad. Ademas de los estudios realizados en
bovinos, porcinos y equinos, se han realizado estudios sobre rotavirus en conejos,
ovinos y pequefos rumiantes. En conejos, de un total de 104 muestras fecales de
conejo angora de tres criadores comerciales de la Region Metropolitana de Chile,

se obtuvieron dos casos positivos por ELISA, (Berrios et al., 1987).



7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cudl es la prevalencia de Rotavirus Bovino grupo A en el periodo de Febrero a

Noviembre del 2008 presentes en los municipios de Ledn y Chinandega?



8. JUSTIFICACION

Siendo rotavirus una de las principales causas de gastroenteritis severa en
terneros jovenes y causante de pérdidas economicas para los productores, se
desconocen la y prevalencia distribucion de rotavirus en terneros, por lo que es
de mucho interés realizar un estudio sobre la ecologia del virus y lograr establecer
las cepas de mayor prevalencia que circula en nuestro medio. Ya que es un
agente infeccioso que agueja a muchas fincas de nuestro pais con diarreas en los
primeros dias de vida de los animales domésticos, principalmente en terneros que
forman parte importante de nuestra economia. Algunas investigaciones recientes
demuestran la existencia de relacion interespecie en cepas de rotavirus humano y
animal, donde cepas de rotavirus en nifios han incorporado genes de virus
proveniente de animales, como rotavirus porcino y bovino; por lo que es otra
razon mas por estudiar dicho agente y dirigir el estudio en poblaciones rurales del
departamento de Ledn con el fin de evaluar a futuro esta posibilidad. Por lo que se
pretende determinar la prevalecia de rotavirus en nuestra localidad para
desarrollar medidas de control y profilaxis en las fincas de estudio. Porque hasta el

momento no hay datos en Nicaragua sobre Rotavirus en terneros. -



9. OBJETIVOS
9.1. Objetivo General:

Determinar la prevalencia y electroferotipos de Rotavirus bovinos
Grupo A en el periodo Febrero - Noviembre del afio 2008 en los

municipios de Ledén y Chinandega, Nicaragua.

9.2. Objetivos Especificos:
Conocer la prevalencia de rotavirus en los animales afectados.
Identificar rotavirus del grupo A en muestras de heces de bovinos

con diarrea, en fincas de los municipios de Le6n y Chinandega,

utilizando las Técnicas de ELISA directo y Electroforesis.

Establecer los electroferotipos de ARN de rotavirus en bovinos en

el municipio de Ledn y Chinandega, Nicaragua.

Determinar las razas, edades, sintomas y el color de heces

encontrados en mayor proporcién en los terneros muestreados.



10. MARCO TEORICO

Rotavirus Bovino

10.1. Generalidades

Los rotavirus conforman un género dentro de la familia Reoviridae. Los viriones
miden aproximadamente 75 nanometros de diametro, carecen de envoltura lipidica
(virus desnudos), y estan compuestos de una triple capside proteica, de simetria
icosaédrica, que a su vez contiene una ARN polimerasa y el genoma viral (Viviana
Parrefo, 2008).

Las particulas de rotavirus son altamente resistentes a la inactivacion fisico-
guimica, permanecen estables dentro de un rango de pH de 3 a 9, no se disuelven
en solventes lipidicos (fluorocarbonos, éter, cloroformo, etc.) y conservan su
infecciosidad durante meses en ambientes humedos, temperaturas entre los 4 y
20°C y en presencia de iones Ca*? que estabilizan la capside externa. El virus sélo
puede ser inactivado por compuestos fenolicos, sales de amonio cuaternario,
formalina al 0,5% y betapropiolactona (BEI) al 10%. El etanol 95% es el

desinfectante mas efectivo. (Parashar et al., 1998; Murphy et al., 1999; Polanco et al.,
2004).

El genoma viral estd compuesto por 11 segmentos de ARN doble cadena, cada
uno codifica una proteina viral, de las cuales, seis son estructurales (VP)
denominadas VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7 y cinco no estructurales (NSP)
producidas Unicamente en el proceso de replicacion de las células infectadas, se
denominan NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 y NSP5.NSP6 (Susana Lopez et al., 2001).

Los rotavirus se clasifican en grupos, segun la variacion de un antigeno comun
presente en la proteina VP6. Este antigeno, es el principalmente detectado por
técnicas inmunoldgicas como ELISA e inmunofluorescencia y es compartido por
todos los rotavirus integrantes de un mismo grupo, independientemente de la

especie de origen. Hasta el momento se han descripto 7 grupos diferentes (A, B,



C, D, E, F, y G) (Parashar et al., 1998; Murphy et al., 1999; Polanco et al., 2004),
de los cuales, los grupos A, B y C han sido detectados en bovinos, el grupo A es el
mas comun y el mas esparcido, causando el 90% de las infecciones. Los rotavirus
Grupo A se clasifican mediante un sistema binario, segun la variacion genética y
antigénica de ambas proteinas superficiales, las variantes de VP7 se denominan
G-tipos (glicoproteina), y las de VP4, P-tipos (proteasa sensible). Hasta el
momento se han reportado 14 G-tipos, y al menos 20 P-tipos de rotavirus grupo A
circulantes en humanos y animales. (Parashar et al., 1998; Ramachandran et al.,
1998; Murphy et al., 1999; Chang et al., 1999; Linhares and Bresee, 2000; Polanco
et al., 2004).

10.2. Proteinas Estructurales.

La VP1, esta enzima actlla como transcriptasa viral, esta situada en el nucleo del
virus. En una célula infectada produce los transcritos de ARNm para sintetizar las
proteinas viricas y duplica el genoma para producir nuevas particulas viricas.

(Susana Lépez et al., 2001).

La VP2 forma parte de la capa mas interna del virion y va unida al genoma de
ARN. Esta proteina posee capacidad de uniéon al ARN, por lo que actua como
proteina de empaquetamiento. La VP3 también forma parte de la capa interna del
virion y es un enzima llamado guanidiltransferasa. Esta enzima produce la
caperuza en 5 del ARN (capping enzyme), durante la modificacion
postranscripcional del ARN mensajero. Esta caperuza estabiliza el extremo 5' del
mensajero e impide que sea atacado por nucleasas, enzimas que degradan acidos

nucleicos. (Susana Lopez et al., 2001).

La VP4 esta situada en la parte externa del virion y forma una protuberancia, que
es capaz de unirse a los receptores celulares de la célula para entrar en su
interior, presenta actividad de hemaglutinina. Durante la infeccién esta proteina
(VP4) es cortada por proteinas proteoliticas presentes en el tracto gastrointestinal
(pancreatina, tripsina) de modo que se generan dos péptidos estructurales VP5 y

VP8, antes de que la particula virica sea infecciosa. La estructura de VP4


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Guanilil_transferasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucleasa
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nucleico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nucleico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nucleico
http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_celular

determina la virulencia del virus y es denominada genotipo P debido a una
proteasa sensible. La VP6 es la proteina principal de la capside. Es altamente
antigénica y puede usarse para determinar el grupo del rotavirus. Se usa en los
ensayos clinicos para determinar la existencia de infeccion por rotavirus A. La VP7
es una glicoproteina que forma parte de la capa externa del viriobn. Aparte de sus
funciones estructurales, determina el tipo G de la cadena, y junto con VP4, esta

implicada en la respuesta inmunitaria del virus. (Patton J. T. et al., 1999).

10.3. Proteinas no Estructurales.

Las proteinas no estructurales del rotavirus, NSP1 a NSP6, son codificadas por los
segmentos 5, 7, 8,10 y 11, respectivamente. Como su nombre lo indican estas
proteinas no forman parte de la estructura del virion. Son sintetizadas en el
citoplasma de la célula durante la infeccion y tienen funciones relacionadas con el
control de la sintesis de 9 proteinas celulares y virales, con la replicacion del
genoma, con el empaquetamiento de los genes virales y con la maduracion de la
particula viral en el interior de la célula, aunque aun no se define completamente el

papel de cada una de ellas en estas funciones. (Carlos F. Arias et al., 2001).

NSP1 es transcrita por el gen 5 y es una proteina no estructural de unién a ARN.
NSP2 es una proteina de union a ARN, que se acumula en inclusiones
citoplasmaticas (viroplasma) y es necesaria en la replicacion del genoma. NSP3
esta unida a ARNm en las células infectadas y es la responsable de la finalizacién
de la sintesis proteica celular. (Piron M. P. et al., 1998). NSP4 es una enterotoxina
viral que induce diarrea y fue la primera enterotoxina viral que se descubrié. NSP5
esta codificada por el segmento 11 del genoma virico del rotavirus A, y en las
células infectadas se acumula en el viroplasma. NSP6 es una proteina de union a
acido nucleico es codificada por el gen 11, en un marco abierto de lectura
desfasado. (Patton J. T. et al., 1999).

El ARN gendmico de los rotavirus puede ser faciimente extraido de las particulas
virales presentes en la materia fecal, analizado por electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE) y visualizado por tincion argéntica. El patrén de migracién

de los segmentos se denomina electroferotipo. Esta técnica constituye una
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herramienta diagnostica de rapida identificacion del virus, dado que los rotavirus
son los Unicos agentes virales conocidos de 11 segmentos de ARN que afectan a
los mamiferos, y es una herramienta complementaria de su clasificacion en
grupos, dado que en general, cada grupo presenta una distribucion de bandas

caracteristica. (Murphy et al., 1995).
10.4. Epidemiologia Molecular.

Rotavirus bovino Grupo A. fue identificado, caracterizado y confirmado como
agente causal de diarreas en terneros, por primera vez, por Mebus y col. en 1969.
Actualmente se le considera el principal agente patégeno productor de diarreas en
terneros menores de tres semanas de vida en todo el mundo. Respecto de los
otros grupos, se ha reportado la circulacion de rotavirus grupo B y C en bovinos de
Japon y Estados Unidos. Rotavirus grupo B ha sido detectado en terneros y
esporadicamente asociado con diarrea neonatal pero se encuentra especialmente
involucrado en brotes de diarrea epizootica en ganado adulto. Rotavirus grupo C,
fue aislado a partir de un caso de diarrea en bovinos adultos en Japén. . (Mebus y
col. 1969).

10.5. Patogenia.

La infeccion por rotavirus se produce en los individuos jovenes de las diferentes
especies animales y se encuentra asociada con diarrea acuosa no enterocolitica y
lesiones intestinales. EI Rotavirus bovino genera diarrea en terneros menores de 3
semanas de vida, y la edad de maxima susceptibilidad se registra entre los 2 y 19
dias de edad. La transmision se produce principalmente por la via fecal-oral y los
animales infectados eliminan grandes cantidades de virus (10° particulas virales

por gramo de heces). (Reinhardt et al., 1986; Fernando F. Guerrero, 2006).

Los rotavirus infectan selectivamente los enterocitos maduros localizados en la
porcion apical de las microvellosidades intestinales. Los enterocitos son invadidos
por el virus, que se replica rapidamente y provoca la lisis celular y la atrofia de la

microvellosidad. Los cambios en la mucosa pueden ser leves o graves. En casos



leves, las lesiones se presentan formando parches en el epitelio e incluyen
acortamiento de las vellosidades y una leve infiltracion de la lamina propia con
células mononucleares. En casos graves, se produce un total acortamiento de las
vellosidades, una marcada infiltracion de células y factores inflamatorios, y dafio
severo del epitelio que incluye degeneracion, vacuolizacion, necrosis Yy

descamacion de las células infectadas. (Reinhardt et al., 1986).

En un estudio comparativo donde se infectaron experimentalmente terneros
gnotobidticos de 1 o 10 dias de edad, se observé que la replicacion viral se
extiende uniformemente a lo largo de todo el intestino delgado afectando
principalmente entre el 40% y 65% del extremo proximal, en los terneros mas
jévenes; mientras que los terneros mayores presentaron la infeccion en parches
que afectd la zona media y distal. Un hallazgo importante fue que en ambos
grupos de terneros se detecto la presencia de enterocitos infectados por RV en el
ciego y el colon, indicando que la infeccidén puede extenderse al intestino grueso,

al menos en esta especie. (Reinhardt et al., 1986).

A medida que progresa la infeccion, las células infectadas son reemplazadas por
células cuboidales inmaduras y secretorias de la cripta, incapaces de cumplir con
las funciones normales de digestion y absorcion, por lo que disminuye el
transporte de glucosa asociado al sodio, se registran niveles anormalmente bajos
de maltosa, sacarosa y lactosa, los que vuelven a la normalidad luego de 4 a 8
semanas post-infeccidén. La mayoria de los individuos con gastroenteritis aguda
por rotavirus padecen mala absorcidén de lactosa e intolerancia. La lactosa de la
leche no digerida favorece el desarrollo bacteriano y ejerce un efecto osmaotico que
contribuye al desarrollo de la diarrea. Esta serie de hechos provocan la pérdida de
electrolitos y fluidos, que ocasionalmente llevan a la deshidratacién severa y
muerte. (Reinhardt et al., 1986) (Liprandi et al. 1991; Teodoroff et al., 2005; Martella et
al., 2005). Los mecanismos propuestos en el desarrollo de diarrea por rotavirus
incluyen: mala absorcién, como resultado de la disfuncion y destruccion de los
enterocitos; efecto enterotéxico causado por la proteina viral NSP4 y activacién del

sistema neuro-entérico. Investigaciones recientes indican que la proteina NSP4,



péptido glicosilado de transmembrana que participa en la morfogénesis viral,
induce diarrea en ratones lactantes al ser administrado por via intraperitoneal o
intraduodenal. La NSP4 actuaria en los estadios tempranos de la infeccién viral
promoviendo la movilizacion de Ca+2 hacia el interior de los enterocitos infectados
con la consiguiente secrecion de fluidos que provoca la alteracion del balance
hidrico y electrolitico. También se postula que la infeccion por rotavirus produce la
activacion de terminales nerviosas en la pared intestinal generando un aumento
del peristalismo y de la secrecion de agua fomentando la diarrea acuosa.
(Fernando F. Guerrero, 2006).

10.6. Diagnostico.

El diagnostico de la enfermedad se establece con los sintomas del enfermo y un
examen de laboratorio que permita identificar al rotavirus en la materia fecal. La
prueba mas utilizada es el estudio de inmunoensayo enzimatico, (ELISA) ademas
de otras pruebas réapidas para detectar el rotavirus grupo A. Numerosas técnicas
se han desarrollado para el diagndstico de rotavirus, siendo las mas usuales las
siguientes: Microscopia Electronica (ME) (Bishop et al. 1974), y Electroforesis en
Gel de Poliacrilamida (PAGE) (Espejo et al. 1977). En la microscopia electrénica
(ME), la tincion negativa es la mas utilizada, tanto asi que se ha empleado como
método estandar para evaluar otros métodos en la deteccion de rotavirus (Knisley
et al. 1986). La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se fundamenta en la
separacion electroforética de los segmentos del ARN del virion, el cual fue

introducido por Espejo et al. (1977).

Los inmunoensayos enziméticos (ELISA), son altamente sensibles y se han
utiizado con mucho éxito como alternativa en el diagndstico de infeccién por
rotavirus (Yolken et al. 1977), pero la adquisicion de los “Kits” son de elevado

costo en el comercio como para ensayos de rutina. (Sonia Y. Nusetti, et al., 2001).
Parashar et al., 1998; Murphy et al., 1999; Polanco et al., 2004; Sonia Y. et al., 2001).

El diagndstico de las infecciones por rotavirus se hace habitualmente detectando

la existencia de antigeno virico en muestras de heces, con frecuencia la proteina



VP6. El aislamiento en cultivo es dificil y carece de interés diagnostico. Los
métodos inmunoldgicos detectan solamente rotavirus del grupo A, ya que por el
momento no existen métodos comercializados para detectar rotavirus de grupos B
y C. Otros métodos alternativos rapidos son: la aglutinacion con latex y la
inmunocromatografia. Los métodos moleculares detectan la presencia de RNA
virico, poniendo de manifiesto segmentos de RNA bicatenario mediante la
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), o bien amplificando por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) el DNA previamente sintetizado por reaccion de
transcripcion inversa (RT-PCR). Estos métodos requieren la extraccion previa del
acido nucleico virico y la eliminacién de inhibidores que pueden interferir en la
reaccion de RT-PCR. Por otro lado, tienen la ventaja de que permiten caracterizar
los diferentes aislados, bien por el patron electroforético del RNA virico
(electroforetipo) o bien determinando el genotipo G y P por PCR semi-anidada,
disponiendo de los cebadores adecuados. Estas técnicas han abierto la posibilidad
de estudiar la evolucion y la variabilidad de los rotavirus en diferentes regiones
geogréficas y a lo largo del tiempo. (; Murphy et al., 1999; Linhares and Bresee,
2000).

10.7. Tratamiento.

Como en otras infecciones virales, no existe un tratamiento especifico para las
infecciones por rotavirus en bovinos. En general se recomienda suspender la
ingesta de leche durante 24-48 hs, situacion que sélo es practicable en terneros
alimentados artificialmente. Segun el grado de deshidratacién se recomienda la
administracion de fluidos y electrolitos por via oral en caso de diarrea leve; o
parenteral en las diarreas severas. La aplicacion de terapias de rehidratacion oral
ha resultado efectiva en el tratamiento de la enfermedad, probablemente por el
correcto funcionamiento del transporte de glucosa asociado al sodio en zonas no
infectadas del epitelio. Un amplio espectro de antibiéticos puede ser administrado
por via oral o sistémica para tratar una posible infeccion bacteriana secundaria
gue podria desencadenar una septicemia en caso de lesiones severas del epitelio

intestinal. (Viviana Parrefio, 2008).



10.8. Inmunidad Pasiva y Respuesta Inmune frente a Rotavirus

Dado el caracter local de la infeccion por rotavirus, en bovinos al igual que en
otras especies, se postula que la proteccion esta principalmente asociada con la
presencia de anticuerpos en el lumen intestinal. En hatos contaminados, los
terneros entran en contacto con el virus al momento de nacer, y desarrollan
diarrea por rotavirus dentro de los primeros dias de vida, por ende, los niveles de
anticuerpos pasivos, fundamentalmente IgG1l e Ig A, adquiridos a través de la
ingestion de calostro y leche presentes en el intestino, resultan esenciales en la

proteccion y determinan la severidad del cuadro clinico. (Besser y col, 1988).

Se han observado en terneros descalostrados la existencia de una correlacion
directa entre la proteccion frente a la infeccion por rotavirus y los niveles de
anticuerpos pasivos presentes en la luz intestinal, especialmente de tipo IgG1,
administrados oralmente, leche suplementada con calostro hiperinmune. (Besser y
col, 1988) Adicionalmente se postulan que altos niveles de anticuerpos pasivos en
suero de terneros también podrian cumplir un rol complementario en la proteccion
frente a la infeccidén por rotavirus debido a una transferencia de IgG1 desde el
suero a la luz intestinal. En un estudio realizado en campo en terneros de cria,
también se observé una correlacion inversamente proporcional entre el titulo de
anticuerpos  neutralizantes especificos contra rotavirus en suero adquiridos

pasivamente y el desarrollo de diarrea por rotavirus. (Saif y col. 1983).

La adquisicién de altos niveles de anticuerpos en suero, via calostro, y su
transferencia hacia el lumen intestinal resulta un mecanismo de proteccion critico,
principalmente en los terneros criados en sistemas artificiales, en donde la leche
materna es generalmente reemplazada por sustitutos lacteos carentes de
anticuerpos. Por otro lado, si bien ambas fuentes de anticuerpos (calostro y leche)
presentan propiedades protectoras, estos juegan un papel muy importante en la
modulacion negativa de la respuesta activa del animal frente a la infeccion,

especialmente a nivel de la mucosa infectada. (Viviana Parrefio, 2008).



10.9. Prevencion y Control

Teniendo en cuenta el impacto econdmico que genera esta enfermedad a nivel
productivo, se han aplicado medidas de prevencidén y control basadas en dos
estrategias de inmunizacién. La utilizacién de vacunas inactivadas destinadas a
potenciar la inmunidad pasiva a través de la inmunizacién de las madres en el
ultimo tercio de gestacion, la implementacion de programas de vacunacion ha
demostrado una disminucion progresiva de la morbilidad en hatos
endémicamente infectados, el grado de eficacia de esta estrategia es variable,
influyendo entre otros factores, la via de inmunizacion, la dosis, la concentracion
de antigeno, el tipo de adyuvante y el proceso de inactivacién, asi como también,

la implementacion de adecuadas préacticas de manejo. (Viviana Parrefio, 2008).

En la actualidad se dispone en nuestro medio de varias vacunas comerciales para
la prevencion las diarreas neonatales en terneros que presentan grados de
eficacia variables. Estos inmundgenos contienen suspensiones de rotavirus
inactivado por métodos quimicos, correspondientes a los serotipos prevalentes P
[5] G6; P [1] G6 y P [11] G10, emulsionados en adyuvantes oleosos y en general
en forma de formulaciones polivalentes, acompafiados de otros patdégenos
intestinales como E. coli y Coronavirus. (Saif et al.,, 1983; Hodgins et al., 1999;
Bacellar et al., 2004; Nguyen et al., 2005; Nguyen et al., 2006).

Dado que rotavirus es considerado el principal agente causal de diarreas
neonatales no sélo en animales, sino también en humanos, numerosos grupos de
investigacion, dedican sus esfuerzos al desarrollo de nuevas estrategias de
inmunizacion. Entre ellas se ha probado inicialmente en roedores (ratones y/o
conejos) el uso de vacunas a ADN o vacunas de subunidades utilizando los genes
o las diferentes proteinas virales (VP6, VP7, VP4 y NSP4) obtenidas por expresion

en sistemas recombinantes y plantas transgeénicas. (Saif et al., 1983; Hodgins et al.,
1999; Bacellar et al., 2004; Nguyen et al., 2005; Nguyen et al., 2006).



Adicionalmente, dada las caracteristicas estructurales de este virus se ha logrado
la produccion de particulas virales sintéticas o "virus like particles.” (VLP) (Viviana
Parrefio, 2008).

De todas estas estrategias, en bovinos solo se ha probado el uso de vacunas de
subunidades con la proteina VP8 y VLP homologas y heterdlogas. La
inmunizacion de vacas gestantes por via intramuscular con 2 dosis de vacuna
oleosa formulada con la proteina VP8 recombinante de rotavirus obtenida por
expresion en E coli, generd un incremento del titulo de anticuerpos neutralizantes
contra rotavirus en calostro, similar al observado en vacas inmunizadas con una
vacuna de virus completo inactivado. Por otra parte, la administracion
intramuscular e intramamaria de vacunas formuladas con VLP construidas a partir
de baculovirus recombinantes que expresan las proteinas virales de una cepa de
rotavirus de simio (cepa heterdloga) o cepas de rotavirus bovinos resultaron
altamente inmunogénicas, e indujeron mayores niveles de anticuerpos en suero,
calostro y leche que una vacuna inactivada. Adicionalmente, terneros alimentados
con leche suplementada con 1% de calostro de vacas vacunadas con VLP
heterdlogas fueron totalmente protegidos frente al desarrollo de diarrea luego del

desafio oral con rotavirus. (Saif et al., 1983; Hodgins et al., 1999; Bacellar et al., 2004;
Nguyen et al., 2005; Nguyen et al., 2006).

Un mejor conocimiento del desarrollo de la respuesta inmune frente a la infeccién
por rotavirus en terneros, especialmente a nivel de mucosas y su modulacion
mediada por los anticuerpos pasivos, resulta muy importante para optimizar el
desarrollo de nuevas estrategias de inmunizacién aplicadas al control y prevencion

de la rotavirosis bovina. (Saif et al., 1983; Hodgins et al., 1999; Bacellar et al., 2004;
Nguyen et al., 2005; Nguyen et al., 2006).



11. MATERIAL Y METODO

Disefio Metodoléqgico

11.1. Tipo de estudio

Es un estudio descriptivo de corte transversal, se pretende evidenciar la presencia
0 ausencia de rotavirus en bovinos con problemas de diarrea desde el primer

mes al cuarto mes de vida como maximo.
11.2. Area de estudio

Se colectaron un total de 150 muestras fecales de terneros con diarrea,
recolectadas en 25 fincas de produccion lechera ubicadas en las localidades de

los municipios Leoén y Chinandega.

(Leon: comarca el changue, El Sauce, Carretera Leon Poneloya, Carretera Ledn

Isapa,)
(Chinandega: Villanueva)

En las fincas de estas localidades se encontraron los terneros que presentaban los

sintomas que nosotros buscabamos por esa razon seleccionamos estas la fincas.
11.3. Poblacién y tamafio de muestra

El universo de las muestras fueron 3,833 terneros, segun ultimo censo del
(MAGFOR) las muestras fueron recolectadas en fincas ganaderas del occidente

de Nicaragua en los municipios de Ledn y Chinandega respectivamente.

La poblacién de estudio, fueron todos los teneros de uno a cuatro meses de edad
con diarrea de etiologia desconocida. El tamafio de muestra se calculé utilizando
el programa (winepiscope 2.0), estimando porcentaje, con una poblacién de 3,833
animales menores de 1 afio, con una prevalencia esperada de 50%, un error
aceptado de 5% y un nivel de confianza del 95%, obteniendo un tamafo de
muestra de 350 pero por razones de costo el estudio se limito a 150 muestras.

Con un error exacto de 7.84 %



11.4. Seleccién y Recolecciéon de la Muestra
La seleccion de las muestras fue por conveniencia

Los factores de inclusion fueron todos los terneros de 1 a 4 meses que presentaron
diarrea y otros signos como pérdida de peso, pelo erizado, deshidratacién, sin

importar la finca o su localidad.

Y los factores de exclusion son todos los terneros mayores de 4 meses de edad que
no presentaron diarrea y otros signos clinicos como pérdida de peso, pelo erizado,

deshidratacion en el periodo de recoleccion de muestra.

La muestra se extrajo directamente del recto del animal, utilizando guantes de latex
como medida de proteccion y se deposito en frascos de plasticos debidamente
etiquetados con el numero de la muestra y fecha de recoleccion, posteriormente se
colocaron en termos con refrigerantes y/o hielo parar ser transportados al centro de
analisis (Laboratorio de la Escuela de Medicina Veterinaria (Campus Agropecuario) y
Campus Médico de la UNAN-LEON).

Los datos se obtuvieron llenando fichas (Ver ejemplo en Anexos) que nos proveyeron

la informacion necesaria para facilitar la obtencion de resultados.

Limitaciones fueron no poder muestrear 350 terneros por razones de costo solo
pudimos muestrear 150 terneros, otra limitante fue no haber realizado PCR a las

muestras positivas.

Ventajas es el primer estudio realizado en nicaragua sobre Rotavirus Bovino

11.5 Técnica de ELISA

La técnica de ELISA es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico cuyo

nombre resulta de la asociacion de las iniciales de su denominacion inglesa



(Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay/Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a
Enzimas). Como todo ensayo inmunoenzimatico, la prueba recurre al empleo de
inmundgenos, haptenos 6 anticuerpos marcados con una enzima, para revelar el

reactivo complementario a nivel de distintos fluidos biologicos.

11.6. Determinacion del grupo A de Rotavirus mediante ELISA Directo

ELISA (IDEIA ROTAVIRUS): Procedimiento operativo. (Procesamiento de la
Muestra).

Se pueden conservar muestras de heces suspendidas y/o en diluyente de kit

(IDEIA) de Rotavirus a temperatura de 2-8 C°, 8 dias antes de efectuar el ensayo.

En 1 ml de diluyente en un recipiente correctamente etiquetado agregamos 0.1 g
de heces solidas o liquidas (del tamafio de un guisante) y mezclamos bien, luego
los ponemos en el vortex para mezclar bien, después centrifugamos a 3,500 rpm
para obtener el sobrenadante ya que el virus flota con facilidad, esto lo
practicamos durante 30 segundos por o menos, de aqui extraemos 100 ul para

depositarlos en los micropocillos.

Agregamos dos gotas o 100 pl del control positivo al primer micropocillo (Al) el
control negativo al segundo (B1). Los micropocillos contienen anticuerpos contra
rotavirus que al hacer contacto con el virus presente en las muestras reaccionara,
luego se agrega a cada micropocillo 100 pl de la muestra diluida, después se
adiciona a cada micropocillo 100 ul mas de conjugado y se pone a incubar durante
60 minutos a una temperatura de 20 a 30 C°. Pasado este tiempo se procede a
lavar, para el lavado se mezclan 24ml de agua destilada con 1ml de la solucion de
lavado, después se agregan 350 pl de la solucién de lavado diluida a cada pocillo,
esto se repite 5 veces con un intervalo de 1 minuto entre lavada, después se
adicionan 2 gotas de sustrato a cada pocillo y se dejan a 10 minutos a una
temperatura de 20 a 30 C°, seguimos y agregamos 2 gotas de solucion stop para
gue pare lareaccion y esto se deja durante 15 minutos, luego se pasa la placa con
los micropocillos al lector de Elisa quien nos dara los resultados finales, si hay o

no hay rotavirus. Aparte de esto podemos ver si hay o no hay rotavirus por la



coloracion que adquieren las muestras en los micropocillos, si adquieren color
amarillo es positivo a la prueba, pero si el color es azul marino quiere decir que no

hay rotavirus.
11.7. Materiales

Micropipetas de 1 ml, 10-100 pl.
Puntas para las micropipetas.
Etanol 100%.

Gradillas.

Tubos eppendorf 1.5 ml.

Vortex.

Probeta de 100 ml.

Agua destilada.

Control (+) y (-).

Conjugado.

Sustrato.

Solucién stop.

Lector de Elisa.

Impresora.

Termo con refrigerantes y/o hielo

Tubos recolectores y Guantes.

11.8. Protocolo parala Extraccion del ARN viral

Se colocan 560 pl de buffer AVL en un tubo de micro centrifuga de 1.5 ml. Se
Anade 140 ul de la muestra y vortex por 15 segundos. Se Incuba a temperatura
ambiente (15-25 °C) por 10 min. Se centrifuga brevemente (micro spin). Se
Afaden 560 pl de etanol (96-100%) a la muestra y vortex, se lleva al micro spin.
Se colocan 630 ul de la mezcla anterior en una columna QIA amp en un tubo de 2
ml, se cierra la tapa y se centrifuga (8000 rpm) por un minuto. Se coloca la
columna en un nuevo tubo de 2 ml y se descarta el anterior. Se abre la columna y

se aplica nuevamente 630 ul de la solucién y se repitio el paso anterior. Se abre la



columna y se agrega 500 pl de Buffer AW1, se cierra la tapa y se centrifuga
nuevamente (8000 rpm) por 1 minuto. Se coloca la columna en un nuevo tubo
colector. Se abre la columna y se agrega 500 ml de Buffer AW2, cierra la tapa y se
centrifuga nuevamente (14000 rpm) por 3 minutos. Se coloca la columna en un
nuevo tubo colector y se centrifuga por 1 minuto. Se coloca la columna en un tubo
eppendorf 1.5 ml y se agrego 60 yul buffer AVE, se cierra la tapa y se incuba a RT
por un minuto, se centrifuga nuevamente (8000 rpm). Se guarda el ARN viral a -
20°C.

11.9. Técnica ELECTROFORESIS

La electroforesis es un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente
eléctrica controlada con la finalidad de separar biomoléculas (Proteinas y/o Acidos

Nucleicos) segun su tamafio y carga eléctrica a través de una matriz gelatinosa.

11.10. Electroforesis del ARN de Rotavirus en gel de Poliacrilamida
(PAGE)

Este método se realizé Unicamente a aquellas muestras bovinas que resultaron

positivas en el ensayo de ELISA, para rotavirus grupo A.

11.11 Preparacion de los geles

Gel Separador: En un tubo de 10 mL se mezcla 1.86 mL de Acrilamida al 40%, se
afiade 1.00 mL de Bis Acrilamida al 2 %, se agrega 1.25 mL de 8 XLA, se deposita
4.90 mL de Agua destilada, 90.00uL AMPS al 10 % y 10.00uL de TEMED.

Se Llena la camara hasta 2 cm. del borde y se cubre con agua destilada o butanol
(Pelicula fina). Se Deja polimerizar por 35 min. Secar el gel separador con papel

filtro.

Gel espaciador: En un tubo de 10 mL se mezcla 0.42 mL Acrilamida al 40 %,
0.23 mL de Bis Acrilamida al 2 %, 0.48 mL de 8XLB, 2.53 mL de Agua destilada,
40.0 pL AMPS al 10%, 6.00 pL de TEMED.



Se Vierte la mezcla sobre el gel separador hasta el borde, se introdujo el peine y
deja polimerizar durante 40 min. Una vez lograda la polimerizacion del gel
espaciador, el peine se retira y se procede a la colocacién de las muestras vy

sample buffer en unarelacion (20 pL de muestra / 10pL sample buffer).

El corrido se realiza 100 volts por 15 min. y luego a 160 por 90 min. La corriente

generalmente puede disminuir de 50- 55 mA a 30- 35 mA.

11.12. Tincidon y Revelado

El gel se fija en 100 mL de solucién de fijado (Etanol 35% Acido acético 10%) se
agita por 20 min. Luego se agrega 200 ml de solucién oxidante y se deja 3 min.
(Solucion oxidante: Bio Rad Cat No. 161-0444, mezclar 10 ml en 90 ml de agua
destilada). Se Enjuaga 6 veces con agua destilada durante 2 min. Se agrega 100
ml de solucion de Silver Lactate 0.175 % y se agita por 15 min. Se lava 3 veces
con agua destilada, se Reemplaza con soluciéon de revelado, una vez que
aparecen las bandas, reemplazar con solucién de revelado fresca por 5 min.
Reemplazar con solucién de stopping (acido acético al 5%). El gel se coloca sobre

un papel filtro himedo y se procede al secado al vacio (Temp. 80°C 1:45 h).



11.13. REACTIVOS Y EQUIPOS

Acido Clorhidrico, HCI 36-38 %
Tetra Metil Etielendiamina, TEMED

Persulfato de Amonio, AMPS

Glicerina

Silver Lactate
Formaldehido

Etanol

Cloruro de sodio, NaCl
Glicina

Hidroxido de sodio, NaOH
SDS

TRIS Base

BIS Acrilamida
Acrilamida

Acido acético glacial
Fenol

Camaras de Electroforesis

Fuente de Poder

Baker Analizad

Bio-Rad.

Bio-Rad.

Baker Analized

Bio-Rad.

Merck

Merck

Merck

Merck

Akzo Nébel
Gibco -BRL

Merck

Merck

Gibco-BRL

Fisher Scientific

Merck

Bio — Rad.

Bio — Rad.



12. Resultados/Graficos

En el presente estudio se recolectaron un total de 150 muestras fecales de
terneros menores de 4 meses de edad de diferentes fincas de los departamentos
de Ledn y Chinandega, del total de muestras recolectadas se identificaron 11
muestras positivas dando como resultado una prevalencia del 7% a rotavirus

bovino.)

12.1 Fig.1 Prevalencia de rotavirus bovino en los municipios
de Leon y chinandega en el afio 2008

Positivos
7%




Los siguientes graficos muestran que entre las edades positivas a rotavirus bovino

predominante fueron terneros de cuatro meses de edad y de raza Brahaman.

12.2  Fig.2 Animales positivos a Rotavirus Bovino
Grupo A segun las edades tecnica de (ELISA)

ler mes 2domes 3er mes dtomes




12.3 ig.3 Raza con mayor porcentaje de animales positivos a
rotavirus en el municipio de Leon y chinandega

Estos graficos reflejan los sintomas encontrados en la poblacion en estudio y el

color de heces predominante en las muestras positivas

12.4 ig.4 antomas mas frecuentes en muestras positivas de Terneros de los
municipios de Leon y Chinadega
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12.5 ig.5 Hstribucion de color de heces mas comunes positivas a
Rotavirus Grupo A
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Este grafico demuestra cual fue la consistencia de mayor presentacion en las

heces de las muestras positivas.

12.6 Fig.6 istribucion de consistencia de heces mas comunes
en muestras positivas a rotavirus grupo A
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De las 11 muestras positivas solo a tres se les realizo electroforesis en gel de
poliacrilamida porque las muestras positiva no tenian suficiente material genético
ARN, por esa razon solo a 3 muestras se les realizo electroforesis donde se
observa que enlafigura B Y C dos patrones similares y en A se observa un
patréon diferente, la presencia de bandas extras lo que indica una doble
infeccion por diferentes rotavirus.

12.7 A B C
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13. DISCUSION

Durante un periodo de 10 meses (Febrero — Noviembre 2008) se colectaron un
total de 150 muestras fecales de terneros con diarrea, recolectadas en 25 fincas

de produccién lechera ubicadas en los municipios Leo6n y Chinandega.

En base a los resultados obtenidos en la Fig.l se determin6 un 7% de
prevalencia, equivalente a 11 muestras positivas a Rotavirus Grupo A en
terneros, en un estudio reciente realizado en Costa Rica por el Msc. José Luis
Bonilla Espinoza se encontraron 38 muestras positivas a rotavirus lo cual difiere
con los valores encontrados en nuestro estudio, esto debido a las condiciones
climaticas que difieren, al manejo fitosanitario y a las condiciones de

hacinamiento.

Segun los resultados mostrados en la .Fig.2 encontramos que los terneros mas
afectados fueron entre los 3 y 4 meses de edad con un porcentaje de 75%,
nuestros resultados si coinciden con la mayoria de los trabajos publicados donde
se a demostrado que el virus afecta a terneros de 1 a 6 meses de edad y también

animales adultos (Berrios et al., 1987).

En otro estudio realizado durante 8 afios en Argentina, un 26% (875 animales), en
hatos de cria y 74% en animales estabulados tuvieron resultados diferentes al
nuestro hecho debido al tiempo que duro el estudio, numero de animales

muestreados y por las condiciones ambientales en que estos animales vivian.

Con referencia a la raza en la Fig.3 observamos que hubo un predominio de la
raza BRAHAMAN (82%) de positividad frente a rotavirus debido a que en estas

fincas predomina esta raza con respecto a otras.

En la Fig. 4 segun los sintomas presentes en muestras positivas los que mas
encontramos fueron; Pérdida de Peso y diarreas, esto no difiere a otros a estudios
realizados ya que estos sintomas son caracteristicos de una afeccién por rotavirus
(Berrios et al., 1987).



Los resultados en la Fig.5 segun la distribucion de color de las heces el mas
frecuente fue heces oscuras, en las muestras positivas el color de las heces
indica cierta relacion con la presencia del virus, aunque no se puede ignorar este

signo.

En la Fig. 6 la consistencia de las heces que mas se presentd fueron heces
pastosas, este resultado es diferente a otros estudios realizados en Latinoamérica,
donde demuestran que los terneros con presencia de heces diarreicas

presentaron mayor carga virica. (Berrios et al., 1987).

De las 11 muestras positivas solo a tres se les realizo electroforesis en gel de
poliacrilamida, donde se observa que en la figura B Y C dos patrones
similares y en A se observa un patrén diferente, la presencia de bandas extras

lo que indica una doble infeccién por diferentes rotavirus.

Las infecciones entéricas son una de las principales causas de enfermedad y
muerte en la mayoria de las especies animales durante las primeros meses de
vida, siendo el Rotavirus una de las principales etiologias de esta afeccion, viene
ha ser un importante ente que debe ser controlado, para evitar cuantiosas

perdidas econdmicas y posibles infestaciones a humanos.



14. CONCLUSIONES

Después de haber realizado todos los estudios pertinentes y técnicas

laboratoriales adecuadas llegamos a las siguientes conclusiones:

Concluimos que hay presencia de Rotavirus Bovino en Nicaragua nuestros
resultados demuestran eso ya que encontramos. Por medio de la técnica
de ELISA una positividad del 7% a Rotavirus Bovino grupo A quiere decir
gue hay presencia del rotavirus en Nicaragua especificamente en

occidente.

Esperdbamos encontrar presencia de rotavirus en terneros ,con mayor
numero en terneros menores de 2 meses, los animales positivos a
Rotavirus que encontramos estaban entre las edades de 3 a 4 meses
debido aunque el mayor numero de animales muestreados estaban entre
estas edades y no en edades menores de 2 meses aunque se encontraron

animales positivos a Rotavirus Bovino.

En la poblacién de animales estudiada segun la raza, se encontré que los
animales positivos a rotavirus grupo A la raza mas afectada fue la
brahméan esto es porque en esta region de Nicaragua se encuentra una
mayor poblacion de esta raza por las condiciones climaticas o por los fines
productivos que tenga la fincas porque es muy resistente a las condiciones
medio ambientales de la region.

El sintoma mas frecuente encontrado en los animales positivos a rotavirus
fue pérdida de peso.

De los animales positivos a rotavirus, la coloracion predominante en las
heces fueron heces oscuras y verdes.

La consistencia de las heces que mas se encontré en animales positivos a

rotavirus fueron heces pastosas.



La técnica PAGE de rotavirus no proporcioné patrones de migracion debido

a la baja carga de virus en las muestras.

15. RECOMENDACIONES

Promover en las fincas de produccion lechera el mejoramiento de las
condiciones sanitarias, manejo, hacinamiento y establecimiento de

infraestructura, haciendo uso de Buenas Practicas Pecuarias.

Estudiar a profundidad todas las etiologias que causan diarrea en los

terneros.

Realizar la genotipificaciébn del virus con Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) a las muestras positivas, esto como una continuacion del

presente estudio.

Incrementar el area de estudio, si es posible abarcar el territorio

Nicaraglense.

Implementar estudios de investigaciébn con una poblacion mayor, que de a

conocer la epidemiologia de la infeccion por rotavirus en el pais.

Realizar estudios donde se recolecten muestras de animales sintométicos y

asintomaticos.

Divulgar los resultados de este estudio entre el personal encargado y/o

duefos de fincas.
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17. ANEXOS



17.1. Imagen 1. Estructura del Rotavirus
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17.2. Imagen 2. Placa con micropocillos usados en ELISA




17.3. Fotos de equipos usados en la Electroforesis en gel de poliacrilamida
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