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RESUMEN: La disenteria de invierno (DI) es una enfermedad altamente contagiosa, caracterizada por desordenes
gastrointestinales en el ganado bovino. El coronavirus bovino (BCoV) se ha reconocido como el agente etiologico de este
sindrome. En Cuba, se presentd por primera vez en el ganado adulto en el afio 2004, y més tarde entre enero de 2008 y
febrero de 2009. En 2020, se presentaron brotes diarreicos con caracteristicas clinicas y epidemiologicas similares a la DI, en
unidades de la provincia Mayabeque. De ocho muestras de heces colectadas, se confirmé en siete de ellas la presencia del
BCoV mediante ensayos de reverso transcripcion acoplado a reaccion en cadena de la polimerasa en punto final (RT-PCR), lo
que confirmé 87,5 % de positividad. El virus se aislo en cultivos celulares y se observo el efecto citopatico caracteristico de
este al quinto dia posterior a la inoculacion. Los resultados del presente estudio confirmaron que el BCoV es el agente causal
de los cuadros diarreicos de los bovinos estudiados y reafirmaron el modo epizodtico de presentacion de esta enfermedad en
el rebafio.
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ABSTRACT: Winter dysentery (WD) is a highly contagious disease characterized by gastrointestinal disorders in
cattle. Bovine coronavirus (BCoV) has been recognized as the etiological agent of this syndrome. In Cuba, it appeared for the
first time in adult cattle in 2004, and later between January 2008 and February 2009. In 2020, diarrheal outbreaks with
clinical and epidemiological characteristics similar to WD occurred in units from Mayabeque province. Of eight stool
samples collected, the presence of BCoV was confirmed in seven of them by reverse transcription assays coupled to end-
point polymerase chain reaction (RT-PCR), which confirmed 87.5 % positivity. Virus was isolated in cell cultures and its
characteristic cytopathic effect was observed on the fifth day after inoculation. The results of the present study confirmed that
BCoV is the causative agent of diarrheas in the bovine herds studied, and confirmed the epizootic mode of presentation of

this disease in them.
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La disenteria de invierno (DI) es una enfermedad
viral infectocontagiosa aguda, que afecta a los rebafios
bovinos, por lo general en los meses mas frios del afio
(1) y provoca grandes pérdidas econdmicas en la in-
dustria lechera y de la carne en todo el mundo (2). El
coronavirus bovino (BCoV) se ha identificado como
el principal agente etiologico de este sindrome. Es un
virus ARN, de simple cadena, con polaridad positiva
(2), nucleocapside helicoidal, envuelto y con un dia-
metro de aproximadamente 120 nm (1). Debido a la
presencia de lipidos esenciales en la envoltura viral, el
virus se inactiva rapidamente con solventes organicos
como éter, cloroformo y deoxicolato de sodio, asi co-
mo detergentes (3).

El BCoV se ubica taxonomicamente en el or-
den Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae, género Betacoronavirus (Coro-
navirus del grupo 2), subgénero Embecovirus (linaje
a), especie Betacoronavirus 1 (2a) (ICTV: 2020). Se
reportd por primera vez en los Estados Unidos, asocia-

do a una enfermedad entérica en terneros neonatos y
causod importantes pérdidas en la produccién bovina
(4,5). Ademas de infectar el sistema digestivo, BCoV
posee un tropismo respiratorio (6). En la década de
los noventa Storz et al. (7) aislaron el BCoV a partir
de secreciones nasales de bovinos jovenes con signos
clinicos de tipo respiratorio.

En la actualidad, el BCoV esta ampliamente difun-
dido en el ganado bovino, y se ha identificado como
el principal agente causal de la DI en varios paises del
hemisferio norte (8,9).

La disenteria de invierno se manifiesta con severas
diarreas liquidas y fétidas, que algunas veces contie-
nen sangre y mucus (10), asi como disminucion de la
produccion lactea, que puede ir desde 25 hasta 95 %
(11), depresion, anorexia y algunas veces tos y/o des-
cargas nasolagrimales (12). En algunos casos se obser-
van colicos leves. Si la diarrea es grave, o persistente
por mas de un dia, podra ocurrir deshidratacion, por lo
que la pérdida de peso se hace evidente (13).
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Dos semanas posteriores al inicio de la diarrea,
todos los animales se recuperan, aunque en grandes
rebafios la duracion se puede prolongar de seis a ocho
semanas (14).

Las técnicas de diagndstico mas utilizadas para la
confirmacion de este virus son los ensayos de hema-
glutinacion y la PCR (3).

En los tltimos afios, se han descrito varios ensayos
de RT-PCR, que utilizan como diana a los genes N y
M (15), que detectan el BCoV a partir de muestras de
exudado nasal, rectal y heces (16, 17).

En Cuba, el BCoV se identificé por primera vez en
el afio 2004, en muestras de heces fecales procedentes
de vacas lecheras con un cuadro clinico compatible
con la DI, que se caracterizo por una elevada morbili-
dad y baja mortalidad (8). En los afios posteriores ocu-
rrieron varios brotes estacionales de DI en el pais (9);
sin embargo, desde 2008 no se reportaban casos. En
septiembre de 2020, un nuevo reporte de DI se realizo
en varias granjas de bovinos en la provincia Mayabe-
que. Los bovinos presentaron cuadros agudos de dia-
rrea con una severa disminucion de la produccion de
leche y una elevada morbilidad.

El objetivo del presente trabajo fue realizar el diag-
nostico del BCoV mediante un ensayo RT-PCR en
punto final y realizar la confirmacion de la presencia
del virus por aislamiento viral en cultivos celulares.

Se colectaron ocho muestras de heces de bovinos
con cuadro clinico compatible a la DI y se procesa-
ron para realizar el diagnostico por RT-PCR y el aisla-
miento viral. Se tom6 1 g de cada muestra de heces
y se diluyé con 9 mL de medio de cultivo de células
de mamifero DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s
Medium, Sigma-Aldrich Suiza) suplementado con an-
tibidticos [penicilina (500 000 UI/mL) estreptomicina
(0,5 g/mL) y fungizona (5 mg/mL)]. Seguidamente,
las muestras se homogenizaron por agitacion en vortex

durante un minuto y se centrifugaron a 12 000 g x
15 min, a 4°C. El sobrenadante colectado se filtré por
una membrana de celulosa de 0,45 pm.

La extraccion del ARN se realizd por el método
descrito por David et al. (18). El precipitado obtenido
se resuspendi6 en 10 pL de agua libre de nucleasas
(Promega) y se conservod a -80°C hasta su evaluacion.

El ADN complementario (ADNCc) se sintetizd con
el empleo de la enzima M-MLV RT (Promega),
50 ng/uL de cebadores aleatorios (Invitrogen), 10 mM
de cada ANTP, 200 uM de DTT y 10 uL del ARN
extraido, en unién de 1X de First-Strand Buffer y agua
libre de nucleasas para un volumen final de reaccion
de 20 pL. La mezcla de cebadores, ANTPS, ARN y
agua se incubd a 65°C por 5 min para la desnaturaliza-
cion inicial del ARN y luego se incub6 rapidamente en
hielo para la hibridacion de los cebadores a la cadena
de ARN complementaria. Posteriormente, se adiciond
el resto de los componentes de la reaccion y se some-
tieron a 37°C por 2 min, 25°C por 10 min, 37°C por
50 min y 70°C por 15 min. El ADNc se almaceno a
20°C hasta su uso.

La deteccion de BCoV se realizé mediante el en-
sayo de PCR dirigida a un fragmento del gen N,
descrita por Tsunemitsu et al. (10). Brevemente, se
utilizaron los cebadores NF 5'-GCCGATCAGTCC-
GACCAATC-3" y NR 5-AGAATGTCAGCCGGGG-
TAT-3" para la amplificacion de un producto de
407 pb. La mezcla de reaccion se realizé en un volu-
men final de 50 pL con 25 pmol/uL de cada cebador,
1X de Go Taq Green Master Mix (Promega) y agua
libre de nucleasas. Como control positivo se utilizo la
cepa Kakegawa, donada gentilmente por el instituto
Pasteur, Sao Paulo, Brasil.

La mezcla se sometié a 94°C por 5 min, 35 ciclos
de 94°C por 1 min, 58°C por 1 min y 72°C por
1 min. Finalmente, 72°C por 7 min. Las reacciones

Figura 1. Bovinos con sintomas clinicos compatibles con disenteria de invierno. A: Ternero
con diarreas, B: Diarreas amarillas con coagulos de sangre. / Bovine herds with clinical signs

compatible with winter dysentery. A: Calf with diarrhea, B: Yellow diarrhea with blood clots.
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de PCR se realizaron en un termociclador (Eppendorf,
Mastercycler). Los productos de amplificacion se vi-
sualizaron por electroforesis a 60 mA/100V en un gel
de agarosa a 1,5 %.

El aislamiento del virus se realizd en placas de
24 pozos con monocapa confluente de células de ri-
fién bovino Madin-Darby bovine kidney (MDBK), a
una concentracion de 3,5 x 105 células/mL en medio
DMEM suplementado con penicilina-estreptomicina
100 Ul-pg/mL y con 5 % de suero fetal bovino (Gib-
co, USA). Se retir6 el medio de cultivo de los pozos y
se adicion6 200 pL de las muestras fecales procesadas
para aislamiento viral. Después de una hora de adsor-
cion a 37°C, las células se lavaron tres veces con PBS
y se adicionaron 800 uL de medio de mantenimiento
DMEM sin suero fetal y se incubaron a 37°C en una
incubadora humidificada con 5 % de CO2. Como con-
troles positivos, se emplearon las mismas células sin
inocular. Las monocapas se observaron diariamente
durante cinco dias para el desarrollo del efecto citopa-
tico (ECP) y se realizaron subcultivos después de ser
sometidos a tres ciclos de congelacion y descongela-
cion. El sobrenadante resultante, después de la segun-
da inoculacion, se centrifugd a 16 000 rpm durante
20 minutos a 4°C, para eliminar los restos celulares
y se conservo a -80°C. La identificacion de los aisla-
mientos obtenidos se realizo mediante RT-PCR (10).

De las ocho muestras fecales evaluadas, se logro el
aislamiento de BCoV en cuatro muestras (M-1, M-2,
M-3 y M-7). La multiplicacion viral se evidencié por
la observacion del ECP caracteristico de este virus al
quinto dia después de la inoculacion (Figura 2). El
ECP inicialmente se manifestd en todas las muestras
como un efecto focal de redondeamiento celular, que
mas tarde se extendid afectando toda la monocapa ce-
lular donde, ademas, se observaban células redondea-
das. Entre las 72 a 96 horas después de la inoculacion,
se observd que la mayor parte de la monocapa se
desprendia, coincidiendo con lo reportado por Betan-
court ef al. (19) y Seid et al. (20) para este virus. Las
células empleadas como controles permanecieron sin
alteraciones durante el tiempo de observacion, por lo

que las alteraciones descritas se atribuyeron a la pre-
sencia del BCoV. Los aislamientos se confirmaron por
RT-PCR en punto final, donde en todos los casos se
visualiz6 el fragmento esperado de 407 pb.

El aislamiento primario del BCoV en cultivo celular
es dificil y engorroso, especialmente para su uso en
el diagnostico de rutina (14). Sin embargo, es de gran
importancia disponer de nuevos aislados para realizar
estudios virologicos y filogenéticos para estudios de
evolucion viral.

En este estudio, de las ocho muestras analizadas,
siete (87,5 %) resultaron positivas al BCoV por el
ensayo RT-PCR en punto final (Figura 3) y en solo
tres se logré el aislamiento viral. Resultados simila-
res se obtuvieron por Martinez ef al. (21) donde, de
103 muestras de heces evaluadas para BCoV por en-
sayo de RT-PCR en punto final, 73 (88 %) muestras
resultaron positivas y solo obtuvieron 10 aislamientos
virales. En un trabajo realizado por Hansa et al. (22),
se estudiaron 101 muestras de heces procedentes de
terneros con diarreas y solo 15 muestras positivas
por aislamiento viral. Las diferencias encontradas pu-
dieran estar sustentadas por lo dificil que resulta el
aislamiento viral del BCoV teniendo en cuenta varios
aspectos (15,23).

La deteccion de BCoV directamente de las muestras
clinicas en ocasiones resulta una tarea dificil de los
laboratorios de diagnoéstico, debido a que los coronavi-
rus, de forma general, son virus labiles a los cambios
de temperatura y de muy dificil aislamiento en culti-
vo celular (9). Ademas, para la deteccion del agente
directamente de muestras de heces, se realiza la dilu-
cion de las muestras con la finalidad de disminuir la
concentracion de los inhibidores y esto puede impedir
la deteccion del agente en casos en los que la carga
viral sea baja. No obstante, esta practica es util si se
tiene en cuenta que el diagndstico de disenteria de
invierno es de rebafio y aun cuando resulten negativos
por la dilucion de las muestras de aquellos animales
que estén recuperandose o en el inicio de la infeccion.
La calidad de las muestras de los animales que se
encuentren en el periodo de infeccion, en los que la

Figura 2. Cultivo de células MDBK. Tincion con cristal violeta. A: Control de células no inoculadas. B: Agrupacion de células
redondeadas y retraccion de la monocapa celular inoculada con muestras fecal M-1. / MDBK cell culture. Crystal violet staining. A:

Control of non-inoculated cells. B: Clustering of rounded cells and retraction of the cell monolayer inoculated with fecal M-1 samples.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de la RT-PCR en punto
final para la deteccion de BCoV en muestras fecales. M: Marca-
dor de peso molecular de 100 pb (Promega, USA), Lineas: 1:
M-1, 2: M-2, 3: M-3, 4: M-4, 5: Control negativo de extraccion,
6: M-5, 7: M-6, 8: M-7, 9: M-8, 10: Control negativo del PCR
(agua libre de nucleasas). / Agarose gel electrophoresis of end-
point RT-PCR for BCoV detection in stool samples. M: 100 bp
molecular weight marker (Promega, USA), Lanes: 1: M-1, 2: M-2,
3: M-3, 4: M-4, 5: Negative extraction control, 6: M-5, 7: M-6,
8: M-7, 9: M-8, 10: Negative PCR control (nuclease-free water).

carga viral sea maxima, permitira la deteccion positiva
de las mismas y la secuenciacion directa del genoma
del virus.

En el presente trabajo se aislo e identificé el BCoV,
a partir de muestras de heces de bovinos con cuadro
clinico compatible con la disenteria de invierno, y se
obtuvieron nuevos aislados virales para realizar estu-
dios moleculares y de evolucion viral.
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