* Lorenz |, Mee JF, Earley B, More SJ. (2011). Calf
health from birth to weaning. I. General aspects
of disease prevention. Irish Vet J; 64:10.

+ McGuirk SM. (2008). Disease management of
dairy calves and heifers. Vet Clin North Am Food
Anim Pract; 24(1):139-153.

+ Mee JF. (2008). Newborn dairy calf manage-
ment. Vet Clin North Am Food Anim Pract: 24:1-
17.

+ Meikle A. (2016). Dinamica de rodeo - informe
preliminar 2 INALE. INALE, disponible en: www.
inale.org.uy

+ Raboisson D, Delor F, Cahuzac E, Gendre C,
Sans P, Allaire G. (2013). Perinatal, neonatal, and
rearing period mortality of dairy calves and re-
placement heifers in France. J Dairy Sci; 96:2913-
2924.

O

+ Rodriguez AR, Maiztegui JA, Allassia MA. (2011).
Crianza artificial de terneros, un real desafio tec-
nologico. Fondo Editor Allignani 2da ed. Santa
Fe, Argentian.

+ Svensson C, Lundborg K, Emanuelson U, Ols-
son SO. (2003). Morbidity in Swedish dairy calves
from birth to 9o days of age and calf-level risk
factors for infectious diseases. Prev Vet Med;
58:179-197.

+ Louge Uriarte E, Canton G, Morrel E, Moreira
AR, Odéon A. (2017). En: Campero CM, Cantén G,
Moore P. Abortos y otras pérdidas reproductivas
en bovinas diagnostico y control. Hemisferio Sur
2017. Capitulo 8: Muertes neonatales p 259-307.
« Wells SJ, Garber LP, Hill GW. (1996). Health
status of preweaned dairy heifers in the United
States. Preventive Veterinary Medicine 29 (1996)

185- 190.

.. —

Determinacion de la prevalencia y variabilidad genética
de Rotavirus, Corenavirus, Norovirus, Gorovirus y Gstrovirus
en terneros neonatos de Uruguay

Castells M*, Caffarena D?, Casaux L2, Schild C?, Giannitti F3,

Mino S3, Riet-Correa F?, Parreno V3, Colina R

*Laboratorio de Virologia Molecular - CENUR Litoral Norte, Universidad de la Republica, Salto, Uruguay
2|nstituto Nacional de Investigacion Agropecuaria - La Estanzuela, Colonia, Uruguay. 3 Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria - Castelar, Buenos Aires, Argentina. * mcastells@unorte.edu.uy.

o

Las principales causas de muerte en terneros
de hasta dos meses de edad reportadas a nivel
mundial son las infecciones que causan diarrea
neonatal y las neumonias infecciosas, siendo
ambos sindromes de etiologia multiple. La dia-
rrea puede ser provocada por diferentes agen-
tes, siendo los mas prevalentes a nivel mundial:
Rotavirus bovino del grupo A (RVA), Coronavirus
bovino (BCoV), Escherichia coli cepa KQo+y Cryp-
tosporidium parvum; también son agentes infec-
ciosos los Norovirus bovinos (BoNoV), Toro-
virus bovinos (BoToV) y Astrovirus bovinos
(BoAstV). Conocer cual es el estado de si-

tuacion para RVA, BCoV, BoNoV, BoToV y BoAstV
en Uruguay, es fundamental para poder tomar
acciones frente a estos patégenos, y para esto
es necesario tener un estudio exhaustivo con un
elevado nivel de detalle epidemiologico mole-
culary evolutivo.

The main causes of death in calves up to two
months of age reported worldwide are infec-
tions that cause neonatal diarrhea and infectious
pneumonias, being both syndromes of multiple
etiology. Diarrhea can be caused by different
agents, the most prevalent worldwide: group



A bovine Rotavirus (RVA), Bovine Coronavirus
(BCoV), Escherichia coli strain K99 + and Cryptos-
poridium parvum; also Bovine Norovirus (BoNoV),
Bovine Torovirus (BoToV) and Bovine Astrovirus
(BoAstV) are infectious agents. The knowledge
of the sanitary situation of RVA, BCoV, BoNoV,
BoToV and BoAstV in Uruguay is essential to be
able to take actions against these pathogens,
and for this it is necessary to have an exhaustive
study with a high level of molecular and evolu-
tionary epidemiological detail.

Introduccién -

La capacidad productiva de los bovinos puede
verse afectada por varios motivos, en particular
los terneros neonatos son suceptibles a dife-
rentes enfermedades, principalmente de origen
infeccioso, las cuales son causas de pérdidas
econdmicas a nivel mundial. El estado de salud
de los terneros en los primeros dias de vida es
fundamental para su supervivencia y posterior
desarrollo (Waltner-Toews et al., 1986). Las prin-
cipales causas de muerte en terneros de hasta
dos meses de edad reportadas a nivel mundial
son las infecciones que causan diarrea neonatal
y las heumonias infecciosas. Ambos sindromes
son de etiologia multiple, frecuentemente con
la participacion de uno o mas agentes infeccio-
sos (virus, bacterias y/o protozoos) involucrado.
Si bien estos dos sindromes tienen una base
etioldgica infecciosa, se debe considerar que
estan frecuentemente asociados a problemas
nutricionales y/o inmunolégicos causados por
un deficiente calostrado (transferencia pasiva
de inmunidad) y por factores ambientales y de
manejo (humedad, temperatura, ventilacion, ha-
cinamiento, practicas de alimentacion, higiene/
desinfeccion inadecuadas) durante la crianza
artificial de los terneros, que favorecen la con-
taminacion ambiental por los agentes causales
o predisponen a los terneros a las infecciones
(Blanchard, 2012). Para disminuir esas pérdidas
es necesario conocer las causas de la mortali-
dady los factores ambientales y de manejo que
favorecen la ocurrencia y frecuencia de cada
enfermedad. Con esa informacion es posible
determinar medidas de control eficientes que
redunden en una mayor productividad.

La diarrea puede ser provocada por diferen-
tes agentes, siendo los mas prevalentes a nivel
mundial: Rotavirus bovino del grupo A (RVA),
Coronavirus bovino (BCoV), Escherichia coli cepa

Koo+ y Cryptosporidium parvum (Coura et al,
2015; Al Mawly et al.,, 2015). Ademas, los Norovi-
rus bovinos (BoNoV, Woode y Bridger, 1978), los
Torovirus bovinos (BoToV, Woode et al., 1982),
asi como también los Astrovirus bovinos (BoAs-
tV, Woode y Bridger, 1978) son agentes causales
de diarreas en terneros.

Consideramos que es fundamental conocer
cual es el estado de situacion para RVA, BCoV,
BoNoV, BoToV y BoAstV en Uruguay, para tener
un estudio exhaustivo con un elevado nivel de
detalle epidemiolégico molecular y evolutivo.
El objetivo general del trabajo es determinar el
grado de afectacion existente en terneros neo-
natos provenientes de rodeos de carne y leche
del Uruguay de rotavirus, coronavirus, norovi-
rus, torovirus y astrovirus bovinos mediante es-
tudios moleculares que permitan establecer la
prevalencia y la variabilidad genética viral.

Materiales y Metodos

Se analizé un banco de 660 muestras de mate-
ria fecal de terneros con diarrea y sin diarrea, asi
como también 50 muestras de pool de intesti-
nos y/o contenido intestinal. A todas las mues-
tras se les realizé una suspension al 10% en PBS.
Se utilizé un tubo unicamente con PBS cada vez
que se realizan suspensiones como control ne-
gativo (el cual fue utilizado a lo largo de todo
el procesado de las muestras). Se utilizé un kit
comercial para la extraccion del ARN viral. Se
utilizé la RT con hexameros al azar, que permi-
tio que el mismo ADNc obtenido sea utilizado
para los diferentes virus, asi como también para
las diferentes regiones blanco de las distintas
PCR. Como métodos de screening, se utilizé la
PCR en tiempo real para RVA, BCoV, BoNoV y
BoToV, y la PCR convencional para BoAstV. Los
cebadores y sondas utilizadas fueron los pu-
blicados por Zeng y col. en 2008, un protoco-
lo cedido por la Universidad de Minesotta para
BCoV, por Wolfy col. en 2007 para BoNoV, y por
Tsuchiaka y col. en 2016 para BoloV, mientras
que los cebadores utilizados para BoAstV fue-
ron los publicados por Tse y col. en 2011. La ca-
racterizacion molecular de las estirpes virales
para las muestras positivas se realizdé por PCR
convencional. Los cebadores utilizados fueron
los publicados por Wolf y col. en 2007 para Bo-
NoV, por Ito y col. en 2007 para BoToV, y por
Tse y col. en 2011 para BoAstV. Los resul-
tados de la amplificacion por PCR fueron
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visualizados en geles de agarosa. En base a los
diferentes tamanos de los fragmentos de PCR
fueron realizados los geles variando la concen-
tracion de agarosa entre 1y 3 %, utilizando un
marcador de peso molecular en cada caso para
poder determinar los tamanos de las bandas.
Todos aquellos productos de PCR positivos fue-
ron purificados mediante la utilizacion de un kit
comercial, directamente del producto de PCR o
cortando la banda del gel en los casos donde se
observo amplificacion inespecifica, y luego fue-
ron enviados a secuenciar a Macrogen ™. Los
cromatogramas recibidos de Macrogen, fueron
editados mediante la utilizacién del programa
SeqgMan del paquete DNASTAR Lasergeney és-
tas secuencias editadas fueron alineadas segun
el analisis posterior a ser realizado, ya sea con
secuencias de referencia bajadas de la base
de datos Genbank, asi como tambiéen con otras
secuencias de la regién y el mundo, para cada
virus en particular. Se realizaron arboles filoge-
néticos con el objetivo de confirmar la presen-
cia de éstos virus en Uruguay, asi como también
para determinar su variabilidad genética me-
diante la determinacion de los genotipos, subti-
pos y/o linajes que circulan en nuestro pais.

Resultados y Discusi6n

Se confirmo la circulacion de los 5 virus, con
una prevalencia de: 60% rotavirus, 7% coronavi-
rus, 71% norovirus, 9% torovirus y 26% astrovirus.
Los analisis filogenéticos demostraron una gran
diversidad de linajes circulando en el ganado
uruguayo para los 5 virus analizados. En el caso
de Rotavirus, detectamos la circulacion de los
G-tipos G6, G10 y G24, y los P-tipos PIs], Pl11] y
PI33l. Particularmente interesante fue la detec-
cion del genotipo G24PI33], una combinacion
unicamente descrita en un caso, en un estable-
cimiento en Japon. En el caso de Coronavirus,
si bien existe un unico genotipo, se detecto la
circulacion de dos linajes genéticamente dis-
tintos, uno de ellos muy distante filogenética-
mente a la cepa vacunal, pero muy relacionada
con una cepa Argentina para la cual se confirmo
que existe neutralizacion cruzada con la cepa
vacunal. En el caso de Norovirus, se detecto la
circulacion de los dos genotipos existentes en
el genogrupo lll. En el caso de Torovirus, se
detecto la circulacion de dos linajes dis-
tintos, mientras que para Astrovirus se
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detect?d la circulacion de 3 especies distintas de
Mamastrovirus, una de ellas nueva, sin especie
asignada hasta el momento por el Comité Inter-
nacional de Taxonomia de Virus.

Conclusion

Los 5 virus analizados estan presentes en nues-
tro pais, con una elevada variabilidad genética,
lo que indica que existieron varios ingresos de
los virus al pais, y que ademas estos virus se han
dispersado en el ganado uruguayo.
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