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RESUMEN

Los Rotavirus son el principal agente etiolégico asociado a gastroenteritis en nifios y animales jovenes a
nivel mundial, causando diarrea aguda en cabritos de 1-8 semanas de edad en Espafia, Francia, Sudafrica,
Trinidad y Tobago e Italia. En Venezuela la prevalencia de rotavirus en cerdos y bovinos esta entre 20-30%.
En el estado Lara la diarrea aguda es la principal afeccion observada en caprinos, lo que motiva a evaluar
el impacto de los rotavirus en la etiologia de la diarrea en cabritos. La investigacion describe resultados
preliminares del estudio de rotavirus en heces de cabritos diarreicos y no diarreicos en 8 apriscos ubicados
en los caserios "El Cercado y Paso Real" del Estado Lara. La deteccion se realiz6 mediante ELISA doble
sandwich basado en la proteina de la capside viral interna VP6 y la tipificacion por analisis del patrén de
migracién electroforético en geles de poliacrilamida (PAGE). Los datos fueron analizados mediante
estadistica no paramétrica (?2; P<0,01), utilizando el programa estadistico Minitab 15.0. De 126 muestras
colectadas, 18 resultaron positivas a rotavirus, mostrando un electroferotipo caracteristico para los rotavirus
grupo A. La frecuencia de deteccion de rotavirus fue de 14,27%, siendo 9,5% en diarreicos y 4,77% en no
diarreicos; estas diferencias fueron estadisticamente significativas (?2=16,784; P<0,01), lo que permite
concluir que los rotavirus grupo A deben ser considerados un agente etiolégico importante al estudiar
diarrea neonatal en cabritos. Estos resultados dan inicio a futuros estudios de prevalencia que permitiran
establecer criterios de manejo y prevencion de las diarreas en cabritos.
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ABSTRACT

Rotavirus is the main etiologic agent associated with gastroenteritis in young children and animals
worldwide, causing acute diarrhea in goat's kids aged 1-8 weeks in Spain, France, South Africa, Trinidad
and Tobago and Italy. In Venezuela the prevalence of rotavirus in pigs and cattle is between 20-30%. In Lara
state acute diarrhea is the main condition observed in goats, what motivates to assess impact of rotavirus
on diarrea etiology in goat’s kids. The research describes preliminary results of the study of rotavirus in
goats kids feces diarrheal or not diarrheal in 8 sheepholds located on villages "El Cercado and Paso Real"
Lara State. Detection was performed by double sandwich ELISA based on protein of viral internal capsid
VP6 and the typification by analysis of electrophoretic migration pattern in polyacrylamide gels (PAGE). Data
were analyzed using nonparametric statistics (? 2, P <0.01), using the statistical software Minitab 15.0. Of
126 samples collected, 18 were positive for rotavirus, showing a characteristic electropherotype for rotavirus
group A. The rotavirus detection rate was 14.27%, being 9.5% in diarrheals and 4.77% in not diarrheals,
these differences were statistically significant (? 2 = 16.784, P <0.01), leading to conclusion that rotavirus
group A should be considered an important etiologic agent in studying neonatal diarrhea in goats kids.
These results give beggining to future prevalence studies that will establish criteria for management and
prevention of diarrhea in goat's kids.
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INTRODUCCION

Los rotavirus son considerados el principal agente
etiolégico de gastroenteritis severa en nifios y
animales jovenes en todo el mundo [1, 2]. El virion de
rotavirus es sumamente estable en el ambiente y la
transmisién del virus ocurre por la via fecal-oral [3,
4]. Se estima que anualmente las infecciones por
rotavirus ocasionan cerca de medio millon de muertes,
2 millones de hospitalizaciones y 25 millones de visitas
médicas, por lo que se considera un problema de salud
publica a escala mundial [5]. Asimismo, se han
asociado con diarreas neonatales en una gran variedad
de especies animales [6, 7] detectandose en heces de
monos, caballos, aves, vacas, bisontes, antilopes,
ovejas y cabras, cerdos, gatos, perros, conejos,
conejillo de india, ratones y pollos [8, 9, 10]. Son
considerados de importancia mundial en bovinos,
equinos, porcinos y aves, causando pérdidas
econdmicas importantes determinadas por mortalidad,
disminucién de las tasas de ganancia de peso y
conversion alimentaria [7, 11, 12, 13]; mientras que
en caninos y felinos han presentado poca atencion
debido a que la infeccidn cursa con signos subclinicos,
aunque hay evidencia de casos de diarrea severa en
neonatos, siendo algunos de estos letales [10, 14]. En
cabritos, los rotavirus han causado diarrea aguda en-
tre 1-8 semanas de edad, seglin reportes en Espafia
[15, 16], Francia [17], Sudafrica [18], Trinidad y To-
bago [19] e Italia [20, 21].

En Venezuela se estima que la infeccién por
rotavirus en nifios causa cerca de 300 muertes cada
afio, siendo el 80% de ellas en niflos menores de un
afio [22, 23, 24]; mientras que los estudios en
animales, han sido realizados sobre rotavirus porcinos,
bovinos y caninos. En la ganaderia porcina y bovina
venezolana, se ha descrito una prevalencia de
infeccion por rotavirus entre 20-30% en animales en-
tre 2-6 semanas de edad con cuadro de diarrea [25,
26, 27, 28, 29], con un aumento de la incidencia en
los meses de escasa precipitacion y humedad relativa
[25]. Basandose en observaciones de que el 100% de
los animales adultos muestran evidencias seroldgicas
de infecciones por este agente [25], se asume que la
infeccién por rotavirus es comun en dicha poblacion,
siendo una de las principales causas de pérdidas
econdémicas por mortalidad y morbilidad. Estudios
realizados en la regién centroccidental han demostrado
la circulacién de rotavirus en bovinos y caninos de la
zona [27, 29, 30, 31, 32], pero es hasta ahora que se
reporta un estudio en caprinos por este agente
patégeno, aunque el sindrome diarreico ha sido una
de las afecciones més frecuentemente observadas en
este tipo de explotaciones [33]. En general, la
informacién epidemioldgica que se tiene sobre el
impacto de la infeccion por rotavirus en la region es

escasa, tanto en humanos como en animales. En
consecuencia y considerando que en los estados Lara
y Falcon se explota el 75% de la produccién caprina
nacional [34], estos datos motivaron a evaluar el
impacto de los rotavirus como agente etioldgico de la
diarrea en esta especie; por lo tanto se estimo
mediante ELISA la frecuencia de rotavirus en caprinos
de 1-8 semanas de edad, como punto de partida para
estudios de prevalencia que ayuden a establecer
criterios de manejo y prevencion de las diarreas en
cabritos.

METODOLOGIA

Poblacion y muestra: Se tomaron 129 muestras de
heces, distribuidas entre 8 apriscos ubicados en los
caserios "Paso Real y El Cercado”, municipios Jiménez
e Iribarren, del Estado Lara. Los criterios de recoleccién
fueron: a) Edad, cabritos de hasta 8 semanas de vida,
ya que el virus afecta animales jovenes; b) Se
recolectaron heces diarreicas y no diarreicas debido a
gue, aunque el rotavirus causa gastroenteritis severas,
muchas infecciones naturales son subclinicas.

Se tomaron aproximadamente 5 g de heces por
animal. Las muestras se trasladaron refrigeradas al
laboratorio y alli fueron conservadas a -20°C hasta su
procesamiento.

Deteccioén de rotavirus: Se prepararon clarificados
fecales al 10%, utilizando Buffers Fosfato Salino (PBS).
Se llevé a cabo un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
tipo sandwich cualitativo, basado en la deteccion del
antigeno comin de grupo VP6 [35], utilizando el kit
comercial RIDASCREEN® Rotavirus (Biopharm),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura
de los platos de ELISA se realiz6 en un Lector de ELISA
(Spectra 44100® y Tecan Sunrise®).

Tipificacion electroforética en gel de poliacrilamida
(PAGE): Al clarificado fecal de todas las muestras
positivas al ELISA se les realiz6 extraccion de ARN vi-
ral por método Fenol-Cloroformo (Trizol LS®),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agit6
cada muestra hasta homogeneizar y se recupero el
sobrenadante con las particulas virales por
centrifugacién a 10.000 x g durante 5 minutos.

Se confirmo la pureza de las poblaciones virales en
las muestras positivas al ELISA y se tipifico el patrén
electroforético de las mismas mediante PAGE. Las
bandas de ARN se separaron usando un gel de acrilamida
al 10% y la corrida se realiz6 a 300 voltios y 60
miliamperios por 6 horas. El gel se tifié con AgNO3 al
0,18% (Merck®) por 1 hora, se revel6 con NaOH 0,75
My formaldehido 0,76% v/v y se fijé con acido acético
(Merck®) al 5 % [36].

En las electroforesis fue utilizada la cepa bovina
RF como patrén de comparacion conocido de rotavirus
grupo A, cedida por J. Cohen (Institut National de la
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Rechercheé Agronomique, Francia) al Laboratorio
Biologia de Virus del IVIC y posteriormente cedida al
Laboratorio de Virologia del DCV-UCLA.

Analisis Estadistico: Se realiz6 estadistica
descriptiva para calcular las tasas de deteccion de vi-
rus. Para el estudio de las diferencias en la frecuencia
de rotavirus entre animales diarreicos y no diarreicos
se aplicé la prueba no paramétrica de Chi cuadrado
(?2). Los datos fueron procesados mediante el
programa estadistico Minitab 15.0 y se considerd una
significancia de P<0,01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de rotavirus en heces caprinas: Se
procesaron mediante ELISA (RIDASCREEN ROTA®) un
total de 126 muestras de heces caprinas,
representando las diarreicas 26,98% y las no diarreicas
73,02% del total. La positividad a rotavirus se encontro
en 12 muestras diarreicas y en 6 no diarreicas,
obteniendo asi una frecuencia de rotavirus caprinos
de 9,5% en animales diarreicos y de 4,77% en no
diarreicos, para una frecuencia general de 14,27%
(Tablas | y Il). Del total, 108 muestras resultaron
negativas a rotavirus para un 85,73%; de las cuales
86 (68,25%) eran no diarreicas y 22 (17,48%)
diarreicas.

La frecuencia para rotavirus en las muestras
diarreicas (9,5%) practicamente duplica a la
encontrada en las no diarreicas (4,77%), estas
diferencias fueron estadisticamente significativas
(72=16,784; P<0,01) con un nivel de confianza de 99%.
Estos resultados demuestran la circulacion de rotavirus
en caprinos de Venezuela y hace considerarlos como
importantes agentes causales de diarreas neonatales;

sin dejar de suponer que otros patogenos pueden
actuar, como se demuestra por las 22 muestras
diarreicas negativas a rotavirus (17,48%). La
frecuencia general de rotavirus (14,27%) fue menor al
28,6% reportado en Trinidad [19] y 15,6% en Chile [37]
pero mayor al 2,2% encontrado en México [38] vy al
8,1% en Espafa [16].

Las enfermedades de los cabritos revisten una
importancia preponderante en las explotaciones
pecuarias por el enorme dafio econémico que ellas
representan. Durante sus primeros dias de vida, los
recién nacidos estan propensos a sufrir cuadros de
diarrea [39, 40], asociados en la mayoria de los casos
a gastroenteritis por rotavirus, una de las principales
causas de pérdidas econdmicas por mortalidad y
morbilidad [16]. En la especie caprina los antecedentes
sobre agentes etioldgicos de diarrea neonatal son
escasos. Lincicome, en 1982, asocia el parasitismo
por helmintos y coccidias con este sindrome [41]. Segun
Nagy y col. (1984), la principal causa de diarrea en
cabritos es Cryptosporidium [42]. Otros agentes
descritos en relacién a diarrea neonatal son: rotavirus
[42,43,44,45]; herpesvirus [46]; coronavirus [42, 44];
adenovirus [42]; Escherichia coli [42, 44] y
Cryptosporidium [45]. et al.

Las muestras diarreicas positivas a rotavirus de la
presente investigacion provenian de cabritos entre 1
y 4 semanas de edad (66%); mientras que las muestras
no diarreicas positivas correspondieron a cabritos
entre 5y 8 semanas de edad (34%), lo cual confirma lo
reportado por otros autores en relaciéon a que los
rotavirus tienden a ser mas patogénicos a menor edad
de los animales [16, 42, 43, 44]. En 1977, Snodgrass
y Herring encontraron por primera vez en Inglaterra a
los rotavirus asociados a un brote de diarrea que afecto

Diarreicos Mo Diarreicos Total
Muestras
Positivas 12 5] 18
Negativas 22 86 108
Total Muestras 34 92 126

Tabla I. Detecciéon por ELISA de rotavirus en

heces de cabritos diarreicos y no diarreicos.

Frecuencia (%) Diarreicos MNo Diarreicos Total
Positivas 95 477 1427
Negativas 17,48 68,25 85,73

Total 2698 73,02 100

Tabla Il. Frecuencia de rotavirus en heces de cabritos diarreicos y no diarreicos.
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a cabritos y corderos de 4 a 6 meses de edad; donde
se observaron rotavirus mediante microscopia
electronica en dos de las muestras procesadas, hallazgo
que fue confirmado por inmunofluorescencia indirecta
en células inoculadas (linea celular LLC MK y cultivo
primario de rifion de ternero [47]. Posteriormente en
Hungria, se detectaron rotavirus por microscopia
electrénica en cabritos menores de 4 meses con diarrea
y sin diarrea; aunque también fueron encontrados otros
agentes como Cryptosporidium, coronavirus, E. coli y
coccidias [42, 44]. En Francia, en 1984, Yvore y col.,
constataron la presencia de rotavirus mediante ELISA
en cabritos pertenecientes a 22 apriscos, sin establecer
una relacion aparente con la existencia de diarrea [45].
Evidencias seroldgicas de la infeccién por rotavirus
en caprinos han sido reportadas en forma muy gen-
eral por Woode y col. en 1976 [48] y Mc Nulty en 1978
[49]. En un estudio seroldgico realizado en 12 especies
animales en diferentes localidades de Japén, utilizando
la cepa Lincoln de rotavirus bovino (NCDV) como
antigeno para la prueba de fijacion del complemento,
se determind que mas del 70% de las especies
estudiadas resultaron positivas; los titulos de
anticuerpos mas altos se encontraron en ovinos,
conejos y terneros [50].

Nagy y col. (1984) detectaron anticuerpos
neutralizantes en 55 sueros pertenecientes a 81
cabritos (16 en 37 cabritos menores de 4 meses; 18
en 22 cabritos de 7 a 8 meses, y 21 de 22 adultos)
[42]. En los estudios realizados para rotavirus en
rebafios caprinos de Espafa la diarrea aguda se
observé en cabritos entre 1-4 dias de edad [16];
mientras que en Trinidad se encontré una asociacién
entre infeccion y diarrea de 39,9%, en cabritos de 1-8
semanas de edad [19]. En Chile, en un estudio
realizado en pequefios rumiantes del Zooldgico
Nacional de Santiago no se encontraron antigenos de
rotavirus en heces de 9 cabras enanas adultas (Capra
hircus) de un grupo de 27 animales, analizadas
mediante ELISA [37]; igualmente se reporta el hallazgo
de Cryptosporidium en 12 bovinos, 17 porcinos y 2
caprinos [51]. Todos los estudios hasta ahora
reportados coinciden en que existe asociacion entre
la positividad a rotavirus y la diarrea aguda en los
cabritos de corta edad o recién nacidos.

Patron de migracién electroforética (PAGE) de
aislados caprinos.

Se analiz6 el ARN extraido de los clarificados de
heces caprinas positivas a rotavirus por ELISA, con el
fin de tipificar el electroferotipo y la pureza de los
aislados. Las corridas electroforéticas del ARN rotaviral
mostraron un patrén de migracién largo descrito como
caracteristico para los rotavirus grupo A, con los
segmentos gendmicos migrados en cuatro conjuntos
segln su peso molecular; a saber, conjunto |
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Figura 1. Electroforesis del genoma ARN de aislados
de rotavirus caprinos venezolanos. Las muestras
fueron sometidas a una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% y los segmentos gendmicos
fueron visualizados por tincion con nitrato de plata.
Se muestra el patrén de migracion del ARN de doble
cadena extraido de clarificados fecales, comparado
con el de la cepa bovina RF. Canales 1 al 3 y canal
5, aislados caprinos; canal 4, RF. Los nameros
laterales muestran el punto de migracion de los
segmentos gendmicos individuales (1, 4, 5, 6, 10 y
11) y los agrupados (2-3; 7-9) que coinciden con el
patrén largo descrito para rotavirus grupo A.
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(segmentos del 1 al 4), conjunto Il (segmentos 5y 6),
conjunto Il (segmentos 7, 8 y 9) y conjunto IV
(segmentos 10y 11), similar al patron de la cepa bovina
RF utilizado como patron conocido de comparacion
(Figura 1).

La VP6 es la proteina rotaviral con especificidad
de grupo y a la fecha existen 7 grupos nombrados de
la A ala G. De ellos son los rotavirus del grupo A los
mas frecuentes y principales agentes causales de gas-
troenteritis severa en nifilos y animales en todo el
mundo. Estos se han encontrado circulando en gran
variedad de especies animales, incluyendo caprinos
[52, 53, 54]; mientras los rotavirus grupo By C se han
detectado en cabritos diarreicos menores de 5 dias
[16].

En caprinos la diarrea aguda se ha asociado en un
8-28% con la infeccién por rotavirus grupo A como prin-
cipal agente causal, similar a lo reportado para otras
especies animales [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21],
coincidiendo los hallazgos del presente trabajo a lo
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reportados por los mencionados autores.

Las enfermedades infecciosas del ganado son una
gran amenaza para la salud animal y el bienestar
mundial y su control efectivo es crucial para la salud
agronémica, para salvaguardar y garantizar el
suministro de proteinas para consumo humano y para
aliviar la pobreza rural en los paises en desarrollo; por
tanto es de suma importancia continuar los estudios
gque permitan esclarecer el impacto de las
enfermedades epidémicas en los medios de vida
campesinos. Innumerables esfuerzos se han hecho por
parte de los laboratorios, pero la diarrea por rotavirus
continta siendo una seria y costosa enfermedad en
animales, tomando mayor importancia en neonatos
debilitados [55]. A pesar de que esta bien justificada
la necesidad de una vacuna contra rotavirus, ain no
se dispone de ninguna. La produccion caprina es uno
de los rubros mas importantes para la alimentacion
de pequefios y medianos productores en el mundo [56],
representando para el estado Lara un importante
sustento para las familias. A la fecha no se habian
publicado estudios previos, siendo este el primer
reporte en Venezuela de rotavirus en caprinos.

CONCLUSION

Los rotavirus son un importante agente causal de
diarrea aguda en animales jovenes, incluyendo a la
especie caprina. Se encontr6é una frecuencia para
rotavirus en cabritos diarreicos significativamente
mayor a la encontrada en las no diarreicos. Estos
resultados demuestran la circulacién de rotavirus grupo
A en caprinos de Venezuela y hace considerarlos como
importantes agentes causales de diarreas neonatales
en cabritos. Estos resultados dan inicio a futuros
estudios de prevalencia que permitiran establecer
criterios de manejo y prevencion de las diarreas en
cabritos.
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