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RESUMEN

Coronavirus bovino (BCoV) es reconocido
como un importante agente patégeno del
ganado bovino, el cual esta asociado a tres
sindromes clinicos diferentes, Sindrome
diarreico neonatal del ternero,
caracterizado en terneros recién nacidos
por diarreas liquidas profusas, en ocasiones
hemorragicas, anorexia, deshidratacion y
frecuentemente la muerte; Disenteria de
Invierno, la cual ocurre primariamente en
bovinos adultos y cursa con severas
diarreas, algunas veces con restos de
sangre y mucus, decrecimiento de Ila
produccion lactea, depresion, anorexia y
descargas nasolagrimales; y finalmente
como causa de infecciones respiratorias en
vacas, incluida la Fiebre de Embarque. En
todos los casos el diagnéstico requiere de
ensayos de laboratorio para la confirmacion
de BCoV, debido que resulta imposible su
reconocimiento basado en elementos
clinicos y anatomopatolégicos por su
similitud con otras enfermedades. Hasta el

Contacto por E-mail: abmartell@yahoo.com

momento todos los aislados de BCoV, tanto
de cuadros entéricos como respiratorios
pertenecen a un solo serotipo, pero con dos
o] tres subtipos identificados por
seroneutralizacion empleando anticuerpos
monoclonales. En adicién, diferencias
genéticas (por mutaciones puntuales, no
delecciones) han sido detectadas en el gen
S, diferenciando entre aislados entéricos y
respiratorios. No obstante, numerosos
experimentos han demostrado la proteccion
cruzada experimentada por terneros recién
nacidos, privados de calostro y
gnhotobidticos, inoculados con aislados de
BCoV obtenidos a partir de cuadros
entéricos y respiratorios de terneros y
bovinos adultos, los cuales resultaron
protegidos al desafio subsiguiente con
cepas de BCoV asociadas a diarrea.
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ABSTRAC antigenically similar, comprising a single
serotype, but with two to three subtypes
identified by neutralization test or using
monoclonal  antibodies. In  addiction,
genetic differences (point mutations but
not deletions) have been detected in the S
gene, differentiating between enteric and
respiratory isolates. Nevertheless,
inoculation of gnotobiotic or calostrum-
deprived calves with calf diarrhoea, WD or
respiratory BCoV strains led to both nasal
and faecal BCoV shedding and cross-
protecction against diarrhoea after
challenge with a calf diarrhoea strain.

Bovine coronavirus is recognized as the one
important pathogen, that causes three
distinct clinical syndromes in bovine, Calf
diarrhoea, characterized in young calves by
profuse watery or hemorrhagic diarrhoea,
dehydration and often death; Winter
Dysentery, that occurs primarily in adult
dairy cows, and is recognized by severe
watery diarrhoea (sometimes with blood
and mucus), decreased milk production,
depression, anorexia and sometimes
nasolagrimal discharge; and finally as
cause of respiratory infections in cattle,
including Shipping fever. The diagnostic of
BCoV by considering the clinical signs and
anatomopathologic lesions is not possible,
because other disease can appear similar to
these syndromes. All BCoV isolates from
both enteric and respiratory are
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INTRODUCCION

Coronavirus bovino (BCoV) es un importante agente patégeno del ganado bovino, el cual esta
asociado a tres sindromes clinicos diferentes (Saif, 2004), caracterizandose de forma general
por una rapida diseminacién, afectando tanto a individuos jévenes como adultos, siendo
responsable de grandes pérdidas econdémicas anualmente a nivel mundial (Martinez y col,
2002).

La primera notificacion de este virus ocurri6 en el afio 1972 en los Estados Unidos de
Ameérica, asociado a una enfermedad entérica de los terneros neonatos (Sindrome diarreico
neonatal del ternero) (Mebus y col, (1972); el virus fue purificado de heces fecales diarreicas
de terneros gnotobidticos inoculados experimentalmente, detectandose por microscopia
electrénica y caracterizandose morfolégicamente dentro del grupo de los coronavirus (Stair y
col, 1972); un afio después en 1973 Mebus logré el aislamiento del virus en cultivo primario
de rifiéon de embrién bovino (Mebus y col, 1973a).

Posteriormente en el afio 1975 en Nueva Zelanda se relacion6 a BCoV con un sindrome
diarreico del ganado bovino adulto (Disenteria de Invierno) (Horner y col, 1975), aunque esta
relacion permaneci6 como un enigma durante algunos afios, reportandose por varios
investigadores en diversos paises (Campbell y Cookingham, 1978; Clark, 1993; Van
Kuiningen y col, 1995), lo que fue aclarado en estudios subsiguientes (Smith y col, 1998;
Tsunemitsu y col, 1999), reconociéndose a BCoV como el principal agente etioldgico de la
Disenteria de Invierno (Cho y col, 2001; Saif, 2002; Hasoksuz y col, 2002a; Hasoksuz vy col,
2005; Jeong vy col, 2005a).
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Ademas de infectar el sistema digestivo provocando trastornos entéricos BCoV también posee
tropismo por el tracto respiratorio de donde ha sido recuperado a partir de animales
convalecientes de enfermedad respiratoria (McNulty y col, 1984; Reynolds y col, 1985; Saif y
col, 1986).

En la década de los noventa Storz y col, (1996) comunicaron el aislamiento de BCoV a partir
de muestras de secreciones nasales de bovinos jovenes con signos respiratorios después de
la transportacion, no siendo hasta el afio 2000 cuando se demostro6 a través de los postulados
de Evans su asociacion con la Fiebre de Embarque (Storz y col, 2000a); ratificado en ese
mismo afo cuando Storz y col, (2000b) reportaron que BCoV fue el virus aislado con mayor
frecuencia al estudiar dos epizootias de Fiebre de Embarque en mas de 100 bovinos.

En la actualidad, BCoV resulta endémico de un gran niumero de paises de Europa (Jactel y
col, 1990; Hartel y col, 2004; Dringeliene y col, 2004), Asia (Takamura y col, 2002; Jeong Yy
col, 2005b), Oceania (Beer, 1983) y América (Dea y col, 1995; Jerez y col, 2002), por lo que
puede admitirse su difusién a nivel mundial.

En Cuba este virus no habia sido reportado con anterioridad, a pesar de que se habian
realizado investigaciones para esclarecer la etiologia de la diarrea, tanto del ternero como de
bovinos adultos. A principios del 2004 se comenzaron a presentar en rebafios del pais, brotes
con caracteristicas clinico-epizodticas similares a las descritas para la Disenteria de Invierno,
lo que fue confirmado después de realizarse un diagnéstico de laboratorio que demostré que
BCoV fue el agente etiolégico de estos brotes.

DESARROLLO
Caracteristicas generales del virus.

BCoV es un virus ARN, envuelto; ubicado taxonémicamente dentro de la familia
Coronaviridae, género Coronavirus y orden Nidovirales (Gonzélez y col, 2003); y clasifica en
el segundo grupo de los tres en que se dividen los coronavirus (Knipe y col, 2001; Brandao y
col, 2001), en el cual se incluyen ademas Coronavirus respiratorio humano 0C43, Virus de la
hepatitis murina, Virus de la sialodacrioadenitis y Virus de la encefalomielitis hemoaglutinante
porcina; con los cuales estd muy relacionado desde el punto de vista de sus secuencias
nucleotidicas y reacciones seroldgicas (Saif, 2004).

A principio de los afios dos mil se reporté el hallazgo de un nuevo coronavirus, el cual resultd
ser el agente etiologico del sindrome respiratorio agudo severo (SARS); sin embargo, este
nuevo virus no pertenece a ninguno de los tres grupos reportados hasta el momento (Ksiazek
y col, 2003; Res y Mindell, 2003), lo que incrementa el interés por conocer las propiedades
de los coronavirus.

En suspensiones purificadas de BCoV se han observado consistentemente al microscopio
electrénico particulas esféricas, con un didmetro de alrededor de 120 nm, apreciandose en la
superficie proyecciones dispersas uniformemente, en forma de corona, con un diametro de
alrededor de 12-24 nm. Una envoltura lipoproteica rodea la capsida, de simetria helicoidal,
que posee un didmetro aproximado de 14 a 16 nm (Brandao y col, 2003).
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Debido a la presencia de lipidos esenciales en la envoltura viral el virus se inactiva
rapidamente con solventes organico como éter, cloroformo y deoxicolato de sodio, ademas
con detergentes, como Nonidet P-40. La infectividad es estable a pH 3. El coeficiente de
sedimentacion de la cepa Mebus y LY-138 es de 1.18-1.20g/mL en sacarosa y de 1.24-1.25
g/mL en solucién CsCl (Mebus, 1990).

Figura 1. Microfotografia electréonica
de BCoV. Tomada del Benfield y Saif,
(1990).

Sharpee y col, (1976) y Soto y col,
(1977) investigando  sobre la
termosensibilidad del virus han
planteado que este virus puede
permanecer en congelacibn un
tiempo muy largo, incluso a -20°C
puede resistir mas de dos afios; sin
embargo al calentarlo a 50°C
durante 60 minutos se produjo una
inactivacion total, lo que puede ser
prevenido cuando se incluye MgCl,
IM en el medio durante Ila
é incubacion.

La supervivencia del virus en la naturaleza es muy baja; a temperatura ambiente el virus
disminuye tres logaritmos su titulo durante un periodo mayor de 10 dias, siendo
extremadamente sensible a las altas temperaturas y a las radiaciones solares (Growes,
1982). Se inactiva en fenol al 0.5%, formalina 0.05%, ambos en 30 minutos. La sosa
caustica lo destruye rapidamente al 2%, también muestran una rapida inactivacion por la luz
ultravioleta (Mebus, 1990).

Investigaciones realizadas sobre el genoma del virus han revelado que el mismo esta
compuesto por una molécula de ARN de banda simple, con polaridad positiva (Chang y col,
1994; Chang y Brian, 1996; Yoo y Pei, 2001). Estudios previos, que emplearon electroforesis
en geles de agarosa después del marcaje metabdlico, representaron una molécula de
alrededor de 31 kd de longitud (Cavanagh, 1997; Knipe y col, 2001), lo que fue confirmado al
clonar y secuenciar tres cepas del virus, 98TXSF-110-LUN y 98TXSF-110-ENT (Chouljenko y
col, 2001a) y la cepa Québec (Yoo y Pei, 2001), revelando en todos los casos la presencia en
el genoma viral de trece marcos de lectura abiertos, flanqueados por dos regiones no
codificantes conservadas.

Las proteinas estructurales del virus incluyen una fosfoproteina (N), la cual se encuentra
asociada al acido nucleico viral, conformando la nucleocédpsida (Guy y Brian, 1979). Esta es
una proteina de 52 kd, de forma alargada, flexible, que le confiere una simetria helicoidal a la
nucleocapsida (King y Brian, 1982). Cuando se libera la particula viral, la nucleocapsida
aparece como una cadena tubular extendida con un diametro de 14 a 16 nm (Sturman y
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Holmes, 1983; Daginakatte y col, 1999). La proteina N interactda con la glicoproteina M,
liderando la formacién de particulas virales (Sturman y col, 1980).

Estudios realizados utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra N han demostrado
que esta proteina juega un papel importante en la sintesis de ARN viral, debido a que se
inhibe in vitro la reaccion ARN polimerasa (Deregt y Babiuk, 1987). N también se une a la
membrana celular y a fosfolipidos, facilitando el ensamblaje y formacion de complejos ARN
(Anderson, 1993).

Recubriendo la nucleocapsida, en la parte central del virién, figura la membrana, compuesta
por una glicoproteina (M), de 25 kd, la cual da la forma esférica de la particula viral. El
centro de la particula viral esta unido a la envoltura, la que se forma durante la salida del
virus de la membrana intracelular (Spaan y col, 1988; Narayanan y col, 2000). La
glicoproteina M también atraviesa la capa lipidica de la membrana; dado que la misma es un
componente de la estructura interna del virion y de la envoltura (Armstrong y col, 1984).

Anticuerpos monoclonales contra el dominio externo de la proteina M neutralizan la
infectividad viral, pero solo en presencia del complemento (Locker y col, 1992).

Dos tipos de espiculas se proyectan desde la membrana del virus; la espicula mas larga mide
alrededor de 20 nm, la cual es una glicoproteina (S), sumamente pesada, su masa molecular
es de alrededor de 180 kd (Yoo y Deregt, 2001). Esta proteina contiene dos regiones
hidrofébicas caracteristicas: una, el extremo N-terminal, que funciona como una simple
secuencia y la otra, el extremo C-terminal, que funciona como un ancla a la membrana (Yoo
y col, 2000), dando lugar a dos subdominios, S1 y S2 (Knipe y col, 2001).

El subdominio S1 incluye la porcion N-terminal, la mitad de la molécula y forma la porcién
globular de la espicula. Esta contiene la secuencia que es responsable del ligamiento a los
receptores especificos de la membrana de la célula susceptible. La secuencia de S1 es
variable, ocurriendo mutaciones en diferentes cepas o aislados (Fazakerley y col, 1980;
Naylor y col, 2001). Estas mutaciones en la secuencias de S1 han estado asociadas con
alteraciones antigénicas y en la patogenicidad del virus (Hingley y col, 1994; Yamada y col,
2000; Vabret y col, 2001).

El subdominio S2 representa la porcion C-terminal de la proteina y en contraste sus
secuencias son mas conservadas y posee una estructura enrollada (De Groot y col, 1987),
constituyendo el tallo de la espicula viral (Luo y Weiss, 1998).

Investigaciones realizadas por Collins y col, (1982) y Fleming y col, (1983) empleando
anticuerpos monoclonales dirigidos contra S neutralizaron la infectividad viral, debido a que S
se une a los receptores celulares permitiendo la penetracién del virus (Kubo y col, 1994;
Hingley y col, 1994) induciendo fusién de la envoltura viral con la membrana de la célula
hospedera y fusion célula-célula (De Groot y col, 1989; Taguchi, 1993). La proteina S de
BCoV puede también unirse a 9-0-acido acetil neuroaminico y posee actividad
hemoaglutinante (Vlasak y col, 1988; Schultze y col, 1991a).

La mas corta de las dos espiculas del virus es denominada hemoaglutinina esterasa (HE), una
glicoproteina que posee una masa de 65 kd (Kienzle y col, 1990). La presencia o ausencia de
esta proteina es altamente variable, sufriendo mutaciones frecuentemente durante pases
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sucesivos en cultivo de tejidos (Schultze y col, 1991b), lo que sugiriere que la proteina HE no
es esencial para la replicacion viral.

Tanto la proteina S como la proteina HE se unen a residuos del 9-0-4cido acetil neuroaminico
(Schultze y col, 1991; Schultze y Herrler, 1992), contribuyendo a la actividad de
hemoaglutinacion y hemoadsorcion del virus. HE posee actividad acetil esterasa que cliva
grupos acetil del 9-0- 4cido acetil neuroaminico (Vlasak y col, 1988; Klausegger y col, 1999);
por consiguiente previene o revierte la hemoaglutinaciéon o la hemoadsorcién inducida por S o
HE.

En este contexto existe contradiccion en la literatura. El reporte de Soto y col, (1977) indica
gue la hemoaglutinacién ocurre a 4 °C, a temperatura ambiente y a 37 °C. Por su parte Ellens
y col, (1978) reportaron la habilidad del virus de hemoaglutinar a 4 °C pero eluir a 37 °C. La
relevancia de este hallazgo radica en que aislados de BCoV britanicos eluyen eritrocitos de
ratas a 37 °C, sin embargo la cepa Mebus no lo hace. Estas diferencias permiten distinguir
entre cepas (Gorwes, 1982).

Sharpee y col, (1976) reportaron que el virus aglutina eritrocitos de ratas, ratones y hamster,
pero no aglutina eritrocitos de gato, perro, chivo, carnero, bovino, equino, pavo, curiel,
conejo, ganso, cerdo y humano. Soto y col, (1977) confirmaron estos datos, pero
encontraron que utilizando eritrocitos de pollo la aglutinacion es dudosa.

La envoltura viral también contiene la proteina E, la cual esta presente en mucho menos
cantidad que otras proteinas de la envoltura (Venneman y col, 1996); esta proteina posee
una masa de 8 kd (Yu y col, 1994; Kuo y Masters, 2003) y junto con la proteina M participan
en la salida de los viriones (Venneman y col, 1996).

Replicacion viral.

Schultze y col, (1991b) y Schultze y Herrler, (1992) refieren que la adsorcién del virus a la
membrana plasmatica de la célula diana ocurre por medio de la glicoproteina HE, la cual se
une al 9-0-acido acetil neuroaminico, comidn en macromoléculas de la membrana.
Experimentos que realizaron la extraccion enzimatica del 9-0-acido acetil neuroaminico de
membranas celulares o el tratamiento del virus con anticuerpos monoclonales contra HE,
demostraron una inhibicién de la infeccién del virus, pero no la bloquean completamente,
sugiriendo que la unién de HE y el 9-0-acido acetil neuroaminico es necesaria para facilitar la
infeccion del virus (Deregt y Babiuk, 1987).

La inhibicion por disopropilfluorofosfato de la actividad esterasa de HE también reduce la
infectividad del virus, sin embargo esta actividad esterasa probablemente esta relacionada
mas bien en la liberacién y entrada porque recién sintetizado los viriones quizas atrapados
por residuos del acido sialico en moléculas de la superficie celular requieren esterasa para ser
liberados (Schultze y Herrler, 1992).

Después de la unién del virus al receptor especifico, este penetra en la célula, paso que
involucra a la proteina S, la cual induce fusion de la envoltura viral con la membrana
plasmatica o la membrana endosomal. El pH 6ptimo exhibido por BCoV para este evento esta
alrededor de lo neutral o ligeramente alcalino (Li y Cavanagh, 1992), lo que sugiere que este
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virus puede causar fusion de la envoltura viral con la membrana del plasma a pH fisiolégico
en el ambiente extracelular (Payne y Storz, 1988).

Una vez ocurrido el desnudamiento a nivel del citoplasma, el acido nucleico del virus actua
como ARN mensajero y es traducido en una poliproteina de alrededor de 800KD (Stephensen
y col, 1999), la cual es procesada co- y post- traduccionalmente; precursora de la polimerasa
y otras proteinas virales que participan en la sintesis del ARN viral (Knipe y col, 2001).

La polimerasa usa los productos del ARN gendmico como plantilla para la sintesis de ARN
subgendmico de sentido negativo, el que es a su vez usado para sintetizar ARN gendmico y
ARNmM subgendémico; ambos de polaridad positiva (Spaan y col, 1983). Cada uno de los
ARNmM es traducido en una sola proteina e incluyen las estructurales N, M, E, Sy HE y
proteinas no estructurales (NS2 y NS4) (Knipe y col, 2001).

Con el empaquetamiento del ARN gendmico progenie y el ensamblaje de los viriones, que
ocurre en el reticulo endoplasmatico y en Golgi el ciclo viral entra en su etapa final. Los virus
alcanzan el compartimiento extracelular por transporte vesicular o exocitosis (Schultze y col,
1991b; Griffiths y Rottier, 1992).

Diversidad bioldgica.

La diversidad de sindromes clinicos a los que esta asociado BCoV ha dado al traste con la
realizacion de investigaciones encaminadas a esclarecer las relaciones existentes entre cepas
del virus aisladas a partir de procesos entéricos y respiratorios, tanto en individuos jovenes
como adultos.

Hasta el momento ha sido identificado un solo serotipo del virus (Saif, 2004). En estudios
iniciales desarrollados con cepas aisladas en diferentes epizootias se observé que la cepa LY-
138 reaccion6 en ensayos de inmunoprecipitacion con antisueros de la cepa Mebus y cepas
aisladas en Inglaterra y Dinamarca y por pruebas de inmunofluorescecia e inhibicién de la
hemoaglutinacién con la cepa Mebus (Gorwes, 1982). De igual forma la cepa Kakegawa
aislada en Japon reacciond por IHA y seroneutralizacion con antisueros de cepas de diarrea
neonatal obtenidas en los Estados Unidos (Espinasse y col, 1990).

Con la utilizacion de ensayos mas discriminatorios como las pruebas de seroneutralizacion
utilizando anticuerpos monoclonales, las pruebas de protecciéon cruzada in vivo y la
secuenciacion, empleando cepas aisladas a partir de diversos cuadros clinico se han
observado diferencias entre aislados (Chouljenko y col, 2001b; Miyaki y col, 2001; Whelan y
col, 2001).

Resultados de estudios comparativos indican que el virus se multiplica en el tracto intestinal y
respiratorio de terneros gnotobidticos privados de calostro (Saif y col, 1986). Sin embargo,
Storz y col, (1996) y Hasoksuz y col, (1999) reportaron que cepas de BCoV aisladas de
procesos respiratorios difieren desde el punto de vista biolégico y antigénico de cepas de
BCoV aisladas a partir de cuadros entéricos; mientras que otros autores reportan la no
existencia de diferencias entre cepas respiratorias y entéricas de BCoV (Reynolds y col, 1985;
Tsunemitsu y col, 1991).

7
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Fukotomi y col, (1999) encontraron que aislados de BCoV a partir de procesos respiratorios y
entéricos en bovinos adultos con Disenteria de Invierno pertenecen a grupos antigénicos
diferentes, de acuerdo con la reactividad de anticuerpos monoclonales contra la glicoproteina
S. Sin embargo en otro reporte Zhang y col, (1994) encontraron que una cepa de BCoV
aislada a partir de enfermedad respiratoria fue genéticamente similar a un aislado obtenido
de proceso entérico con 98,7% de nucledétidos similares al secuenciar el gen de la espicula en
ambos aislados.

Otros reportes indican que terneros recuperados de infeccion con cepas de BCoV aislados de
procesos entéricos en terneros y de Disenteria de Invierno en adultos respectivamente,
fueron protegidos del desafio con cepas de diarrea neonatal y Disenteria de Invierno de BCoV
asociadas a diarrea (Saif y col, 1986), pero hubo eliminaciéon de BCoV en secreciones nasales,
detectado en 2 de los 4 terneros (El-Kanawati y col, 1996).

Tsunemitsu y col, (1999) demostraron que cepas de BCoV obtenidas de terneros con diarrea
neonatal pueden causar el cuadro entérico en bovinos adultos, mientras que cepas de BCoV
obtenidas de animales adultos con disenteria de invierno pueden causar la enfermedad en
terneros, lo que permitié en ambos casos estar protegidos del desafio con cepas del virus
asociadas a diarrea.

En experimentos mas recientes Cho y col, (2001) comunicaron la existencia de proteccion
cruzada entre terneros inoculados experimentalmente con cepas de BCoV aisladas a partir de
enfermedad respiratoria, diarrea neonatal y disenteria de invierno respectivamente, los cuales
fueron resistentes al posterior desafio con cepas de BCoV asociada a diarrea.

Existen varios reportes de la utilizacion de métodos moleculares aplicados al estudio de BCoV
(Zhang y col, 1994; Kourtesis y col, 2001; Koljesar y Yoo, 2001; Brandao y col, 2003) donde
se demuestra la utilidad de estos para la identificacion individual y el analisis filogenético de
las cepas involucradas en diferentes brotes, asi como para comprender la patogénesis,
evolucion y diseminacion del virus.

Para el estudio molecular de cepas y aislados de BCoV se han empleado diversos
procedimientos, como analisis de patrones de enlazamiento de anticuerpos monoclonales
(Gelinas vy col, 2001; Yoo y Deregt, 2001), de enzimas de restriccibn y de secuenciacion
nucleotidica (Cho y col, 2001; Chouljenko y col, 2001a; Hegyi y col, 2002).

Entre estos procedimientos la mayor discriminacion se reporta con los datos obtenidos del
analisis de secuenciacion (Woo y col, 2005) los cuales posibilitan que los analisis
epizootioldgicos se sustenten en un mayor conocimiento del genoma del virus, basados en la
posibilidad de secuenciar los acidos nucleicos, asi como establecer relaciones filogenéticas.

Un ejemplo de lo anteriormente planteado lo constituyen los trabajos de Chouljenko y col,
(2001a) quienes compararon las secuencias del genoma de dos aislados de BCoV, entérico y
respiratorio, obtenido de un individuo con Fiebre de Embarque, demostrando que los dos
aislados diferian en 107 posiciones de las 31028 del genoma, lo cual se tradujo en cambios
en 24 aminoacidos, que pudiera contribuir a modular cambios genotipicos en aislados de
BCoV.
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Resultados similares fueron reportados por Hasoksuz y col, (2002b) quienes encontraron
diferencias entre aislados de BCoV asociados a enfermedad respiratoria y entérica, al
secuenciar la subunidad S1 del gen que codifica para la glicoproteina S, encontrandose
cambios en 42 aminoé&cidos, lo que confiere diferencias significativas en la prediccion de la
estructura secundaria de esta proteina en aislados respiratorios con respecto a asilados del
virus de procesos entéricos, lo que sugiere que existen diferencias a nivel genético entre
aislados de BCoV respiratorios y entéricos.

Manifestaciones clinicas.

La enfermedad en terneros fue descrita en una serie de reportes de Mebus y sus asociados
(Mebus y col, 1973b; Mebus y col, 1975) y por Doughri y Storz, (1977), en todos los estudios
en terneros inoculados experimentalmente el periodo de incubacién varia entre 18-24 horas,
caracterizandose el cuadro clinico por la presentacion de diarreas liquidas, amarillas,
dependiendo el volumen de la cantidad de leche ingerida; de 12-24 horas después los
terneros muestran tener hambre e ingieren mas leche y contindan con diarreas que pueden
contener mucus y restos de sangre, las diarreas persisten durante 5-6 dias. También se
observa una severa deshidratacion después de 48-62 horas de comenzar las diarreas
(Gorwes, 1982).

a a
Figura 2. a) diarreas amarillas, b) diarreas con coagulos de sangre. Terneros inoculados
experimentalmente con una cepa enteropatogénica de BCoV.

La enfermedad natural cursa con diarreas liquidas profusas que pueden persistir durante 2-6
dias, anorexia, pirexia y deshidratacion; algunos terneros contienen restos de sangre en sus
heces. La morbilidad y mortalidad son altas y terneros con diarreas sanguinolentas pueden
experimentar una hipovolemia a pocas horas de haber comenzado los signos clinicos (Mc.
Arthur, 1997).

En terneros inoculados por via nasal y traqueal se ha observado infeccidn respiratoria
acompafada de diarreas (Mebus, 1990), presentandose al inicio en una rinitis con tos y

9
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fiebre, debilidad, inapetencia, lagrimeo y secrecién nasal serosa, la cual concluye con una
traqueitis (El-Kanawati y col, 1996). La enfermedad dura alrededor de 1-2 semanas (Cho y
col, 2003).

En bovinos adultos la enfermedad se caracteriza por una elevada morbilidad (50-100%)
aunque la mortalidad es baja (1-2%) (Collins y col, 1987). Clinicamente se manifiesta con
severas diarreas liquidas, fétidas, que algunas veces contiene sangre y mucus (Tsunemitsu y
col, 1999), decrecimiento de la produccion lactea que puede ir desde un 25 a un 95%
(Martinez y col, 2002), depresién, anorexia y algunas veces tos y/o descargas nasolagrimales
(Callan, 2005).

En algunos casos observamos coélicos leves, otros animales pueden tener aspecto
enflaquecido; si la diarrea es grave o persistente por mas de un dia podra ocurrir
deshidratacion, siendo la pérdida de peso evidente (Millaje y col, 1995).

Frecuentemente estd presente o aumentada la sed, siguiendo la diarrea que puede ir desde
una consistencia pastosa hasta francamente liquida y en muchos casos con abundante
presencia de sangre; la cantidad de sangre puede variar desde pocas, invisibles, a grandes
coagulos, pudiendo estar uniformemente mezclada con las heces (Rogan y col, 1995).
Algunos sintomas respiratorios leves pueden ocurrir consistiendo en secreciones
nasolagrimales serosas y tos suave que también puede ser observada precediendo la diarrea
(Heckert y col, 1991).

El periodo de incubacién puede variar de 2 a 8 dias en los animales afectados de forma mas
grave (Espinasse y col, 1990). La incidencia de diarrea de forma explosiva con surgimiento de
los sintomas se aprecia entre el 10 a 15% de los animales en el primer dia, el segundo dia del
20 a 40% de los animales son afectados hasta alcanzar el 100% del rebafio; tipicamente
dentro de dos semanas del inicio de la diarrea, todos los animales se recuperan; en grandes
rebafios la duracion se puede prolongar de 6 a 8 semanas (Heckert y col, 1991).

Caracteristicas anatomo e histopatoldgicas.

Al realizar la necropsia en terneros con cuadro entérico sacrificados entre 24-48 horas post-
inoculacion, las lesiones no son tan evidentes; después de este tiempo y con el incremento de
las diarreas, comienza aprecidndose el estobmago distendido con leche coagulada en su
interior (Kapil y col, 1991).

A lo largo del intestino se puede observar dilatacion, flacidez y el aumento del contenido
liquido, de color amarillo; los terneros muestran signos de deshidratacion, también se
observa con frecuencia trastornos circulatorios, basicamente congestion y hemorragias
petequiales en ciego y colon espiral; los ganglios linfaticos mesentéricos se observan
aumentados de tamafio (Mebus y col, 1973b).

Durante la infeccion natural usualmente pueden aparecer otras lesiones producto de
infecciones mixtas (Langpap y col, 1979; Mebus, 1990).
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Figura 3. a) estdbmago distendido, b) intestinos aumentados de tamafio, hiperémicos, con
presencia de contenido de color amarillo. Terneros inoculados experimentalmente con una
cepa enteropatogénica de BCoV.

Microscopicamente el examen de intestinos de terneros sacrificados a diferentes intervalos
después de la diarrea revela los siguientes cambios: en las primeras horas las células del
epitelio del intestino delgado y el epitelio del colon pueden estar con su morfologia fisioldgica,
pero hay muchos antigenos virales en su superficie (Kapil y col, 1991); durante esta fase de
la infeccion del virus puede ser detectada por técnicas inmumohistoquimica (Zhang y col,
1997), en el epitelio del intestino delgado, el colon, la traquea y los pulmones (Kapil y col,
1991).

Cuando la enfermedad progresa las células del epitelio del intestino delgado y del colon
cambian por células cuboidales con presencia de vacuolas y las células vecinas se ven
fusionadas, lo que termina con la destruccion del epitelio, mostrandose una marcada atrofia
(Mebus, 1990; Kapikian, 1994).

En estudios realizados por Garwes, (1982) se cuantificd la atrofia producida en el intestino
delgado, apreciandose una relacién de 1 en los individuos inoculados experimentalmente con
BCoV comparado con los controles en los cuales el valor de esta relacion fue de 5.3.

En bovinos adultos el intestino delgado se encuentra dilatado y flacido, pudiendo observarse
un contenido oscuro y fluido, algunas veces mezclado con mucus y sangre (Espinasse y col,
1990). También con frecuencia pueden observarse lesiones inflamatorias con presencia de
exudado catarral, sangre en la serosa, edema en la pared intestinal y mucosa congestionada
(Kapil y Austin, 2000). En el colon las lesiones consisten en hemorragias petequiales y
lineares, apreciando un acortamiento de la superficie de la mucosa (Merck, 2003).

Las lesiones microscopicas en bovinos adultos son mas evidentes en el colon donde las
criptas del epitelio exhiben degeneracién, necrosis y atrofia; también se aprecia con
frecuencia hemorragias petequiales, que pueden observarse también a lo largo de la mucosa
del intestino delgado (Beer, 1983).
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En el tracto respiratorio las lesiones pueden extenderse hasta la parte posterior de la cavidad
nasal; en la traguea se observa congestion, hemorragias petequiales y exudado serofibrinoide
(Espinasse y col, 1990); mientras que desde el punto de vista histopatolégico en el tracto
respiratorio se observan cambios consistentes en bronquiolitis y alviolitis (Storz y col, 2000b).

Patogenia.

El virus ingresa en el organismo normalmente por ingestiéon o inhalacién. Cuando la puerta de
entrada es la via enterdégena el virus infecta células epiteliales del intestino delgado y el
colon, donde hace una replicacion local, la cual produce atrofia de las vellosidades; debido a
esto las enzimas situadas en la membrana de las células epiteliales, especialmente las del
intestino delgado no atacan de manera suficiente al alimento ingerido (Mebus, 1990).

La degeneracion de las células epiteliales provocadas por el virus motivan la insuficiente
absorcion de agua y electrolitos, e incrementan la funcién secretora y con ello se
desencadena el cuadro clinico de la diarrea, lo que lleva a la deshidratacion, acidosis e
hipoglicemia; pudiendo provocar a la muerte, sobre todo en terneros (Mc. Arthur, 1997).

En individuos recuperados de la infeccion las criptas del epitelio de la mucosa intestinal
pueden recuperarse y eventualmente volver a su funcionamiento fisiolégico (Espinasse y col,
1990). En estudios realizados por Mebus, (1990) durante las primeras horas de las diarreas
las heces fecales pueden contener 10 particulas infectivas por mL.

Cuando la puerta de entrada es por las vias respiratorias el virus infecta el epitelio
respiratorio, fundamentalmente a nivel de vias superiores (Mc. Arthur, 1997), diseminandose
desde el punto de entrada hacia las regiones vecinas, ocasionando una inflamacién de las vias
respiratorias altas y/o una conjuntivitis (Storz y col, (2000a).

Storz y col, (2000b) aislaron el virus a partir de fragmentos de pulmones de individuos con
enfermedad respiratoria, encontrando entre 1 x< 10° y 1.2 x 10’ unidades formadoras de
placas por gramo de tejido pulmonar.

Epizootiologia.

Las manifestaciones clinicas de las infecciones por BCoV solo ocurren en bovinos (Mebus,
1990), siendo susceptibles animales de todas las edades; sin embargo terneros de 1 dia de
edad hasta 3 semanas son los mas sensibles de padecer el cuadro entérico, mientras que los
mayores de 3 semanas son resistentes a la infeccion (Jaynes y col, 2004).

Los individuos jévenes son mas sensibles a desarrollar la infeccion respiratoria (Heckert y col,
1991), apareciendo cuadros clinicos con una mayor frecuencia en individuos entre 6-10
meses (Martin, 1985), sobre todo en aquellos casos asociados a estrés de transportacion (Lin
y col, 2000), mientras que en animales mayores de 2 afios es mas frecuente el desarrollo de
cuadros entéricos (Espinasse y col, 1990).

Experimentalmente han sido inoculados cerdos gnotobidticos con BCoV sin mostrar signos
clinicos (Mebus, 1990), mientras que en pavos gnotobidticos se logré reproducir el cuadro
entérico y respiratorio (Saif, 2002). Gatos, perros y otros animales han sido descritos como
potenciales portadores del virus pero sin presentar manifestaciones clinicas (Gorwes, 1982).
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El virus es altamente contagioso y tiende a propagarse rapidamente, existiendo una mayor
incidencia en los meses de invierno (nobiembre-abril), ya que el mismo es sensible a la luz
solar y a las altas temperaturas (White y col, 1989; Smith y col, 1998).

También pueden jugar a un papel importante en iniciar la enfermedad la simultaneidad de
una serie de factores de riesgo, como son, los de tipo estresantes, tales como los cambios en
la dieta, deficiencias en el manejo de la masa, aumento de la densidad del rebafio, etapa
periparto, lactacion o grandes fluctuaciones de las temperaturas (Tsunemitsu y col, 1999). El
estatus inmunoldgico del rebafio y las infecciones mixtas con otros microorganismos pueden
contribuir a desencadenar la enfermedad (Smith y col, 1996; Smith y col, 1998).

El promedio de morbilidad, en general, es elevado, oscilando entre 50-100% (Mc. Arthur,
1997), pudiendo afectarse animales de diferentes edades (Takahashi y col, 1980). Es comuUn
ver a la madre y a la cria afectadas a la vez entre 2 o 3 dias después del parto (Espinasse y
col, 1990). A pesar de que la morbilidad suele ser alta la mortalidad en adultos no sobrepasa
el 10% (Carman y Hazlett, 1992), no siendo asi en terneros que puede alcanzar hasta el 50%
(Mc. Arthur, 1997).

Son considerados fuentes de infeccién los animales enfermos o los portadores asintométicos
del virus que pueden ser los propios bovinos, sobre todo vacas adultas que lo eliminan en
época periparto (Martinez y col, 2002), también los perros u otros animales e incluso el
propio hombre son vehiculizadores (Mebus, 1990).

Las fuentes de infeccibn secundarias mas importantes las constituyen la leche, ya que se
eliminan grandes cantidades de virus (Langpap y col, 1979; Rodak y col, 1982), las
secreciones respiratorias (Lin, y col, 2000; Lin, y col, 2002; Hasoksuz y col, 2005), las heces
fecales (Cho y col, 2003; Cho y col, 2004), los alimentos y el agua de bebida contaminados
con los restos de heces fecales, ademas de las instalaciones, utensilios de trabajo, cadaveres,
etc. (Mebus, 1990).

La transmision del virus puede ocurrir a través de varias vias; transmision respiratoria, la cual
se realiza a través del aire entre lugares cercanos, ya que el virus puede salir por las
secreciones nasales, incorporarse al aire y vehiculizarse por medio de este (Storz, 1998),
transmision oral o enterdgena, con alimentos o agua contaminadas con el virus o a través de
la leche infectada de la madre (Langpap y col, 1979) y la transmision por contacto directo
entre los animales infectados (Reynolds y col, 1985).

Criterios diagnésticos.

El diagnéstico de BCoV basado en el cuadro clinico y las lesiones que se presentan en los
animales no es el recomendado, aunque en ocasiones suministran la base para un diagndstico
presuntivo unido a elementos epizoo6ticos tales como: la época del afio, el aumento en la
densidad de la masa basica, la historia del rebafio con relacién a la enfermedad, entre otros
aspectos. No obstante, la confirmacion del diagnoéstico es imprescindible realizarla a partir de
la deteccidon de antigenos virales y/o seroconversion (Smith y col, 1998).
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La toma de muestra es uno de los aspectos mas importante del diagnéstico, en dependencia
de una correcta toma y conservacion de las muestra se lograra la supervivencia del virus,
teniendo en cuenta aspectos como la sensibilidad del mismo a las altas temperaturas, lo que
garantizara una excelente efectividad y rapidez diagndstica (Hasoksuz y col, 2005).

En individuos con cuadros entéricos la muestra ideal resulta la diarrea, en un periodo de 1-4
dias después del comienzo, la cual debe enviarse inmediatamente de colectada al laboratorio
de virologia animal, envasada en frascos estériles sellados y transportados en neveras
virolégicas con hielo (Gaber y Kapil, 1999). En el caso de signos clinicos respiratorios se
recomienda hacer un exudado de la mucosa nasal (Storz y col, 2000a).

Los organos de eleccion para la deteccion viral son fragmentos de intestino delgado,
fundamentalmente yeyuno e ilion, ademas de colon, recto, ganglios linfaticos mesentéricos,
traquea, glandulas nasales y pulmones (Kapil, 2005).

Para la demostracion de la seroconvercion se deben tomar muestras de sangre sin
anticoagulante o suero en el momento de la infecciéon y de 7 a 14 dias después (Lin y col,
2000; Lin y col, 2002).

Deteccioén de virus.

Inicialmente la deteccion de BCoV se basaba en la purificacién del virus a partir de muestras
de heces fecales diarreicas y el empleo de microscopia electrdonica, pero posteriormente con
la adicion de tripsina a cultivos celulares se logré el aislamiento del virus (Murphy y col,
1999).

Para el aislamiento primario de muchas cepas del virus se emplean en la actualidad una
variedad de células animales y humanas, aunque existen cepas no susceptibles a la
multiplicacién en cultivos celulares (Gorwes, 1982; Pratelli y col, 2000).

Entre los cultivos primarios empleados figuran, los de rinidn de embridén bovino, rifidn bovino,
intestino de terneros, traquea bovina, cultivo fetal de traquea de ternero, cultivo fetal de
pulmdn bovino y pulmoén de hamster (Akashi y col, 1981;Toth, 1982).

Figura 4. Cultivo primario de rifién de ternero, inoculados con BCoV y tefiidos con Giemsa. a)
control de célula, b) células redondeadas formando sincitios.
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Aislados del virus se han propagado en varias lineas celulares como, BEK-1 (rifién de embrion
bovino), VERO (rifibn de mono verde africano), MDBK (Madin-Darby rifién bovino), (Mebus,
1990; Matsumoto y col, 2005), PK-15 (riidn porcino), D2BFS (bazo de embrién bovino), BEL
(pulmén de embrién bovino) y HRT-18 (tumor rectal humano) (Jerez y col, 2005). En la
actualidad para el aislamiento primario se utiliza la linea celular HRT-18, la mas sensible para
el aislamiento primario (Daginakatte y col, 1999).

En todos los casos el virus se caracteriza por la producciéon de efecto citopatogénico,
basicamente redondeamiento y formaciéon de sincitios y el mismo puede ser identificado por
hemoaglutinaciéon y seroneutralizacion (Benfield y Saif, 1990).

El aislamiento por inoculacién de terneros es muy sensible (Cho y col, 2003) pero es costoso
y consume mucho tiempo y la infeccién es confirmada por reaislamiento del virus en cultivos
celulares. En los individuos que sobreviven, la infeccion puede ser confirmada por la
respuesta inmune de los terneros inoculados (Cho y col, 2004).

La deteccibn de antigenos virales por técnicas inmunohistoquimicas como
inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa en cortes criostaticos de o6rganos afectados,
utilizando un panel de anticuerpos monoclonales, disponibles a nivel comercial, puede brindar
una respuesta rapida y sencilla (Kapil, 2005).

El empleo de la Hemoaglutinacion (HA) de eritrocitos de Hamster a partir de muestras de
heces fecales, seguido de la Inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA) (Kapil, 1999; Brandao y
col, 2002) y los ensayos inmunoldgicos ligados a enzimas (ELISA) han sido descritos,
demostrando ser métodos rapidos para la deteccién de BCoV, los cuales resultan adecuados
para ensayos a mayor escala y son de facil manipulacion; siendo el ELISA donde se obtienen
los mejores resultados Ellens y col, (1978).

El método de Transcripcion reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR) ha sido desarrollado para la deteccién de BCoV (Tsunemitsu y col, 1999; Takiuchi y col,
2005) y se debe sefialar que ademas de ser rapido, es simple y muestra elevadas sensibilidad
y especificidad (Cho y col, 2001; Brandao y col, 2003).

El ensayo de RT-PCR ha demostrado ser mas sensible que el ELISA y permite detectar
pequefias concentraciones del virus (Cho y col, 2001).

Deteccion de anticuerpos.

La serologia es el método de seleccidén para la vigilancia de un area aparentemente libre de la
enfermedad. Ademas constituye una herramienta necesaria en la producciéon y evaluacion de
vacunas y en la determinaciéon de los niveles de inmunidad de la masa sometida a vacunacion
(Takamura y col, 2002).

El diagndstico de BCoV basado en la serologia es de gran utilidad, debido a que los
anticuerpos generados por los individuos en respuesta a la infecciébn aparecen en estadios
tempranos de la enfermedad; en este sentido Mebus, (1990) plantea que en individuos
inoculados experimentalmente con BCoV la respuesta de anticuerpos neutralizantes aparece
entre 7-8 dias después de la exposicion.
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Lin y col, (2002) al estudiar una epizootia de Fiebre de Embarque causada por BCoV
reportaron que en la infeccion natural la respuesta de anticuerpos neutralizantes e inhibidores
de la hemoaglutinacion aparece entre los 7 y 14 dias después de la exposicion.

Entre los principales ensayos que se emplean para la deteccidén de anticuerpos figuran los test
de ELISA, Seroneutralizacion e IHA; con resultados que satisfacen los requisitos de
sensibilidad y especificidad (Smith y col, 1998; Lin y col, 2001; Lin y col, 2002).

Prevencién y control.

Como parte de las medidas contraepizoo6ticas de prevencion debemos contemplar las de
caracter zootécnico, que implican un adecuado régimen nutritivo de acuerdo a la categoria,
raza, edad, etc., fundamentalmente en terneros, donde el consumo de calostro es de vital
importancia, debido a la presencia de anticuerpos que pueden generar una proteccion,
ademas se debe impedir cualquier circunstancia que provoque situaciones de estrés (Martinez
y col, 2002).

En los territorios no afectados de paises afectados, las medidas deben estar encaminadas
fundamentalmente a evitar la introduccién de animales provenientes de &reas afectadas
(Martinez y col, 2002), dependiendo la prevencion, de los procedimientos de aislamiento de
los animales y de desinfeccién durante la epizootia y de la aplicacibn de programas de
vacunacion (Espinasse y col, 1990).

En los paises afectados se han desarrollado diferentes tipos de vacunas para la proteccién de
los rebafios no afectados clinicamente de la enfermedad, asi, se han elaborado y
comercializado, para la aplicacion tanto a terneros como a individuos adultos, lo que
garantiza una adecuada proteccién (Takamura y col, 2002).

En este sentido se ha comprobado que la administracion oral de BCoV atenuado en terneros
permite una resistencia al desafio post-inoculacibn 96 horas después. Investigaciones
realizadas por Mebus, (1990) demostraron que a partir de 6-7 dias post-inoculacion
anticuerpos neutralizantes como inmunoglobulina (Ig) M y A aparecen en el lavado del lumen
intestinal con altos titulos a los 10 dias post-inoculacién, los cuales persisten, mientras que
los anticuerpos circulantes aparecen de 7-8 dias post-inoculacion. Por lo tanto la resistencia a
la infeccion por BCoV es primordialmente por la presencia de anticuerpos en calostro y/o en
leche o por la produccién activa de Ig M e Ig A en el lumen intestinal.

La vacunacion oral en terneros induce una inmunidad activa, sin embargo el problema con la
vacunacion oral es el engranaje de la vacunacién en relacidon con la ingestion de calostro y los
anticuerpos en el calostro. La interferencia entre anticuerpos calostrales y vacunas atenuadas
puede ser superada por la vacunacion de terneros en el Utero. BCoV atenuado inoculado en el
fluido amnidético de 7-8 meses en el feto no causa efectos adversos y se observé circulacion
de anticuerpos (Mebus, 1990).

La vacunacion de vacas antes del parto genera un incremento de anticuerpos en calostro y
leche y reduce la incidencia y/o la severidad de los signos clinicos en las crias (Mebus, 1990).
En este sentido Takamura y col, (2002) elaboraron una vacuna obtenida en cultivo de tejido
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inactivada con Triton X-100 y adyuvada en aceite, obteniendo excelentes resultados en
cuanto a los niveles de inmunidad generados en vacas y su transmisién a las crias.

En general la inmunidad generada después de la exposicion al virus puede ser protectiva de 6
meses a 2-3 afios (Espinasse y col, 1990), con titulos entre 64-256 por seroneutralizaciéon y
alrededodor de 256-512 por IHA (Lin y col, 2001; Lin y col, 2002).

En cuanto a las medidas contraepizodticas de recuperacion el primer paso a dar en los brotes
de la enfermedad es la cuarentena del area afectada para impedir su propagacion hacia las
areas no afectadas. En el foco de la enfermedad se debe proceder al aislamiento de los
animales clinicamente afectados de los sanos. La mayoria de los animales afectados por BCoV
se recuperan espontaneamente entre 7-14 dias sin tratamientos especificos quedando
portadores que eliminan el virus por periodos prolongados, los que constituyen una fuente
potencial para futuras infecciones (Martinez y col, 2002).

Proyecciones

El uso de la tecnologia de genes recombinantes por la industria de vacunas, ha revolucionado
la generacién de antigenos, proporcionando mas eficacia en la proteccion de humanos y
animales contra patdégenos bacterianos y virales, debido a que éstas vacunas, sélo contienen
los componentes necesarios para la inducciéon de respuesta protectiva (Lamphear y col, 2002;
Osorio y Ghiasi 2005; Odedn, 2005).

En este contexto, en los ultimos afios se ha avanzado mucho en la busqueda tanto de
sistemas de expresion de genes foraneos, como de antigenos, expresados en diferentes
sistemas (Harakuni y col, 2005). Numerosos estudios han demostrado que epitopes virales y
subunidades de toxinas bacterianas pueden ser expresados y procesados correctamente en
células de levaduras, bacterias, plantas, mamiferos e insectos (Song y col, 2004; Dong y col,
2004; Fujii y col, 2004). Estas proteinas recombinantes inducen respuesta inmune y le
confieren excelentes ventajas a las tecnologias de las vacunas actuales, incluyendo una
creciente seguridad, economia, estabilidad, versatilidad y eficacia (Streatfield y col, 2001;
Kang y col, 2004).

Por otra parte, dado que en estas vacunas pueden incorporarse "marcadores", hace posible
diferenciar los anticuerpos producidos en respuesta a la vacuna de aquellos causados por una
infeccion natural, aumentando la eficacia de los programas de lucha y control de dichas
enfermedades (Odedn, 2005).

Los virus de la familia Coronaviridae han sido utilizados tanto para la expresion de sus
estructuras proteicas relacionadas con la induccién de anticuerpos neutralizantes, expresados
en diferentes sistemas (Tuboly y Nagy, 2001) como para el desarrollo de sistemas de
expresion de genes foraneos (Enjuanes y col, 2003).

Las vacunas recombinantes ya han sido desarrolladas con éxito en el virus de gastroenteritis
transmisible del cerdo, a través de la expresion del gen que codifica para la glicoproteina S en
diferentes sistemas. Tuboly y Nagy, (2001) expresaron el gen que codifica para la
glicoproteina S, utilizando como vector el serotipo 5 de adenovirus, generando una respuesta
inmune de anticuerpos neutralizantes de 6-7 dias post-inoculacién. Por su parte Lamphear y
col, (2002) y Streatfield y col, (2001) reportaron la expresion del gen que codifica para la
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glicoproteina S en sistemas de plantas, especificamente en maiz transgénico, con lo cual
generaron una respuesta inmune protectora en cerditos.

También en el ganado bovino se han desarrollado este tipo de vacunas, con las cuales se han
obtenido excelentes resultados. Experimentos realizados con vacunas de subunidades
proteicas contra Herpesvirus bovino (IBR) han demostrado brindar adecuada proteccion,
ofreciendo un alto potencial para el control del virus (Odedn, 2005). De igual manera para el
control de la Peste Bovina se estan realizando pruebas en terrenos con vacunas
recombinantes termoestables producidas por ingenieria genética (OIE, 2002).

En el caso especifico de BCoV, el candidato vacunal a disefiar con mayores perspectivas
empleando las herramientas de la ingenieria genética y la biotecnologia es la glicoproteina S,
ya que esta es el principal antigeno implicado en la induccion de respuesta protectora, tanto
humoral, con la generacién de anticuerpos neutralizantes, como celular, a través de la
induccidn de respuesta de linfocitos T citotéxicos (Van Regenmortel, 2001); ademas de ser la
estructura responsable de la penetracion en la célula hospedera (Popota y Zhang, 2002), no
obstante pudieran emplearse otras proteinas virales también implicadas en la generacion de
respuesta protectora (Liu, 2002).
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