A

https://doi.org/10.22319/rmcp.v16i3.6681

Articulo

Seguimiento molecular de la presencia del coronavirus respiratorio
bovino en corral de engorda en el noroeste de México

S

Soila Maribel Gaxiola Camacho ?

Gilberto Lopez Valencia ®

Enrique Trasvifia Mufioz °

Nohemi Castro Del Campo ?

José Carloman Herrera Ramirez °

. . %
Francisco Javier Monge Navarro ?

® Universidad Auténoma de Sinaloa. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Blvd.
San Angel 3886, Mercado de Abastos, San Benito. 80260 Culiacan Rosales, Sinaloa, México.

® Universidad Auténoma de Baja California. Instituto de Investigaciones en Ciencias
Veterinarias. Mexicali, Baja California, México, México.

* Autor de correspondencia: fmongenavarro@uas.edu.mx

Resumen:

En México, son escasos los estudios sobre el coronavirus respiratorio bovino (BCoV) en
ganado de engorda. Hasta la fecha, el BCoV solo se ha reportado en operaciones de engorda
en el noroeste del pais. Se realiz6 un estudio epidemioldgico-molecular en ganado de engorda
estabulado para establecer la prevalencia de BCoV y actualizar la informacién disponible
sobre su presencia en la region noroeste de México. Empleando una técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR) dirigida a un fragmento del
gen que codifica para la proteina espiga de BCoV, se analizaron 154 muestras de ARN de
exudado nasal colectadas de animales asintomaticos (n=100) y enfermos (n=54). Del total de
las muestras, 95 resultaron positivas, para una prevalencia general de 61.7 % y un promedio
de 1 x 10° particulas virales/ml de exudado nasal. De las muestras positivas, 33 (21.4 %)

661



Rev Mex Cienc Pecu 2025;16(3):661-676

pertenecian al grupo de animales enfermos, y 62 (40.3 %) al grupo de animales asintomaticos.
La prevalencia del BCoV establecida en este trabajo representa un aumento de 23.7 puntos
porcentuales con respecto al 38.0 % de prevalencia reportado previamente en los mismos
corrales de engorda. Lo anterior, hace evidente la necesidad de implementar programas de
vacunacion que confieran proteccion contra el BCoV y ayuden a controlar su expansion en
el ganado de engorda en la region. Se requiere de mas estudios eco-epidemiologicos para
identificar las posibles causas que favorecen la rapida propagacion de este virus entre el
ganado de engorda del noroeste de México.

Palabras clave: Coronavirus respiratorio bovino, Ganado de engorda estabulado, qRT-PCR,
Prevalencia, Carga viral.
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Introduccion

El coronavirus bovino (BCoV) es un virus envuelto con un genoma de ARN monocatenario
y polaridad positiva de aproximadamente 31 kilobases (kb) perteneciente al género
Betacoronavirus de la familia Coronaviridae). E1 BCoV puede generar enfermedades
respiratorias y gastrointestinales en el ganado, excretando el virus a través de las secreciones
nasales y heces. Es un virus patdogeno asociado con la diarrea neonatal del ternero y con la
disenteria de invierno en el ganado adulto. Se reconoce como uno de los virus que
contribuyen al desarrollo del complejo respiratorio bovino (CRB) en ganado de todas las
edades®. E1 BCoV se transmite facilmente por contacto directo dentro del hato y entre hatos
en una region, o de manera indirecta a través del personal o utensilios contaminados®. La
presencia de enfermedades asociadas con el CRB tiene un fuerte impacto en la industria
ganadera debido principalmente a los costos generados sea por: la enfermedad o la muerte
del ganado, la disminucion en la ganancia de peso y por consiguiente en el valor de la canal,
los costos de los medicamentos y servicios veterinarios. Las medidas preventivas contra el
CRB se basan en programas de vacunacion y la administracion de antibioticos metafilacticos
para reducir el riesgo de coinfecciones de origen bacteriano™®.

La presencia de BCoV se reporta frecuentemente en poblaciones de ganado de engorda y
lechero a nivel mundial; las tasas de prevalencia varian del 2 al 90 % segun el pais o la
region”). En México, se han reportado infecciones causadas por CRB en la mayoria de las
regiones productoras de ganado de engorda®®. Sin embargo, los estudios sobre la presencia
de BCoV en la industria ganadera mexicana son todavia muy escasos. De hecho, la presencia
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de BCoV solo se ha reportado en explotaciones ganaderas en el noroeste del pais, donde el
38 % de los animales positivos al virus fueron identificados por técnicas moleculares®. Las
infecciones causadas por BCoV afectan de manera negativa a la economia del sector
agropecuario debido a la disminucion en la productividad y en el comercio, asi como por la
disminucion en la seguridad alimentaria”). Ademas, los coronavirus poseen una plasticidad
que les permite infectar y causar enfermedades en una amplia variedad de especies animales,
y tienen una alta capacidad de replicacion y mutacion. Esto los convierte en una amenaza
para la salud animal e incluso para la salud publica debido a su potencial de mutacion y
adaptacion a multiples especies animales, incluyendo a los humanos®. Cada afio, se
introducen alrededor de 400,000 cabezas de ganado a la region noroeste de México desde
ranchos de crianza ubicados en 23 estados productores de ganado. La mayoria (95 %) de este
ganado tiene como destino los corrales de engorda en el municipio de Mexicali, donde es
engordado, finalizado, sacrificado y comercializado en México y en el extranjero®®.

Existen reportes previos de la presencia de BCoV y otros patogenos asociados con el CRB
en esta region. Sin embargo, no hay reportes actualizados sobre la situacion de BCoV en el
noroeste de México. El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio epidemioldgico-
molecular de BCoV en ganado de engorda estabulado en el noroeste de México, para
establecer la prevalencia de este virus patégeno y actualizar la informacion disponible sobre
su presencia en los corrales de engorda en la region.

Material y métodos

Aprobacion ética y consentimiento informado

Todos los procedimientos de manejo y muestreo de animales se llevaron a cabo siguiendo los
lineamientos de las normas y procedimientos oficiales federales aprobados para el cuidado
de animales, incluyendo la NOM-051-ZO0O-1995 (Cuidado humanitario de los animales
durante la movilizacion), la NOM-024-ZO0O-1995 (Especificaciones y caracteristicas
zoosanitarias durante el transporte de animales), y la NOM-033-ZOO-1995 (Atencién
humanitaria y proteccion animal durante el proceso de sacrificio).

Area de estudio

El presente estudio se llevo a cabo en una explotacion de ganado de engorda ubicada en el
Valle de Mexicali, Baja California en el noroeste de México con capacidad de confinamiento
para 15,000 cabezas de ganado. El procesamiento de las muestras de exudado nasal y las
pruebas de qRT-PCR se realizaron en la Unidad de Laboratorios de Diagnostico (ULADI)
del Instituto de Investigacion en Ciencias Veterinarias (IICV) de la Universidad Autébnoma
de Baja California (UABC).
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Muestras de exudados nasales

Los muestreos se realizaron durante febrero y marzo de 2023. Se aplic6 el método de
muestreo por conveniencia con base en la disponibilidad de animales para participar en el
estudio. Se seleccionaron ciento cincuenta y cuatro (154) cabezas de ganado (130 hembras +
24 machos), con un peso promedio de 325 kg y 30 + 3 dias de llegada al corral de engorda.
Los animales se clasificaron en dos grupos: enfermos y asintomaticos. Los animales
enfermos (n= 54) presentaron signos compatibles con el CRB, incluyendo fiebre >38.5 °C,
respiracion rapida y superficial, secrecion nasal y ocular, salivacion y pérdida de apetito. Los
animales del grupo de asintomaticos (n= 100) no mostraron ninguno de los signos antes
mencionados. La clasificacion se realiz6 con base en el diagnostico del oficial veterinario del
corral de engorda. De los 154 animales incluidos en el estudio, se recolecté una muestra de
exudado nasal profundo utilizando un hisopo estéril de poliéster de 15 cm de largo con punta
de cepillo. También se recopilaron datos sobre cada animal muestreado, incluyendo el
namero de identificacion del Sistema Nacional de Identificacion Individual del Ganado
(SIINIGA), el peso en kilogramos, el sexo, el estado de origen, la presencia de signos clinicos
y la temperatura rectal al momento del muestreo. Se utiliz6 esta informacion para definir los
grupos de estudio.

Extraccion de ARN del exudado nasal

La extraccion del ARN de los exudados nasales se realizé empleando los reactivos Aurum
Total RNA minikit (Bio-Rad, México), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN
extraido se reconstituy6 en un volumen final de 20 pl con la solucion de elucién de ARN
suministrada con los reactivos y se conservd congelado a -80 °C hasta el momento de la
prueba molecular.

Los oligonucledtidos para el gen de la proteina espiga de BCoV

Se disefio una plataforma de qRT-PCR a partir de la secuencia del gen que codifica la proteina
espiga del BCoV (numero de referencia de GenBank: OP037402.1). La secuencia tiene una
longitud de 4092 nt y se encuentra entre las posiciones 23628 y 27719 del genoma del
coronavirus bovino SDSU/2020/06/R (publicado el 25 de julio de 2023). De dicha secuencia,
se selecciond un fragmento de 78 pb, ubicado entre las posiciones 25672 y 25750, como
secuencia objetivo para el qRT-PCR. Los oligonucleotidos se disenaron utilizando el
programa GeneRunner version 6.1 (http://www.generunner.net/) y la herramienta OligoCalc
version 3.2 (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) (Cuadro 1). Los
oligonucledtidos fueron sintetizados, envasados y enviados liofilizados por Synbio
Technologies (New Jersey, EE.UU.). Estos se reconstituyeron con agua grado biologia

664


http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

Rev Mex Cienc Pecu 2025;16(3):661-676

molecular para obtener una concentracion estandar inicial de 100 micromolar (uM) y una
concentracion final de trabajo de 10 pM.

Cuadro 1: Caracteristicas de los oligonucleotidos, el amplicon y el control de ADN
sintético utilizados en la plataforma qRT-PCR-BCoV a partir del gen de la proteina espiga
del coronavirus bovino GenBank: OP037402.1

Oligonucledtido: BCoVF1

Secuencia: 5’- CGTAGTTGCTATAGTGGTCG -3’

Inicio: 25,672 Longitud: 20 pb Tm: 52 °C GC: 50 %
Oligonucledtido: BCoVR1

Secuencia: 3’- GATATTCCGAAATAGCAATGC-’

Inicio: 25,729 Longitud: 21 pb Tm: 49 °C GC: 38 %

Producto: 78 pb Tm amplicén: 79.5°C

Secuencia de control de ADN del BCoV sintético:
ATGGTAATCTCTACGGTTTTAGAGACTACTTAACAAATAGAACTTTTATGA
TTCGTAGTTGCTATAGTGGTCGTGTTTCAGCGGCCTTTCATGCTAACT
CTTCCGAACCAGCATTGCTATTTCGGAATATCAAATGCAATTACGTTTT
TAATAACACTCTTTCACGACAGCTGCAACCTATTAA

Producto: 184 pb

El amplicon de 78 pb se muestra en negrita, los oligonucledtidos se muestran en negrita y subrayados, y las
secuencias de 53 pb que flanquean el amplicon estan en letras maytsculas y sin negrita.

Control positivo para la plataforma del qRT-PCR-BCoV

El control positivo consistio en una molécula de ADN sintético que corresponde al amplicon
de 78 pb obtenido utilizando los oligonucledtidos ya descritos, mas la adicion de un
fragmento de 53 pb en cada extremo de la secuencia de amplificacion para producir una
molécula de 184 pb de ADN sintético (Cuadro 1). El uso de controles positivos confirma la
validez de los resultados para la plataforma BCoV en muestras de campo y es necesario para
la generacion de la curva de calibracion para la plataforma BCoV-RT-PCR®. El control
positivo utilizado para la plataforma qRT-PCR-BCoV fue sintetizado por Synbio
Technologies (Nueva Jersey, EE. UU.), suministrado liofilizado a una concentracion de 0.2
mg, y reconstituido en 1 ml de agua de grado de biologia molecular.

La curva de calibracion para la plataforma qRT-PCR-BCoV
Para la cuantificacion del ADN amplificado, se construy6 una curva de calibracion utilizando
el control positivo de ADN sintético en diluciones seriadas logaritmicas de 107 a 10'.

Mediante la extrapolacion del valor de Ct de una muestra no conocida con la curva de
calibracion, se cuantific el niimero de amplicones producidos en una muestra'l®. Los
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resultados se expresan como equivalentes genomicos (EG) por mililitro de exudado nasal.
Tomando en cuenta que la secuencia de amplificacion de 78 pb no se repite en el resto del
genoma del coronavirus utilizado como referencia para este trabajo, se considerd que un EG
equivale a una particula viral amplificada y detectada mediante la plataforma qRT-PCR-
BCoV.

Protocolo de la qRT-PCR-BCoV

Para las corridas de prueba de la qRT-PCR-BCoV, se utilizé la mezcla maestra qPCRBIO
SyGreen 1-Step Go Lo-ROX de PCR Biosystems (Pensilvania, EE. UU.) para generar ADN
complementario (ADNCc) a partir de las muestras de ARN en el mismo tubo donde se realizd
la reaccion de PCR. Brevemente, cada reaccion de 10 pl contenia 5 pl de mezcla maestra, 10
ng de ARN extraido de cada una de las 154 muestras, 0.5 pul (400 nM) de cada uno de los
oligonucledtidos BCoVF1 y BCoVRI, y 3.0 pl de agua grado biologia molecular.
Adicionalmente, las reacciones de los controles positivos contenian 5 pl de mezcla maestra,
10 ng de control positivo de ADN sintético, 0.5 pl (400 nM) de cada uno de los
oligonucle6tidos BCoVF1 y BCoVRI1, y 3 ul de agua grado biologia molecular. En cada
prueba también se incluyeron dos controles negativos de mezcla maestra sin ADN ni ARN,
y solo agua de grado de biologia molecular. Las muestras se analizaron por duplicado, y los
controles positivo y negativo por triplicado. Las pruebas se realizaron en un termociclador
CFX96 (Bio-Rad, México). Se calcularon los pardmetros de desnaturalizacion, hibridacion y
extension utilizados en la plataforma qRT-PCR-BCoV con la herramienta Protocol
AutoWriter del software Maestro del termociclador CFX96. Las condiciones de PCR fueron:
un ciclo de 50 °C durante 10 min para la transcripcion inversa del ARN; un ciclo de 3 min a
95 °C para la inactivacion de la transcriptasa; 40 ciclos que iniciaron con desnaturalizacion
a 95 °C durante 10 seg seguido por hibridacion a 52.8 °C durante 10 seg; y un ciclo de
extension a 72 °C durante 8 seg. En cada corrida se incluyé el analisis de la curva de
disociacion (Tm) de 65 °C a 95 °C con incrementos de 0.5 °C. Se hizo para confirmar que
las curvas de amplificacion corresponden a la Tm para el amplicon de 78 pb establecido a
79.5 £ 1.0 °C, y compararlas con la Tm obtenida por el control positivo de ADN sintético y
con cada una de las 154 muestras de ARN de los exudados.

Interpretacion de los resultados

Los resultados de las pruebas qRT-PCR-BCoV se consideraron positivos cuando cumplieron
con dos condiciones: 1) cuando una muestra desarrollé una curva de amplificacion por
encima del valor de corte calculado por el paquete CFX96 Maestro para cada analisis en un
maximo de 40 ciclos (este valor de corte corresponde a 10 veces la desviacion estandar del
indice de fluorescencia promedio generado por todas las muestras durante los primeros 10
ciclos de cada anélisis); y 2) cuando la curva de amplificacion alcanz6 una Tm de 79.5 + 1.0
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°C. Se consideraron negativos cuando no cumplieron con estas condiciones; es decir, la
muestra no desarrolld una curva de amplificacion por encima del valor de corte en un maximo
de 40 ciclos, ni se ajust6 a la Tm establecida de 79.5 + 1.0 °C.

Resultados

Estandardizacion de la plataforma qRT-PCR-BCoV

Bajo las condiciones del termociclador descritas, el analisis de las curvas de amplificacion y
disociacion realizado por el software Maestro confirmaron que la combinacién 6ptima de
reactivos para obtener la maxima amplificacion del fragmento de 78 pb del gen de la proteina
espiga es una mezcla de los oligonucle6tidos a una concentracion de 400 nM con 10 ng de
ARN molde o 10 ng de control positivo de ADN sintético, 5 pul de mezcla maestra y 3.0 ul
de agua de grado biologia molecular en un volumen total de reacciéon de 10 pl. En estas
condiciones, el control positivo de ADN sintético desarroll6 una curva de amplificacion por
encima de la linea de control, con un ciclo umbral (Ct) promedio de 24.15, mientras que los
controles negativos no mostraron evidencia de amplificacion en los 40 ciclos. El andlisis de
la Tm para el control positivo de ADN sintético desarrolld una temperatura promedio de
79.4 °C (Figura 1). Estos parametros confirman la validez de la plataforma qRT-PCR-BCoV
para el ensayo y el analisis de los extractos de ARN obtenidos de las 154 muestras de exudado
nasal.

Figura 1: Las curvas de amplificacion (A) y de disociacion (B) de la optimizacion de los
oligonucledtidos, el ARN molde y la mezcla maestra de la plataforma qRT-PCR-BCoV,
utilizando ADN sintético de control
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Curva de calibracion de qRT-PCR-BCoV

Para desarrollar una plataforma molecular cuantitativa para la deteccion del BCoV, se
construyd una curva de calibracion utilizando el ADN sintético de control positivo en
diluciones logaritmicas de 107 a 10' EG. El indice de fluorescencia de cada dilucion
logaritmica se trazo graficamente con el software Maestro. Se produjo una curva de
calibracion con una eficiencia del 95 %, una amplitud de 3.447 ciclos entre las diluciones
logaritmicas sin dispersion entre diluciones (expresada con un R2 de 1.0), y un rango de
deteccion entre 1 x 10! y 1 x 10" EG. Con este indice se pudo calcular el nimero de EG
amplificados y detectados en cada muestra con base en el Ct de cada reaccion (Figura 2). Es
importante mencionar que, al aplicar la curva de calibracion de qRT-PCR-BCoV, una EG
corresponde a una particula viral.

Figura 2: Curva de calibracion para la plataforma qRT-PCR-BCoV utilizando un control de
ADN sintético en diluciones logaritmicas seriadas de 1 x 10" a 1 x 10’ EG
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qRT-PCR-BCoV en muestras de exudados nasales

Con la plataforma qRT-PCR-BCoV, se analizaron por duplicado 154 muestras de ARN
extraidas de exudado nasal del ganado de engorda. De ellas, 95 (61.7 % prevalencia general)
produjeron una curva de amplificacion por encima de la linea de umbral establecida por el
software y se consideraron positivas para BCoV. De las muestras positivas, 33 (21.4 %)
pertenecian al grupo de animales enfermos, los cuales presentaban signos asociados a CRB.
Las 62 muestras positivas restantes (40.3 %) pertenecian al grupo de animales sin signos de
CRB en el momento del muestreo (Cuadro 2). La Tm promedio de los controles positivos en
las corridas de prueba fue de 79.4 °C, lo cual se considera valida para un resultado positivo
en la qRT-PCR-BCoV. El Ct promedio de los controles positivos durante las pruebas fue de
24.15 ciclos, equivalente a 1 x 10* EG en 10 ng de ARN molde por reaccion de RT-PCR. La
Tm promedio de las muestras de prueba positivas de ambos grupos fue de 79.38 °C, el Ct
promedio fue de 34.60 ciclos (equivalente a 1 x 10° particulas virales/ml de exudado nasal),
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con un rango de Ct entre 30.87 y 35.95 ciclos (equivalente a 5.8 x 10° y 6.5 x 10* particulas
virales/ml de exudado nasal, respectivamente).

Cuadro 2: Pruebas de qRT-PCR-BCoV de muestras de exudados nasales

Grupo Positiva Negativa Total
Enfermos 33 (21.4 %) 22 (14.3 %) 54 (35.7 %)
Asintomaticos 62 (40.3 %) 37 (24.0 %) 100 (64.3 %)
Total 95 (61.7 %) 59 (38.3 %) 154 (100 %)

Los animales enfermos presentaron fiebre >38.5 °C, respiracion rapida y superficial, secrecion nasal y ocular,
salivacion y pérdida de apetito, segun el diagnéstico del médico veterinario oficial del corral de engorde.

qRT-PCR-BCoV por grupo de animales y lugar de origen

El ganado incluido en el presente estudio provenia de siete estados de México: Baja
California, Durango, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Sonora y Zacatecas. Los estados de
Jalisco, Sonora y Zacatecas aportaron la mayor parte (83.3 %, 136/154) de los animales. De
estos tres estados, Sonora tuvo la mayor proporcion relativa de casos positivos (64.5 %,
20/31), seguido de Jalisco (63.2 %, 36/57) y Zacatecas (58.3 %, 28/48) (Cuadro 3).

Cuadro 3: Pruebas qRT-PCR-BCoV por lugar de origen y grupo de estudio

Positiva Negativa
Origen Enfermos Asintomaticos Enfermos Asintomaticos  Total
Baja California 1 1 1 3 6
Durango 2 1 0 0 3
Jalisco 8 28 4 17 57
Michoacén 1 2 0 1 4
Nayarit 1 2 0 2 5
Sonora 6 14 7 4 31
Zacatecas 14 14 10 10 48
Total 33 62 22 37 154

Los animales enfermos presentaron fiebre >38.5 °C, respiracion rapida y superficial, secrecion nasal y ocular,
salivacion y pérdida de apetito, segun el diagndstico del médico veterinario oficial del corral de engorde.

Cabe destacar el elevado numero de animales asintomdticos con resultado positivo a la
prueba qRT-PCR-BCoV (65.3 %, 62/95), ya que estos animales no presentaron signos de
enfermedad respiratoria durante el muestreo. Asimismo, un grupo de animales clasificados
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como enfermos fue diagnosticado con enfermedad respiratoria por el veterinario del corral
de engorda, y 37.3 % (22/59) de ellos resultaron negativos para el BCoV.

Discusion

Las infecciones por BCoV estan ampliamente distribuidas en todo el mundo en diferentes
poblaciones ganaderas, y generan pérdidas econdmicas significativas a la industria ganadera
dedicada a la produccion de carne y leche. El papel que juega el BCoV como parte del CRB
ha sido objeto de intenso debate desde la década de los 1990, aunque se reconoce
ampliamente su papel en el desarrollo de infecciones del tracto respiratorio y en la
disminucién de la tasa de ganancia de peso en los corrales de engorda!?. Las tasas de
prevalencia han aumentado en todos los lugares donde se ha reportado la presencia de BCoV.
Eso se debe principalmente a tres factores: 1) la gran cantidad de virus infecciosos que se
excretan a través de las secreciones nasales y las heces; 2) la presencia de portadores
asintomdticos que excretan constantemente el virus por via respiratoria o digestiva y
funcionan como una fuente de infeccion tanto para el ganado susceptible como para otras
especies animales'”); y 3) el hecho de que la respuesta inmunitaria no siempre es capaz de
contener eficazmente la infeccion por BCoV ni de eliminar completamente el virus de los
animales enfermos recuperados¥.

En el presente estudio, se desarrolld y aplicd una plataforma de PCR en tiempo real
cuantitativa para la deteccion de un fragmento del gen que codifica la proteina espiga del
BCoV en muestras de ARN extraidas del exudado nasal de ganado de engorda. La plataforma
qRT-PCR-BCoV resultd en una herramienta de diagnodstico molecular cuantitativa de alta
sensibilidad con altos niveles de repetibilidad y reproducibilidad, capaz de detectar hasta 10
particulas virales en una reaccion de prueba que contiene 10 ng de ARN molde (Figura 2).

La prevalencia del BCoV de 61.7 % reportada aqui es 23.7 puntos porcentuales mas alta que
el 38.0 % reportado previamente por nuestro grupo en la misma explotacion ganadera®. De
acuerdo con la informacion proporcionada por el personal veterinario del corral de engorda,
los protocolos generales de manejo animal, medicina preventiva, alimentacion y alojamiento
de los animales recién llegados se mantienen iguales a los de hace cinco afios, cuando se
realizo el estudio anterior. Esto sugiere un aumento en la tasa de infeccion del ganado en los
estados de origen. Lo anterior, sumado al estrés derivado de los largos viajes de transporte,
se manifiesta en una alta tasa de animales enfermos con signos asociados al CRB poco
después de su llegada a los corrales de engorda de Baja California.

En comparacion con otros estudios realizados en América del Norte, la prevalencia observada

en este trabajo es superior a la reportada en Canadd, donde un estudio realizado con muestras
de exudado nasal de ganado del corral de engorda a su llegada arroj6 una prevalencia del
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45.2 % para BCoV"®, Sin embargo, es similar al 62.8 % de prevalencia de BCoV reportado
en los Estados Unidos en ganado de engorda al inicio del tratamiento para CRB, basado en
datos de exudados nasales!!®. Otro estudio en los EE.UU. arrojé una prevalencia de BCoV
de 100 % al detectar patdgenos virales en terneros durante un brote de CRB; todas las
muestras analizadas por técnicas moleculares reaccionaron positivas para el BCoV\!'?. La
prevalencia observada en el presente trabajo también es similar a la de 56.0 % para BCoV en
terneros diagnosticados con CRB reportada en un estudio en Brasil; no se identifico evidencia
de infeccién con ninguno de los otros virus asociados al CRB 1),

En Europa, los estudios sobre el BCoV en ganado de engorda reportan, en su mayoria, tasas
de prevalencia inferiores a las obtenidas en este trabajo. La prevalencia reportada para
Eslovenia es de 12.03 % para el BCoV, y es el segundo virus detectado con mayor frecuencia
en ganado con diagnostico de CRB (1?). La prevalencia de 22.9 % para el BCoV reportada en
Irlanda es menor que el presente trabajo, y fue el virus detectado con més frecuencia®?. La
prevalencia en Suiza es de 53.5 %, ligeramente inferior a la obtenida en este estudio, y, de
nuevo, el BCoV fue el virus identificado con mas frecuencia®’. En un estudio en Italia
realizado para evaluar el impacto del estrés respiratorio en terneros de carne transportados a
largas distancias, se encontrd una prevalencia general del BCoV de 70.12 %, superior a la

reportada en este trabajo, siendo BCoV el patogeno mas frecuentemente identificado®?.

Los informes de BCoV en el continente asiatico indican tasas de prevalencia
considerablemente inferiores a las obtenidas en este trabajo. Entre 2016 y 2018, la
prevalencia de BCoV en Japon fue de 21.2 % en ganado sano y en ganado con evidencia de
CRB @, mientras que en China se report6 una prevalencia del 15.26 % de BCoV en muestras
de exudado nasal de ganado de engorda'". En Australia, se reporto una prevalencia de BCoV
del 72.0 % en ganado de engorda con enfermedad asociada a CRB *¥). Esta prevalencia es
mayor que la reportada en este trabajo, aunque esos resultados son inferiores al 40.1 %
reportado previamente en ese mismo pais en animales que excretan el virus a través de
secreciones nasales®?.

Es importante destacar que, de acuerdo a los reportes de prevalencia mencionados en
América, Europa, Asia y Australia, la frecuencia con la que BCoV ocupa el primer o segundo
lugar como el patdogeno mds frecuente identificado asociado con CRB ha aumentado
recientemente. El1 BCoV estd desplazando a otros virus asociados con CRB y se estd
convirtiendo en el virus mas frecuentemente identificado en ganado de engorde a nivel
mundial.

La plataforma qRT-PCR-BCoV desarrollada en este trabajo se utilizé para medir el nimero
de EG presentes en el ARN extraido de muestras de exudado nasal, es decir, el nimero de
copias de ARN que codifican para el fragmento de 78 nt del gen de la proteina espiga de
BCoV. Los resultados de las pruebas gqRT-PCR para animales sanos y enfermos indicaron un
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promedio de 1 x 10° particulas virales/ml de exudado nasal, con un rango de 5.8 x 10° a 6.5
x 10* particulas virales/ml. Las cargas virales del exudado nasal reportadas en este trabajo
coinciden con las cargas virales excretadas a través del exudado nasal reportadas como
suficientes para producir la transmision de BCoV de animales infectados con o sin sintomas
a animales susceptibles expuestos®?. De igual manera, al comparar los datos de carga viral
(EG) en el exudado nasal con la presencia de signos clinicos o la exposiciéon de animales
sanos susceptibles a animales infectados, la informacion puede utilizarse como evidencia de
replicacion viral activa en los animales de un corral de engorda. Esto permite medir la
magnitud de la infeccidon en un corral, asi como iniciar estrategias de bioseguridad para los
animales que proximamente seran reubicados dentro de la explotacion, para su transporte o
venta!¥),

Aunque habia un elevado nimero de animales asintomaticos con resultado positivo en la
gRT-PCR-BCoV, no se asume al efecto protector de vacunacion, ya que el corral en donde se
llevod a cabo el presente estudio no vacuna a su ganado contra el BCoV. De cualquier forma,
las vacunas comerciales disponibles contra el coronavirus bovino no inducen inmunidad
esterilizante, es decir, no son capaces de eliminar la totalidad del virus del huésped ni de
prevenir episodios posteriores de infeccion. El objetivo principal de las vacunas bovinas
contra el coronavirus es de generar proteccion inmunologica contra enfermedades entéricas
y respiratorias®>2%. Es de esperar, entonces, que la presencia continua de coronavirus en
ganado infectado o vacunado produzca un resultado positivo en las pruebas qPCR. Otra
posible explicacion de por qué varios animales asintomaticos dieron positivo en la qRT-PCR-
BCoV es que se infectaron recientemente con animales portadores asintoméaticos que
excretaron el virus a través de secreciones nasales y heces durante el transporte o en las
instalaciones, es decir, que se encontraban en una fase de proliferacion viral sin signos
aparentes de la enfermedad®’®),

En el grupo de animales que resultd negativo al qRT-PCR-BCoV pero que mostraron signos
de enfermedad respiratoria, es posible que estuvieran infectados con uno o mas de los otros
virus asociados con el CRB, como son el IBR, BVDV tipos 1 y 2, PI3 o BRSV. Aunque existe
evidencia de vacunacion contra de estos virus como parte de los protocolos de bioseguridad
del corral de engorda, las vacunas, sin embargo, no proporcionan una proteccion del 100 %
contra la enfermedad y, a veces, el ganado se puede infectar incluso cuando estd vacunado.
Esto es debido a varios factores, como la falta de eficacia y eficiencia de las vacunas en el
campo, una formulacion inadecuada de la vacuna, aplicacion de la vacuna en un momento
inadecuado, los anticuerpos maternos y la condicion de los animales®®. Ademas, los virus
asociados con el CRB (IBR, BVDV, PI3 y BRSV) han sido ampliamente estudiados durante
décadas y estan reconocidos como componentes importantes en el desarrollo de la
enfermedad respiratoria en el ganado. Pero, hasta hace poco, no se habian detectado agentes
virales nuevos, emergentes 0 no reconocidos, debido a que no se habian incluido en los
analisis de forma rutinaria. Actualmente, se tienen reportes de la presencia del virus de la
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rinitis bovina A, el virus de la influenza bovina D y el Nidovirus bovino en ganado de engorda
diagnosticado con enfermedad respiratoria bovina, asi como en ganado asintomatico®®*?.
Ninguno de estos virus emergentes ha sido reportado previamente en ganado de engorda en

Meéxico, lo cual podria ser otra causa de enfermedad asociada con el CRB.

Conclusiones e implicaciones

La plataforma qRT-PCR para BCoV desarrollada en este estudio es una herramienta de
diagnostico molecular rapida, precisa y sensible en la deteccion de BCoV en muestras de
exudado nasal de ganado de engorda. Se puede utilizar en el diagndstico y la vigilancia
epidemioldgica de BCoV y otros agentes patdgenos asociados con el CRB. El aumento de
23.7 puntos porcentuales en la prevalencia de BCoV durante cinco afios en la misma region
geografica, hace hincapié a la necesidad de introducir vacunas de nueva generacion que
confieran proteccion contra este virus, junto con otras estrategias de bioseguridad para
controlar la expansion de la infeccion por BCoV en las explotaciones ganaderas de engorda
de la region. Es urgente realizar estudios eco-epidemioldgicos para identificar las posibles
causas que favorecen la rapida propagacion de esta enfermedad entre la poblacion ganadera
de engorda en el noroeste de México.
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