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ASOCIACION ENTRE ROTAVIRUSY LA PRESENCIA DE DIARREA EN
LECHONESDE GRANJASTECNIFICADAS

ASSOCIATION BETWEEN ROTAVIRUS AND THE PRESENCE OF DIARRHEA IN PIGLETS
FROM INTENSIVE PiG FARMS

Miguel Rojas M .1, Alberto Manchego S.*?, Hermelinda Rivera G.*, Néstor Falcon
P.3, Mercy Ramirez V.1, Nieves Sandoval Ch.*

REsuMEN

El objetivo del estudio fue cuantificar lafrecuenciadel rotavirusy su asociacion con
lapresentacion de diarrea en lechones de dos granjastecnificadas en lazonade Lima. El
rotavirusfueidentificado medianteladeteccion del genomaviral por electroforesisen gel
depoliacrilamida(PAGE) en muestrasdehecesdiarreicas (n=69) y no diarrei cas (n=73) de
lechones de 1 a4 semanas de edad. Se empled el disefio epidemiol égico caso-control no
pareado para establecer la asociacién entre presentacion de diarrea y presencia de
rotavirus en heces, através de unapruebade regresi6n logisticamultiple (tipo de heces,
procedencia, edad). Lafrecuenciaderotavirus porcino grupo A en hecesdiarreicasdela
granjalfuede41.4% (12/29) y enlagranja2 de 16.6% (4/24), y en hecesno diarreicas se
detect6 unamuestrapositivaen cadagranja. Lapresenciaderotavirus porcino versusla
ocurrenciade diarrea, ajustada a potencial es variables confundentes (edad y proceden-
cia) presentd un Odds Ratio de 12.6 con un | C del 95% entre 2.7 y 59.3%, indicando que
la presencia de rotavirus porcino representa un factor de riesgo para la ocurrencia de
diarreaen lechonesneonatosde granjastecnificadasdelazonadeLima. Adiciona mente,
sehallaron dos segmentosde ARN pertenecientesal genomadel Picobirnavirusporcino.
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine the frequency of rotavirus and its
association with the occurrence of diarrheain pigletsreared intwo intensive pig farmsin
Limavalley, Peru. The presence of rotavirus was determined by the identification of the
viral genome using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in diarrheic (n=69) and
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non-diarrheic (n=73) fecal samples from 1 to 4 week-old piglets. The case-control
epidemiological designwas used to establish the association between the occurrence of
diarrheaand the presence of rotavirusin feces, using amultiplelogistic regression (type
of feces, age, and origin). The frequency of porcine rotavirus group A in diarrheic stool
samplesfrom pig farm 1 was 41.4% (12/29) and from pig farm 2 was 16.6% (4/24), and one
positive was found in non diarrheic stool from each pig farm. The presence of porcine
rotavirus versus occurrence of diarrhea, adjusted to potential confusing variables (age
and origin) resulted in an Odds Ratio of 12.6 with a confidence interval between 2.7 and
59.3%. Additionally, two segments of RNA from the genome of porcine Picobirnavirus
werefound. Itisconcluded that the presence of porcinerotavirusrepresentsarisk factor
for the presentation of diarrheain newborn pigletsfrom intensive pig farmsin Lima.

Key words diarrhea, piglets, Rotavirus, electrophoresis, Picobirnavirus, odds ratio

INTRODUCCION

Ladiarrea neonatal en lechones esuna
de las enfermedades de mayor importancia
en paises con explotaciones porcinasde crian-
zaintensiva, debido alas considerables pér-
didas econdmicas causadas (Ramos et al.,
1998). Factores como deficienciaen € ma-
ngo, y la presencia de agentes infecciosos
de origen viral, bacteriano o parasitario, des-
encadenan generalmente los cuadros
diarreicos que pueden cursar con alta
morbilidad y mortadidad (Berrios y Patricio,
1989).

Dentro de los agentes virales, los
rotavirus son uno de los principaes causan-
tes de gastroenteritis en lechones en los pe-
riodos pre y post-destete, encontrandose
prevalencias entre 14 y 91% (Reinhardt et
al., 1986). Lainfeccion por rotavirus se ca
racteriza por una inflamacion aguda del in-
testino delgado, diarrea, retardo en € creci-
miento (10-15%) y hasta 100% de mortali-
dad en lechones de 1 a 8 semanas de edad,
aungue con mayor incidenciaentre la 12y 42
semanade edad (Bohl, 1983; Pensaert, 1984,
Klug, 1993; Alfieri, 2004).

En € Per(, los problemas diarreicos en
lechones son frecuentes y se ha demostrado
el papel de agentes etiol égicos como E. coli,
Clostridium perfringens e Isospora suis,
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entre otros; aunque en muchos casos, estas
infecciones suelen ser concomitantes o pos-
teriores a la infeccion por rotavirus (Klug,
1993; Alfieri, 2004). No obstante, solo hay un
estudio donde se reporta su presenciaen ca-
sosdediarreadelechones de granjas porcinas
en € valede Lima(Klug, 1993). Su identifi-
cacion en los procesos diarreicos es necesa-
ria para una mejor comprension de la
patogénesis y control de la enfermedad.

Dada laimportancia del rotavirus en la
patogenia de la enteritis con los consecuen-
tes efectos en la condicién general delosle-
chones, € objetivo dd presente trabagjo fue
demostrar su participacion en casos de sin-
drome diarreico agudo en dos granjas
tecnificadas en la zona de Lima utilizando la
electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) como método diagnéstico.

M ATERIALES Y M ETODOS

Granjas Porcinas

El estudio se realizd en dos granjas
tecnificadas de los distritos de Puente Piedra
(granja 1) y Ate-Vitarte (granja 2), durante
losmesesdefebrero aabril de2008. Lagran-
ja 1 presentaba un buen sistema de
bioseguridad, poseia una poblacion de 1200
marranas, 4000 lechones en recria 'y 5000
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gorrinos en engorde y acabado con 50
gorrinos por corral. Lagranja 2 tuvo una po-
blacion de 150 marranas, 50 lechones en
recria’y 80 gorrinos en engorde y acabado.
En ambas granjas, los lechones fueron
destetados entre 21 y 24 dias de edad. Du-
rante los meses de enero ajunio de 2008 se
incrementaron los problemas diarreicosen un
10 a 20% en lechones de 1 a 4 semanas de
edad, segun informes disponibles en ambas
granjas.

Tamarno de Muestra

El caculo del tamafio muestra (n=130)
se determind utilizando laférmula para estu-
dios de caso-control no pareado (Rothman'y
Greenland, 1998), considerando una preva
lenciade 28.3% (Barry et al., 2007), un Odds
Ratio de 2.5, @ nive de confianzad 95% y
un poder de la prueba de 80%.

En lagranja 1 se colectaron 41 mues-
tras fecales diarreicas y 63 no diarreicas, y
en la granja 2 se colectaron 28 muestras
diarreicasy 10 muestras no diarreicas de le-
chones, en ambos casos en lechonesde 1 a
4 semanas de edad y por Unica vez (Cuadro
1). Loslechonescony sin diarreafueron ele-
gidos a azar de la misma camada o de ca-
madas digtintas e indistintamente del farma:
co recibido. Se colecté un minimo de 2 g de
heces por animal, directamente del recto. Las
muestras se trasladaron al laboratorio de
Virologia de la Facultad de Medicina Veteri-
naria de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (FMV-UNMSM) en bolsasplés-
ticas rotuladas, donde se almacenaron a -20
oC hasta su procesamiento.

Extraccion de ARN y Corrida
Electroforética

Seextrgioel ARN viral delasmuestras
de hecessiguiendo € protocolo buffer deliss-
fenol-cloroformo-etanol (Sulbaran y
Maldonado, 2000). Unavez extraidoel ARN,
se procedié al montaje de la unidad de
electroforesis (Bio-Rad) segun las especifi-
caciones del fabricante, y dealli se separd el
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ARN genémico mediante electroforesis en
gel depoliacrilamida(PAGE) a 7%, tiféndose
con nitrato plata para identificar las 11 ban-
das caracteristicas del genoma de rotavirus
(Figs. 1y 2).

Criterio Diagnéstico

Las muestras positivas a rotavirus fue-
ron aquellas que mostraron |as 11 bandas, toda
vez qued rotavirusese Unico virus que pre-
senta 11 bandas en € PAGE a 7% (en cada
gel se coloca una muestradel control positi-
vo con fines comparativos). Los patrones de
migracion de los 11 segmentos de ARN que
caracteriza al rotavirus determinan el
electroferotipo de las muestras positivas.

Cepas de Rotavirus

Se utiliz6 las cepas de rotavirus SA11y
OSU procedentes de humano y porcino, res-
pectivamente, y una cepa de rotavirus
recombinante como controles positivos.

Andlisis Estadistico

Se cacul6 @ Odds Ratio (OR) median-
te d modelo de Regresion Logistica mltiple
incluyendo & comportamiento de las varia-
bles predictorias: condicion de las heces
(diarreicas y no diarreicas), procedencia
(Puente Piedray AteVitarte), y edad (1, 2, 3,
y 4 semanas de edad), para la presentacion
de diagndstico positivo a rotavirus porcino.

En e Cuadro 2 se indicalos resultados
obtenidos en las muestras provenientes de
ambas granjas porcinas. El 23.2% (16/69) del
total de muestras resultaron positivas a
rotavirus porcino, en tanto que e 2.7% (2/
73) del tota de muestras no diarreicas fue-
ron positivas arotavirus (Cuadro 3). Dadala
migracion de los 11 segmentos RNA obser-
vado en el gel de poliacrilamida en la
electroforess, los genomas virales correspon-
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Figural. Ge de poliacrilamidaa 7% tefiido con solucion de nitrato de plata. 1 a 6, muestras
de heces de lechones con diarrea; 7, control negativo; 8 y 9, muestras de heces de
lechones con diarrea; 10, control de rotavirus cepa OSU. En € carril 4 se observa

el genoma de un Picobirnavirus.

Figura2. Ge depoliacrilamidaa 7% tefiido con solucion de nitrato deplata. 1y 2, muestrasde
heces de lechones con diarrea; 3, control positivo rotavirus recombinante (RRV); 4,
control negativo; 5y 8, muestras de heces con diarrea; 10, control de rotavirus cepa
OSU. En € carril 6y 9 se observa e genoma de un Picobirnavirus.

den a un eectroferotipo de Rotavirus Grupo
A, mostrando una caracteristica agrupacion
genémicade 4-2-3-2 (Figs. 1y 2).

Un hallazgo no previsto en € presente
estudio, fue laidentificacion en los geles de
poliacrilamida de dos segmentos de ARN
pertenecientes al genomadel Picobirnavirus
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porcino. Esto fue observado con mayor cla-
ridad en muestras negativas arotavirus (Fig.
1y 2). Estos genomas se presentaron con
una frecuencia de 5.6% (8/142), ocurriendo
solamente en lechones de 3y 4 semanas de
edad. El rol de este agente en lasaud delos
gorrinos requiere ser estudiado.
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El rotavirus porcino fue detectado en el
41.4% (12/29) y 16.6% (4/24) de muestras
diarreicas de lechones de las granjas 1 y 2,
respectivamente, mientras que solo dos le-
chonesfueron positivos en € grupo delecho-
nes sin diarrea de ambas granjas (Cuadro 2).
Estos resultados indican que € rotavirus por-
cino fue uno de los agentes productores de
diarreaen loslechones delas granjas porcinas
muestreadas. El presente resultado es simi-
lar alasinformaciones provenientes de otros
paises con gran desarrollo de la industria
porcina, en donde € rotavirus porcino acan-
za prevalencias entre 14% a mas de 90%
(Reinhardt et al., 1986; Barry et al., 2007).
En la granja 2, la ocurrencia de diarrea en
lechones fue més de 20% durante los meses
del muestreo, pero solo 13.2% (5/38) de las
muestras fueron postivas a rotavirus indi-
cando que, ademés ddl rotavirus, pudo existir
otras causas o factores que ocasionaron €
incremento de diarreas.

La frecuencia de 23.2% de rotavirus
porcino en heces de lechones con diarrea
versusa2.7% en lechones sin diarreaindica
un alto grado de asociacion entre la presen-
ciaderotavirusporcinoy ladiarreaen lecho-
nes, enlasdos granjastecnificadasdelazona
de Lima (Cuadro 3). En algunos paises de
América Latina, donde la industria porcina
ha alcanzado un gran desarrollo, como Chile
y Brasil, d rotavirus es considerado como uno
de los agentes infecciosos mas importantes
causante de diarreas en lechones (Rivas,
1983; Reinhardt et al., 1986; Alfieri et al.,
2006; Barry et al., 2007).

El 2.7% (2/73) de las muestras sin
diarreas resultaron positivas a rotavirus, su-
giriendo que la infeccién por rotavirus en
ambas granjas estuvo difundiéndose entre los
lechones a pesar de las medidas de
bioseguridad, pero también se debe conside-
rar que € rotavirus puede infectar lechones
en forma subclinica, aungque en una menor
frecuencia. Polanco et al. (2004) reportaron
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una prevaenciade rotavirus del 3.3% en le-
chonessindiarrea. Lapresenciade animales
asintomaticos es importante en la
epidemiologia del rotavirus, ya que estos le-
chones son fuente del virus paralosanimales
susceptibles, como |os lechones recién naci-
dos (Alfieri, 2004).

Los resultados indican, ademas, que €
rotavirus representa un factor de riesgo para
la presentacion de diarrea en lechones
neonatos en granjas tecnificadas de la zona
de Lima (Cuadro 4). Asmismo, los datos
muestran un potencid riesgo deinfeccion para
otros animaes y, posiblemente, para las per-
sonas que estén en contacto con estos ani-
males en las granjas, ya que este virus ha
sido reconocido como una posible entidad
zoondtica (Achay Syfres, 2003).

Latécnicadeelectroforesis (PAGE) en
gel de poliacrilamida fue usada en € presen-
te estudio por ser unadelastécnicasdediag-
nostico molecular de mayor confiabilidad, con
una sensibilidad de 95% y una especificidad
de 100% (Sulbaran y Maldonado, 2000;
Nusetti et al., 2001). Ademas, es un méodo
econdémico 'y préctico en comparacion deotros
métodos no asequibles en € pais por su ele-
vado cogto y dificultad en € mango de nu-
merosas muestras para e diagndstico, como
es el caso de la microscopia electrénica
(lwona et al., 1996; Nusetti et al., 2001).
Asmismo, los inmunoensayos enziméticos
comerciales (ELISA), s bientienen dtasen-
sibilidad (95-100%) que permiten diferenciar
losserotiposde grupo“A”, tienen bgjaespe-
cificidad (75%), no permitiendo diferenciar
losgruposdelosrotavirus (Iwonaet al., 1996;
Sulbaran y Madonado, 2000; Nusstti et al.,
2001).

El hallazgo de Picobirnavirus (PBV)
porcino en los geles SDS PAGE es coinci-
dente con hallazgos accidentales del genoma
de PBV en Brasil, Venezuela y Argentina
(Gatti et al., 1989; Ludert, 1994; Giordano et
al., 1998). El PBV esun virusrelativamente
nuevo, ya que se descubrio en 1988, y hasta
la fecha no se conoce bien su rol patégeno
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Cuadro 1. NUmero de lechones cony sin diarrea, con muestras de heces colectadas, de dos
granjas porcinas delazonade Lima

Edad Granjal Granja 2
(semanas)  condiarrea  Sindiarea  Tota  Condiarrea  Sindiarrea  Total
1 2 12 14 4 3 7
2 7 20 27 3 5 8
3 20 17 37 15 1 16
4 12 14 26 6 1 7
Total 41 63 104 28 10 38

Cuadro 2. Frecuencia de lechones positivos a rotavirus porcino en dos granjas porcinas de
lazonade Lima

Granja Edad Lechones con diarrea Lechonessin diarrea

porcina (semanas) Negativo Positivo Negativo Positivo
1 1 1 12 0
2 4 3 20 0
Granja 1 3 15 5 17 0
4 9 3 13 1

Total 29 12 (41.4%) 9 1(1.6%)
1 4 0 3 0
2 3 0 5 0
Granja 2 3 12 3 1 0
4 5 1 0 1

Total 24 4 (16.6%) 62 1 (11.1%)

en animales y e humano, pero se sabe que
esta presente en todos los vertebrados
(Pereira et al., 1988; Ludert, 1994). Se le
encuentramayormente en cuadros de diarrea
en animalesy humanaos con inmunodepresion,

2000). En € presente estudio, se encontré la
misma frecuencia de PBV en lechones con
(5.8%) y sindiarrea (5.5%), indicando que &
virus no seria @ causante de la diarrea; sin

por 1o que es considerado como & segundo
agente patdgeno en importancia causante de
diarrea en humanos con VIH (Liste et al.,
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embargo, hay otros reportes que sugieren que
este virus podria ser causante de diarreas en
porcinos (Gatti et al., 1989).
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Cuadro 3. Distribucién de muestras positivas a rotavirus porcino por e método de
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), segln la presencia o ausencia de

diarrea, localidad de procedenciay edad de los lechones

Varisble Estratgs dela Total de Muestras positivas
Variable muestras n %
Heces
Diarreica 69 16 23.22
No diarreica 73 2 2.7
Procedencia
Puente Piedra 104 13 12.5%
AteVitarte 38 5 13.2%
Edad
(semanas)
1 21 1 4.8
2 35 3 8.6
3 53 8 15.12
4 33 6 18.2°
Total 142 18 12.7

ab Superindices diferentes dentro de una variable indican diferencia estadistica (p>0.05)
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