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I. INTRODUCCION 

Desde hace tiempo, se ha sospechado que Za mayor!a­

de Zas epidemias y casos esporádicos de gastroenteritis, -­

son debidas a una infección viral y no a la bacteriana, ya­

que sólo en el 20% de éstas, fueron aislados agentes bacte­

rianos. (1) 

La Gastroenteritis Infecciosa Aguda (G.I.A.), en ni 

ños, ha sido siempre un problema importante en varias par-­

tes del mundo (2,3,4,5), incluyendo a nuestro pata (6), ca~ 

sando epidemias graves que frecuentemente son de elevada -­

morta tidad. 

En 19'13 Bishop y colaboradores, examinaron cortes -

ultra finos de biopsias de duodeno tomadas de nueve niños -

con G.I.A. y en seis de ellos encontraron que Zas células -

epiteliales conten!an gran cantidad de part!culas virales -

con morfología similar a la de 'los orbivirus. (?) 

Flewett y colaboradores en Birmingham (8) y Middle­

ton y colaboradores en Canadá (9), examinaron las heces de­

niños y adultos con gastroenteritis y encontraron parttcu-
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Zas viraZea, Zas cuaZea eran morfoZógicamente idénticas a -

Zas deZ virus de Za diarrea de Zas terneras (New born caZf­

virua, N.C.D.V.J, comprobándose au relación antigénica me -

diante inmunomicroscop!a electrónica y fijación de compZe-­

mento. (10) 

..... 
Debido a au identidad morfoZ6gica, relación seroZó­

gica, aat como a Zas diferencias que presenta en relación a 

orbivirua reovirua, Fteweti y colaboradores (11), propusie­

ron et nombre de rotavirus para éste nuevo agente, inctu-­

y~ndoto en un género separado dentro de Za familia Reovira­

dae. 

Diversas técnicas han sido empleadas para ta detec­

ción de rotavirus, pero hasta et momento Za microscopta e-­

Zectrónica, aunque sofisticada, continaa siendo ta técnica­

m~s confiable adem~s de que permite Za detección de otros -

virus entéricos. As! pues, resuZtar!a ventajoso disponer de 

otra técnica r6pida, simpZe y casi tan confiable como Za mi 

croscop~a electrónica, que pueda ser empleada en eZ diagnó~ 

tico. de rutina, permitiéndonos ampliar tos estudios epide-­

miotógicos y en eZ futuro Za obtención de una terapeutica -

espectfica para Zas infecciones por rotavirus. 



Ya que en nuestro pa!s la inaidenaia de enteritis y 

enfermedades diarreicas oc~pa el lugar preponderante entre­

las enfermedades notificadas, ( con una tasa de morbilidad­

de 733.3/100 000 habitantes) (12), y siendo el rotavirus -­

uno de los principales ager.tes etiológicos, oreemos que es­

te trabajo aportará un métcdo útil en el diagnóstico y fut~ 

ro tratamiento de estas enfermedades. 
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II. GENERALIDADES 

II.1. MorfoZog!a. 

AZ 8eP observado8 poP miaro8cop!a electrónica con -

tinci6n negativa de fo8fotungstato~ to8 Potavirus apaPecen­

generaZmente aomo esfera8 de ?O nm, de diámetro, formados -

por: 

a). Una parte central llamada nucZeoide (~ore") de 

apro~imadamente 35 a 40 nm. de diámetro en forma de icosahe 

dro. 

b). Una cápside interna, que rodea aZ nucZeoide, -­

que presenta una Z!nea basal de Za cual surgen proyecciones 

hacia Za periferia dando a Za part!cuZa un di~metro de 65 nm. 

c). Sobre estas proyecaiones o caps6meros, se en­

cuentra una segunda cápside Zisa con un ancho de cuatro a -

cinco nm., dando as! a Zas part!cuZas completas un diáme-­

tro de ?O nm. 

Los caps6meros internos dan a Za part!cuZa Za apa-­

riencia de una rueda antigua (de donde deriva su nombre) y-
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esta corresponde a Za proyección en un pZano de la partícu­

la tridimensinal, formada por 32 subunidades mayores envuel 

tas en una delgada aubierta, constitiída por aubunidadea- -

más pequeñas. (13) 

La cápside e~terna ae pierde frecuentemente, de tal 

manera que Zos rotavirua aislados de heces contienen mea- -

claa de pa:rtículaa con y sin la capa e~te:rna, o muchas ve -

ces sólo pa:rt!culas sin la cápside e~terna. 

En preparaciones purificadas de rotavirus humano, -

Rodger y colabo:radores, encont:ra:ron que los dos tipos de 

part!culas son separables por sus densidades boyantes al 

cent:rifuga:r en equilib:rio en un gradiente de CSCl.Por mi--­

croscopta electr~nica se observ6 que las partículas obteni­

das en el intervalo de densidad de 1.38 - 1.39 g:r./om3, e-­

:ran rotavirus sin c~pside e~terna y Zas obtenidas a densida 

des de 1.29-1.30 g:r./cm3 eran una meacla de partículas vira 

les completas e incompletas. (14) 

II.2 Composiai6n. 

EZ :rotavirus humano, está compuesto por oc110 o nue­

ve polilptidos con pesos moleculares entre 21 000 y 12? 000 
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de tos auaies tres aorresponden a Za aápside externa. 

Loa rotavirus animales, presentan nueve poZiplp­

tidos aon pesos moleculares entre 14 000 y 133 000, per­

teneaiendo auatro de eZZos a Za aápside externa. (15) 

Por medio de estudios de desnaturalizaaión térmi 

aa y estudios anaZ!tiaos del genoma viral~ se obaerv6 Za 

presencia de 11 segmentos de distintos tamaños y pesos -

molecuiares de áaido ribocucleico de cadena doble. (16, -

17) 

Cada moldcula de ácido ribonucleico, codifica 

probablemente una proteina y representa un gene. As!, se 

puede estimar que el genoma de Los rotavirus est~ forma­

do por 11 genes, nueve de Los cuales codifiaan para pro­

te!nas que componen et virion y los otros dos probable-­

mente para enaimas requeridas en Za replicaci6n dei vi -

rus en el interior de la c6Lula. (18) 

Mediante electroforesis en get de potiacritamida 

se han comparado tos rotavirus humanos y animales, enco~ 

trándose patrones electroforeticos distintos, que permi­

ten diferenciar tas distintas especies. 
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Se han enoontrado también, variaoiones entre ios ro 

tavirus aisiados de una soia eapeaie y estas diferenaias 

han permitido cZasificarZoa uomo perteneaientes a distintos 

tipos. (17 .. 19 .. 20) 

Espejo y colaboradores han descrito dos tipos de r~ 

tavirus hu~~no, que difieren principalmente en eZ peso moZ~ 

cuZar de ioe segmentos dos y ainao, por Zo que han sido de-

nominados tipo uno y tipo dos. Estas variaciones en et gen~ 

ma de Zas rotavittus que infectan a una sola espeoie .. dan di:, 

ferenaiaa en la movilidad electroforetica de las prote!naa-' . 
estructurales dei virus. (22) 
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III. MATERIAL Y METODOS, 

III. I MateriaL 

a¿ Muestras fecaiea: 

Heces (de 8-5 gr.) de niños con gastroenteritis, de no -

mc!s de cinco d!as de evotuci6n. Estas muestras fueron ob 

tenidas det Departamento de Urgencias det Hospitai de Pe 

diatr!a de ei Centro Mddico Nacional del Instituto Mexi­

cano det Seguro Social. 

bJ Aparati>e. 

C~mara de electroforesis vertical. 

Fuente de poder. 

L4mpara de tus ultravioleta. 

Agitador magn~tioo. 

Cent~fuga. 

Uttracentr!fuga. 

Potencidmettto. 

Batanaa anat!tioa. 

Pipetas autom4tiaas de 10-100 miottotitros. 
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a) Reactivos. 

FZuorooarbón ( Fre6n T.F.). 

Folictilenglicol. 

Sacarosa. 

Lauril sulfato de sodio. 

E.D.T.A. sal dis6dica • 
. 

2- MercaptoetanoZ. 

Glicerol. 

Azul de bromofenol. 

Trizma base. 

Fosfato ácido de sodio. 

Agarosa. 

Bromuro de etidio. (e) 

d) Material de vidrio. 

Tubos de vidrio de 12cm. de largo y 0.5cm. de diámetro -

interno~ con marca e~terna ~ 2cm. de uno de los extremos 

Matraces Erlemeyer de 50 ml. 

Matraces aforados de 100 y 1000ml. 

Pipetas 1~2 y SmZ. 

Pipetas Pasteur. 

Plaaa de vidrio de 20 :t 20am. para llenado de tubo:~. 
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Vasos de precipitados de 50, 250 y 500mt. 

e) Val'ios. 

Abate lenguas. 

Cuadl'os de gasa de 2am2 apl'oximadamente. 

G:r>adi z:las. 

Parafilm. 

Tuvo de hute de 5mm. de diámetro. 

Tapones de hute con pel'fol'aoi6n de 0.5om. de didmetro. 

f) Soluciones (preparaoi6n aplndioe I). 

Buffer Loening 10~. 

Buffer Loening 1~. 

Sotuci6n disruptora (S.D.S.-M.E.). 

Sotuoi6n de bromuro de etidio. 

Sotuoi6n de gticerot-bromofenoZ. 

Sotuci6n de agarosa at 2%. 

Sotuci6n de potietitengtioot aZ 50%. 

Sotuci6n de sacarosa aZ 45%. 

III.2 Mltodos. 

Basados en et patr6n etectroforetico inconfundibte­

det ácido ribonuoteico. as! como en Za g~an cantidad de Pª! 
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t!culas viraZes presentes en las heces en etapas tempranas-

de la gastroenteritis causada por rotavirus, se describen -

estas técnicas que pueden realizarse facilmente en el Zabo-

rato:riio. (22) 

III. 2.1 EZ.ectrofor•esis. 

2.1.1.suspensión de heces. 

a) Pesar un matraz ErZ.emeyer de 50ml., provisto de­

un abateZenguas. 

b) Agregar 2gr. de heces. 

e) Resuspender en 5ml. de agua. 

d) Agitar fuertemente hasta homogeniaar. 

2.1.2 Tratamiento con fZuorocarb~n. 

a) Añadir 5ml. de fluorocarb~n y agitar en placa -­

magnet~ca durante 10 minutos. 

b) Pasar ta mezcla a un tubo de centr!fuga y centri . -
fugar a 9 000 rpm durante 30 minutos. Conclutdo-

el lapsoi e:i:traer el sobrenadante (evitando tomar-
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el material de la interfase), y coloaarlo en un -

tubo de aentr{fuga graduado. 

2.1.J Precipiraci6n con polietilenglicol. 

a) Agregar, 0.19ml. de solución de polietiZenglicot 

al 50% por cada mililitro de aobrenadante (inci­

so 2.1.2b). 

b) Agitar hasta mezclar bien y guardar la muestra a 

4ºC, hasta et siguiente dta. Pasado este tiempo, 

centrifugar a 6 000 rpm, durante JO minutos; de­

cantar el sobrenadante y resuapender la pastilla 

en 2.5mt. de agua. 

2.1.4 Uttracentrifugaci5n. 

a) A un tubo de ultracentrtfuga, agregar un milili­

tro de soluci6n de sacarosa al 45~. 

bJ Agregar la muestra (inciso 2.1.3b), al tubo que­

contiene el gradiente de sacarosa y ultracentri­

fugar a 40 000 rpm durante ?5 minutos; descartar 

el sobrenadante y reauspender la pastiZZa en - -

o.2mZ. (aprozimadamente 2 o J gotaa). 
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2.1.5 Preparación de la muestra para electroforesis. 

a) En un tubo de 12 x75, aoloaar 50 miaroZitroe de-

muestra y 20 miarolitros de soluai6n S.D.S.-M.E. 

y se inauba durante una hora a 55ºC, evitando la 

evaporación en exceso. 

b) Una vez transcurrido el tiempo de incubación, d! 

jar enfriar a temperatura ambiente y agregar una 

gota de solución de bromofenol-glicerol. 

2.1.6 Electroforesis. 

a) mientras se inauban las muestras, pesar 0.6 gr.­

de agarosa y colocarla en un matraz Erlemeyer de 50ml. Agr! 

gar 3ml. de buffer Loening 10 x y 27ml. de agua destilada. 

b) Calentar la suspensi6n de agarosa en baño mar!a,· 

hasta que se disuelva completamente. 

e) Con una jeringa provista de una aguja de hemato­

crito, agregar la suspensidn de agarosa dentro de los tubos 

de vidrio (previamente colocados en una placa de vidrio, -­

provista de tapones para poder cerrar un extremo), los tu -

bos deben de estar verticales y aon la marca en el extremo­

inferior. Llenar los tubos hasta aproximadamente 0.5cm. - -
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dsZ extremo superior. 

d) Una vez solidificada la agarosa, sacar el tubo -

de Za placa de vidrio, colocarlo en posici6n horizontal y -

deslizar el gel hacia afuera, hasta que su extremo coincida 

con Za marca. Cortar, cuidando de lograr un corte vertical. 

e) Cubrir el extremo m~s lejano a la marca, con una 

gasa de 8cm2 manteni6ndola en posiai6n con un anillo de hu­

le. 

f J Colocar los tubos en el aparato de electrofore-­

sis y llenar tos recipientes superior e inferior con buffer 

Loening lz, 

g) Conectar a la fuente de poder (poto positivo at­

reservorio inferior y el polo negativo al superior). Asegu­

rar, la obtenci6n de una corriente de 8 a 10 mA. por gel, -

disminuyendo posteriormente el voltaje al mtnimo y mante -­

ni6ndolo ast hasta terminar de colocar las muestras en los­

tubos. 

hJ Dspositar Zas muestras, con una jeringa de tube! 

culina provista de un tubo delgado tyg~n. en lugar de aguja 
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Sumerjir el tubo de la Jeringa, hasta aproximadamente 0.5cm 

del gel y dejar caer suavemente la muestra. sobre la super­

ficie de este. 

i) Una vez colocadas todas las muest2•as, aumentar -

el voltaje hasta obtener nuevamente una corriente de 8 a 10 

mA. por gel. 

j) Despu~s de aproximadamente tres horas, cuando to 

do el bromofenoZ haya salido, apagar la fuente de poder. De 

catar el buffer del reservorio superior y dejar escurrir 

los geles (quitando la gasa) en tubos de 16 x150, contenie~ 

do Za soZuai6n de bromuro de etidio. Loa geles deben quedar 

totalmente sumergidos en la soluai6n. 

k) Tapar los tubos con parafiZm y guardar a 4°C por 

una noche. 

l) Pasado este Zapeo colocar cada uno de los geles, 

sobre una l~mpara de lua ultravioleta para su observaci6n.­

Cons~derandose positivos cuando se presente el patr6n eZec­

troforltico de rotavirus, consistente en once bandas, que -

representan Zas diferentes fracciones del dcido ribonuclei­

co viral, aunque en muchas ocacionea s6lo se observan nueve 
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segmentos, ya que los pesos moleaulares y movilidad electr~ 

fci•ética de 'los segmentos dos, t:r>ea y oaho, nueve con muy -

semejantes. 

121.2.2 Coeleatroforesis. 

Esta prueba tiene por objeto, aonooer a que tipo de 

ro;avirus aorresponden aada una de las muestras que hayan -

resultado positivas mediante eleatroforesis • . 

·2.2.1 Muestras. 

Las muestras seleaaiónadas, serán aquellas que re-­

sul~en positivas por el m6todo de eleatroforeais, descrito­

en los incisos 2.1.1 a 2.1.6. 

2.2.2 Preparación de las muestras. 

Se realizará aon muestras que fueron tratadas para­

detcrminaai6n electroforltica, como se indic6 en la fase -­

.?.':~.·?•ita en el iniJiG.:- 2. l.4b y se p:r>epararán cono se indica 

en el inaioo 2.1.5. 

2.2.J Coelectroforcsis. 

a) El proaedimiento para col'rer la coelectroforeois 

es el mismo que el dasarito anteriormente para la electro[!:!_ 
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resia, salvo que para eata téaniaa, se aorren simultanea -

mente dos muestras que hayan resultado positivas por el m~ 

todo de electrofoPeaia en un mismo gel. 

As! mismo, ambas muestras se corren por separado, -

para efeatuar posteriormente aomparaaiones entre loa patro­

nes eZectroforétiaoa individuales y eZ de Za mezcla (20).-­

( E'squema número 2 J. 

b) Se correrá Za prueba y posteriormente se realiza 

rá la lectura de acuerdo a lo indicado en el inciso 2.1.Bj. 



Mu\!stra A Muestra B 
' 1 

.--------.-----------J 

e 

Esquema Nº 2.- Coelectroforesis 
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IV. RE'SULTADOS, 

De Zas 298 muestras estudiadas por medio de Za téc­

nica de electroforesis en gel de agaroaa, de el R.N.A. vi -

raZ, se obtuvieron 44 aaaos positivos, que corresponden al-

14. 8%. 

La distribución por edades de loa casos positivos,­

se ilustra en la tabla # 1 y ful ta siguiente: niños de uno 

a tres meses 22 caeos, de tres a seis meses 10 casos, cinco 

casos entre seis y nueve meses, cuatro aaso~ entre nueve y­

doce, un caso entre uno y dos años y dos entre tres y cua-­

tr>o años, 

Por lo que respecta a la distribuci~n estacional de 

los casos positivos de gastroenteritis causada por rotavi -

rus, se observ6 un marcado incremento de estos en los meses 

frios (gr!fica #2J. 

As! mismo, tos casos positivos fueron estudiados -­

por coelectroforesis, determin4ndose que 30 de estos corre! 

pondia~ a rntavirun tiro dos y los 14 restantes al tipo uno 

,''-' 



Edad 

(Meses) 

1-3 

3-6 

6-9 
9-12' 

12-14 

36-•8 

Total 

N" de Nº de 

Casos Totales Casos Po1it ivos 

121 22 
77 1 o 
45 s 
27 4 

. .., 18 

1 o ·2 

298 44 

Tabla Nº 1 :- Distribución por edades 
de casos positivos 

Y. de 

Posi thid1d 

16 ... 

13.3 

11.1 

16.0 

7,6 

zo.o 

14.8 
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V. DISCUSIDN. 

Loa resuZtados obtenidos (gráfiaa 1), indiaan que -

Za incidencia de casos de gastroenteritis infecciosa aguda­

causada por rotavirus, es baja si Za comparamos aon Zos re­

suZ tados reportados por otros autores (1,2,8,11,23).Eato es 

debido probabZemente, a que eZ tiempo en que se realizó eZ­

muestreo (Noviembre de 1977 a Agosto de 1979) no contuvo -­

los tres periodos invernales, Zo cual pudo contribuir a eZ­

descenso en et namero de casos positivos, ya que la distri­

bución estacional nos muestra un marcado aumento en Za inci 

dencia de casos positivos (gr~fica 2). Esta distribución -­

concuerda con lo indicado por otros autores (l,24,25,28). 

Por Zo que respecta a Za froecuencia de casos de ga!!_ 

troenteroitis relacionada con Za edad de los pacientes, en -

contr~mos que tos resultados (tabla 1 y gráfica 3), aon se­

mejantes a los reportados por Carry cotaboradoree.(27) 

En Za prueba de coeZectroforesis, ee observó que eZ 

821 de los casos correspondieron a rotavirus tipo dos y eZ-

38'& restante al tipo uno, indicándonos eato que Za mayor!a­

de las infecciones fueron causadas po1• rotavirus tipo doa. -



20 

8ste PesuLtado es similaP a to encontPado pol' Yot--

ken y coZabol'adoPes. (28) 

Los resultados obtenidos, nos indican que ta etea--

troforesis det R.N.A viPal en get de agarosa, es senci--

ble y altamente espec!fica pal'a Za detecci6n de los distin­

tos tipos de l'otavil'us. 

Pol' divel'sos estudios se ha encontrado que ta espe­

cificidad de esta t6cnica, es mayol' a la obtenida pol' medio 

de Za micl'oscop~a eZectP6nica, ya que por este m6todo no se 

pueden identificar Zos diferentes tipos de rotavil'us, ni es 

tos de otl'os vil'us de Za misma familia como reovil'us y ol'bi 

Vil'us, 

La mencionada especificidad de Za tlcnica de eZec -

tl'ofol'esis del R.N.A. vil'aZ, se debe a dos factol'eB pl'imol'­

diates: 

a) A Za pl'esencia de un patl'6n etectrofol'ltico espe . -
c!fico, mediante et cual se puede identificar faciZmente a­

Zos l'otavil'U8 de diversas especies. 

b) La tinci6n con bl'omul'o de etidio. Ya que aZ in-­

tel'caZal'Be eZ bromul'o de etidio entl'e pal'es de bases adya -
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aentea det R.N.A. de doble cadena, se obtiene un aompLejo -

que ai aer irradiado con luz ultraviot~ta fluoreae de 20 a-

100 veces mas que el bromuro de etidio Zibre (28) (esquema-

3), permitiéndonos as! una faoit observación del patrón - -

eteotroforétiao de rotavirus. 
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Gráfica Nº1 :-Incidencia de G.l.A. 
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Gráfica Nº 2:- Distribución estacional de 
C.l.A. ca4sada por. Rotavirus 
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Gráfica N<'3:- Incidencia de G.l.A. 
por Rotavirus en 

relación a la edad 
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APENDICE I. 

Buffel' Loening 1 O:r. 

Tl'izma base 0.36 N 43.5gl'. 

Fosfato áaido de sodio O.JO M 41.39gl'. 

l:..D.T.A. sal disódiaa 0.01 M 3. Bgl'. 

Laul'iZ sulfato de sodio 1.0% p/v 10.0gl', 

Disolver en 3pro:rimadamente ?50mt de agua destilada 

ajustal' a ph ?.B y afol'al' a l ooomi. 

3uffer Loening l:r, 

A pal'til' de et buffei• Loening lO:r:, p:repa:ral' et bu-­

ffel' l:e de la siguiente fol'ma: 

Loen ing 1 O:r 

Agua destilada 

Sotuai6n S.D.S.-N.E. 

L3ul'iZ sul;ato de sodio 

E.J.T.A. aaZ dis5diaa 

lOOmZ. 

900mZ. 

6.0 % p/v O.Bgr. 

0.036 N G.1J68gl'. 



2- MePcaptoetanoi 

Agua destiiada abp 

23 

0.06 % v/v 0.06mZ. 

10.0mL 

DisoZveP eZ E.D.T.A. y eZ lauPil sulfato de sodio -

en ocho mZ. de agua destilada y ajuatazt el ph a ?.O 

agztegaP eZ meraaptoetanol y afoPar a 10ml. 

SoZuai6n de BromuPo de Etidio. 

Bromuro de etidio concentrado 

Agua destitada cbp 

1, Oml..; 

1 OOOml. 

Esta ·solucidn, B·e debe pztotejer de la Zua directa. 

Solici~n de Gticeztol-Bztomofenol. 

Solucidn saturada de aaul de bromofenot 

GZiceztol 

l.Om'L. 

9, Om'L. 

Sotucidn de Agarosa al 2 %. 

Agaroea 

Loení.ng lOz 

Agua destilada 

2.0 1 p/v 

10.0 1 v/v 

0.6gr. 

3, Omt, 

2?.0mZ. 
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soiuai6n de PoLietiLengLiaol ai 50 %. 

PolietiLenglicol 

Agua destilada cbp 

soiuai6n de Saaal'OBa ai 45 %. 

Sacal'osa 

Agua destilada cbp 

50.0 % p/v 

45.0 % p/v 

• 

50.0gr. 

lOOml 

45.0gl'. 

1 OOmZ. 
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