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I. INTRODUCCIOWN

Desde hace tiempo, se ha sospechado que la mayorfa-
de las epidemias y casos esporddicos de gastroenteritig, --
son debidas a una infeccidn viral y no a la bacteriana, ya-
que 80lo en el 20% de Estas, fueron aislados agentes bacte-

rianoe. (1)

La Gastroenteritis Infecciosa Aguda (G.I.A.), en ni
flos, ha sido siempre un problema importante en vartias par--
tes del mundo (2,3,4,5), tincluyendo a nuestro pafs (6), cau
sando epidemias gravee que frecuentemente gon de elevada --

mortalidad.

En 1973 Bishop y colaboradores, examinaron cortes -
ultra finos de biopstias de duodeno tomadas de nueve nifios -
econ G.I.A. y en seis de ellos encontraron que las células -
epiteliales contenfan gran cantidad de partfeulas virales -

con morfologfa similar a la de los orbivirus. (7)

Flewett y colaboradores en Birmingham (8) y Middle-
ton y colaboradores en Canadd (9), examinaron las heces de-

nifios y adultos con gastroenteritig y encontraron partfcu-



las virales, las cuales eran morfolbgicamente idénticas a -
las del virus de la diarrea de las terneras (New born calf-
virus, N.C.D.V.), comprobdndose su relacidn antigénica me -
diante inmunomicréscop{a electrbnica y fijacidén de comple~-
mento. (10)

Debideo a su identidad morfolégica, relacién seroléd-
gtica, asf como a las diferencias que presenta en relacibn q
orbivirus reovirug, Fleweti y colaboradores (11), propusie-
ron el nombre de rotavirus para &ste nuevo agente, inclu--
yéndolo en un género separado dentro de la familia Reovira-

dae.

Diversas técnicae han sido empleadas para la detec-
cién de rotavirus, pero hasta el momento la microseopfa e--
Zectréniaa, aﬁnque gofieticada, eontinia siendo la técnica-
mis confiable ademis de que permite la deteccién de otros -
virus entéricos. Asf pues, resultarfa ventajoso disponer de
otra técnica rdpida, simple y casi tan confiable como la mi
eroscopfa electrbnica, que pueda ser empleada en el diagnbg
tico. de rutina, permitiéndonos ampliar los estudiocs epide--
miolégicos y en el futuro la obtencibn de una terapeutica =-

eepecffica para las infeccionee por rotaviruas.



Ya que en nuestro pafs la ineidencia de enteritis y
enfermedades diarreicas ocupa el lugar preponderante entre-
las enfermedades notificadas, ( con una taga de morbilidad-
de 733.3/100 000 habitantee) (12}, y siendo el rotavirus --
uno de los principaleg agertes etiolbgicos, creemog que es-

te trabajo aportard un m&tcdo dtil en el diagnbstico y futu

ro tratamiento de estas enjermedades.



II. GENERALIDADES

II.1. Morfologfa.

Al ger observados por microgcopfa electrénica con -
tincidbn negativa de fosfotungstato, loe rotavirus aparecen-
generalmente como esferas de 70 nm, de didmetro, formados -

por:

al). Una parte central llamada nucleoide ("core") de
aproxzimadamente 35 a 40 nm. de didmetro en forma de icosahe

dro.

b). Una cdpside interna, que rodea al nucleoide, =--
que presenta una linea basal de la cual surgen proyecciones

hacia la periferia dando a la partfcula un didmetro de 65 nm.

¢). Sobre estas proyecciones o capsbmeros, se en- -
cuentra una segunda cfpside lisa con un ancho de cuatro a -
etneo nm., dando asf{ a lae partfculas completas un didme-~

tro de 70 nm.

Los capsbmercs internos dan a la partfcula la apa--

riencia de una rueda antigua (de donde deriva eu nombre) y-



esta corresponde a la proyeccibn en un plano de la partfcu-
la tridimensinal, formada por 32 subunidades mayores envuel
tas en una delgada cubierta, constitifda por subunidades- -

més pequetias. (13)

La cdpside externa se pierde frecuentemente, de tal
manera que los rotavirus atislados de heces contienen mez- -
clas de partfculas con y sin la capa externa, o muchas ve -

ces gblo partfculas sin la edpside externa.

En preparaciones purificadas de rotavirus humano, -
Rodger y colaboradores, encontraron que los dos tipos de ==
partfeulas son eeparables por sus densidades boyantes al --
centrifugar en equilibrio en un gradiente de CSCLl.Por mi---
eroscopfa electrénica se observé que las partfculas obteni-
das en el intervalo de densidad de 1.38 - 1.39 gr./emS, e--
ran rotavirus ein cdpside externa y lae obtenidas a densida
des de 1,29-1,30 gr./cm3 eran una meazcla de partfculas vira

les completas e incompletas. (14)

II.2 Composicién.

El rotavirue humano, estd compuesto por ocho o nue-

ve poliéptidoe con pesos moleculares entre 21 000 y 127 000



de los cualesg tres corresponden a la cdpside externa.

Los rotavirus animales, presentan nueve polipép-
tidos con pesos moleculares entre 14 000 y 133 000, per-

teneciendo cuatro de ellos a la cdpside externa. (15)

Por medio de estudios de desnaturalizacidn térmi
ca y estudios analfticos del genoma viral, se observd la
lpresencia de 11 segmentos de diatintos tamafios y pesos -
moleculares de fcido ribocucleico de cadena doble. (16, -

17)

Cada molécula de dcido ribonucleico, codifiea --
probablemente una proteina y representa un gene. Asf, se
puede estimar que el genoma de los rotavirus estd forma-
do por 11 genes, nueve de los cuales codifican para pro-
tefnas que componen el virion y los otros dos probable--
mente para enazimas requeridas en la replicacién del vi -

rus en el interior de la célula. (18)

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
se han comparado los rotavirus humanos y animales, encon
trdndose patrones electroforeticos distintos, que permi-

ten diferenciar las distintas especies.



Se han encontrado también, variaciones entre los ro
tavirus aisladog de una sola especie y estas diferencias --
han permitido clasificarlos como pertenecientes a distintos

tipos. (17,19,20)

Espejo y colaboradores han descrito dos tipos de ro
tavirug humano, que difieren principalmente en el peso mole
cular de los segmentos dos y cinco, por lo que han gido de-
nominados tipo uno y tipo dos. Estas variaciones en el geno
ma de los rotavirus que infectan a una sola especie, dan di
ferencias en la ﬁovilidad electroforetica de Zas‘Fratefnas-

estructurales del virus. (21)



III. MATERIAL Y METODOS.

IIr.I Matertial.

ag Muestras fecales:
Heces (de 2-5 gr.) de nifios con gastroénteritis, de no -
mis de cinco dfas de evolucidn. Estas muestras fueron ob
tenidas del Departamento de Urgencias del Hospital de Pe
diatrfa de el Centro Médico Nacional del Instituto Mexi~

eano del Seguro Social.

b) Aparatos.
Cémara de electroforesis vertiecal.
Fuente de poder.
Ldmpara de luz ultravioleta.
Agitador magnético.
Centffuga.
Ultracentrffuga.
Poteneifmetro.
Balansa analftica.

Pipetas automdticas de 10-100 mierolitros.



¢l

- d)

Reactivos.

Flucrocarbfn ( Frebn T.F.).
Faolietilenglicol.
Sacarosa.

Lauril sulfato de sodtio.
£.D.T.4. 8al disédica.
Z- Mercaptoetaﬁoa.
Glicerol,

Azul de bromofenol.
Trizma base.

Fogfato deido de sodio.
Agarosa.

Bromuro de etidio. (c)

Material de vidrioc.
Tubos de vidrio de 12em. de largo

interro, con marca externa a 2cm.

Matraces Erlemeyer de 50 ml.

Matraces aforados de 100 y 1000ml.
Pipetas 1,2 y Sml.

Pipetas Fasteur.

y 0.5em, de didmetro -

de uno de los extiremos

Placa de vidrio de 20 z 20cm, para llenado de tuboi,

Tuboe de ergurz Ze 10 x ?5 y 1€ x

-~

Tuves de cevtrifupa cde 14

150.

wle sraduados en 6.1 ¥ J.owl,
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Vasos de precipitados de 50, 250 y 500ml.

e} Varios.

Abatelenguas.,

auadros de gasa de 2cmé aproximadamente.

Gradillas., B
Parafilm, '

Tuvo de hule de 5mm. de diémetro.

Tapones de hule con perforacibén de 0.S5em. de didmetro.

f) Soluciones (preparacidn apéndice I).
Buffei Loening 10z.
Buffer Loening Ilx.
Solucién disruptora (S.D;S.-M.E.).
Solueién de bromuro de etidio.
Solucidn de glicerol-bromofenol.
Solueidn de agarosa al 2%.
Solucién de polietilenglicol al 50%.

Soluciﬁn de sacarocea al 45%,

III.2 Métodos.

Basados en el patrén electroforetico inconfundible-

del deido ribonucleico, asf como en la gran cantidad de par
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tfculas virales presentes en las heces en etapas tempranas-
de la gastroenteritis causada por rotavirus, se describen -
estae técnicas que pueden realizarge facilmente en el labo-

ratorio. (22)

III.2.1 Electroforesie.

2,1.1.5uspensibn de heces.

a! Pegar un matraz Erlemeyer de 50ml., provieto de-

un abatelenguas.

b) Agregar 2gr. de heces.

e) Resuspender en 5ml. de agua.

d) Agitar fuertemente hasta homogenizar.

2.1.2 Tratamiento con fluorocarbén.

a) Adadir Sml. de fluorocarbdn y agitar en placa --
magnetfca durante 10 minutos.

b) Pasar la mezcla a un tubo de centrffuga y centri

fugar a 8 000 rpm durante 30 minutos. Conclufdo-

el lapso, extraer el sobrenadante (evitando tomar-
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el material de la interfasel), y colocarlo en un -

tubo de centrffuga graduado.

2.1.3 Precipiracibn con polietilenglicol.
a) Agregar, 0.19ml. de solucibn de polietilenglicol
al 50% por cada mililitro de sobrenadante (inei~-

go 2.1.2b).

b) Agitar hasta mezclar bien y guardar la muestra a
4°C, hasta el siguiente dfa. Pasado este tiempo,
qentrifugar a 6 000 rpm, durante 30 minutos; de-
cantar el sobrenadante y resuspender la pastilla

en 2.5ml. de agua.

2.1.4 Ultracentrifugacién.

a) A un tubo de ultracentrffuga, agregar un milili-

tro de solucién de sacarosa al 4¢5%.

b) Agregar la muestra (inciéo 2.1.3b), al tubo que-
contiene el gradiente de sacarosa y ultracentri-
fugar a 40 000 rpm durante 75 minutos; desecartar
el sobrenadante y resuspender la pastilla em - -

0.2ml. {aproximadamente 2 o 3 gotas).
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2.1.5 Preparacibn de la muestra para electroforestis.
a) En un tubo de 12 75, coloecar 50 microlitroes de-
muestra y 20 microlitros de solucibn S.D.5.-M.E.
y se incuba durante una hora a §5°C, evitando la
evaporacidén en exceso.
b) Una vez traﬁ;currido el tiempo de incubacibn, de
Jar enfriar a temperatura ambiente y agregar una

gota de solucidén de bromofenol-glicerol.

2.1.6 Electroforesgis.
a) mientras se incuban las muestras, pesar 0.6 gr.-
de agarosa y colocarla en un matraz Erlemeyer de 50mi. Agre

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

b) Calentar la suspensién de agarosa en bafio marfa,

hasta que se disuelva completamente.

e) Con una jeringa provista de una aguja de hemato-
erito, agregar la suspensidn de agarosa dentro de loe tubos
de vidrio (previamente colocados en una placa de vidrio, =--
provista de taponee para poder cerrar un extremo), loe tu =~
bos deben de estar verticales y con la marca en el extremo-

inferior. Llenar los tubos hasta aproximadamente 0.5em., - -
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del extremo superior.

d) Una vea solidificada la agarosa, sacar el tubo -
de la placa de vidrio, colocarlo en posicién horizontal y -
deglizar el gel hacia afuera, hasta que eu extremo coincida

con la mareca. Cortar, cutdando de lograr un corte vertical.

e) Cubrir el extremo mda lejano a la mareca, ceon una

2

gasa de 2cm” manteniéndola en posicién con un anillo de hu-

le.

- f) Colocar los tubos en el aparato de eleactrofore--
8i8 y llenar loe recipientes supertor e infertior con buffer

Loening lx.

g) Conectar a la fuente de poder (poia positivo al-
reservorio inferior y el polo negativo al superior). Asegu-
rar,‘la obtencidn de una corriente de 8 a 10 mA. por gel, -
dieminuyendo posteriormente el voltaje al mifnimo y mante =--
nténdolo as{ hasta terminar de colocar las muestras en log-

tubos.

k) Depositar las muestras, con una jeringa de tuber

culina provista de un tubo delgado tygén, en lugar de aguja



15

Sumerjir el tubo de la jeringa, hasta aproximadamente 0.5cm

del gel y dejar caer suavemente la muestra, sobre la super-~

ficie de este.

1) Una vez colocadas todas las muestras, aumentar -
el voltaje hasta obtener nuevamente una corriente de 8 a 10

mA. por gel.

J) Después de aproximadamente tres horas, cuando to
do el bromofenol haya salido, apagar la fuente de poder. De
catar el buffer del reservorio superior y dejar eascurrir --
los geles (quitande la gasa) en tubos de 16 x150, contenien
do la esolucién de bromuro de etidio. Loe geles deben quedar

totalmente sumergidos en la solucién.

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

una noche,

l) Pasado este lapso colocar cada uno de los geles,
sobre una lé&mpara de luz ultravioleta para su observacidn.-
Coneiderandose positivoe cuando 8e presente el patrdn elec-
troforético de rotavibus, consigtente en once bandas, que -
representan las diferentes fracciones del Jcido ribonuclei~-

co viral, aunque en muchas ocaciones s6lo se observan nueve
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segmentos, ya que los pesos moleculares y movilidad electro

-

forétiea de los segmentos doe, tres y ocho, nueve con muy -

semejantes.

-r

I1.2.2 Coelectroforesis.

Esta prueba tiene por objeto, conocer a que tipo de
rotavirug corresponden cada una de las muestrae que hayan -

resultado positivas mediante electroforesis. .

"8.2.1 Muestras.
Las muestras seleccionadas, serdn aquellas que re--

sulten positivas por el m&todo de electroforesis, descrito-

en los incisos 2.1.1 a 2.1.6.

2,2.2 Preparacién de las muestras.

Se realizard con muestras que fueron tratadas para-
determinacibn electroforftica, como ge indied en la fase -
Jonsnita en el inetcs 2.1.4b y sc preparardn cono se indica

en el itnectso 2.1.8.

2,2.3 Coelectroforestis,
a) ELl procedimiento para correr la coelectroforesis

es el migmo que el descrito anteriormente para la electrofe



resis, aalvo que para esta técnica, se corren simultanea -
mente dos muestras que hayan resultado pogitivas por el mé

todo de electroforesis en un mismo gel.

Asf mismo, ambas muestras se corren por egeparado, -
para efectuar posteriormente comparaciones entre los patro-
nes electroforéticos individuales y el de la mezcla (20).--

( Esquema nidmero 2).

b) Se correrd la prueba y posteriormente ge realiaa

rd la lectura de acuerdo a lo indteado en el ineiso 2.1.67.



Mugstra A

Muestra. B

2R

R =

......... d

H

}_'__,

=

Esquema N° 2~ Coelectroforesis
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IV. RESULTADOS.

De las 298 muestras estudiadas por medio de la téc-
nica de electroforesis en gel de agarosa, de el R.N.A. vi -

ral, se chtuvieron 44 casos positivoes, que corresponden al-

14.8%.

La digtribucibn por edades de los casos positivos,~-
gee ilustra en la tabla # 1 y fué la aiguiénte: nifos de uno
a treg meses 22 cagos, de tres a seis meses 10 casos, einco
easos entre seis y nueve meses, cuatro cqeos entre nueve y-
doce, un caso entre uno y dos adfios y dos entre tres y cua--
tro afos.

Por lo que respecta a la distribucién estactonal de
los casos positivos de gastroenteritis causada por rotavi -
rus, 8se observq un mareado incremento de estos en loe meses

frios (gr&fica #2).

Asf mismo, los casos positivos fueron estudiados --
por coelectroforeais, determindndose que 30 de estos correg

pondiar a rotavirus tipo doe y los 14 restantes al tipo uno



Edad N°® de N® de , de

(Meses) Casos Totales Casos Positivos Positividad
1-3 121 22 16.4
36 77 1o 13.3
6-9 45 S 1.1
9-12 | 27 4 16.0

12-24 < 18 | 7.6

36-48 . 10 2 20.0

Total 298 o 44 148

Tabla N° 1= Distribucion por edades
- de casos positivos
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V. DISCUSION,

Log resultados obtenidos (grdfica 1), indican que -
la ineidencia de casos de gastroenteritis infeceioga aguda-
cauesada por rotavirus, es baja et la_comparamos con los re-
sultados reportados por otros autores (1,2,8,11,23).Esto es
debido probablemente, a que el tiempo en que ge realizélel-
mueetreo (Noviembre de 1977 a Agosto de 1979) no eontuvo --
los tres periodos invernales, lo cual pudo contribuir a el-
descengo en el néimero de casoe poeitivos, ya que la distri-
bucidn estacional nos muestra un marcado qumento en la ineg
dencia de casos poeitivos (gréfica 2). Eesta distribucibn --

concuerda con lo indicado por otros autoree (1,24,25,26).

Por lo que respecta a la frecuencia de casos de gas
troenteritis relacionada con la edad de los pacientes, en -
contramos que los resultados (tabla 1 y gré&fica 3), son se-

mejantes a loe reportados por Carr y colaboradores.(27)

En iq prueba de coelectroforesie, ee observd que el
62% de los cascs correspondieron a rotavirus tipo doe y el-
38% restante al tipo uno, indicdndonos esto que la mayorfa-

de las infeceiones fueron causadaa por rotavirus tipo dos.-
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Fste resultado es gimilar a lo encontrado por Yol--

ken y colaboradores. (28)

Los resultados obtenidos, noe indican que la elec--
troforesis del R.N.A viral en gel de agarosa, es genci--
ble y altamente especffica para la deteccién de los distin-

tos tipos de rotavirus.

Por diversos estudios se ha encontrado que la espe-
cifieidad de esta téenica, es mayor a la obtenida por medio
de la microscopfa electrénica, ya que por este método no se
pueden tidentificar los diferentes tipos de rotavirus, ni eg
tos de otros virue de la miema familia como reovirue y orbi

virus.

La mencionada especificidad de la t&cnica de elec -
troforesie del R.N.A. viral, se debe a dos factores primor-
diales:

a) A la presencia de un patrén electroforético espe
effico, mediante el cual se puede identificar facilmente a-

los rotavirus de diversas especies.

b) La tincién con bromuro de etidio. Ya que al in--

tercalaree el bromuro de etidic entre pares de baees adya -



centes del R.N.A. de doble cadena, se obtiene un complejo =~
que al ser irradiado con luz ultravioleta qubrece de 20 a-
100 veces mde que el bromuro de etidio libre (28) (esquema-

8), permitiéndonos ast una facil observacidén del patrdén - -

electroforético de rotavirus.
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APENDICE I,

Buffer Loening 10x.

Triama base 0.36 ¥ 43, 5gr.
Fosfato deido de sodio 0.30 M 41,39gr.
L.D.T.A. sal disdédica 0.01 M 3.8gr,
Lauril sulfato de sodio 1.0% p/v 10.0gr.

Digolver en aproximadamente ?50ml de agua destilada

ajustar a ph 7.8 y aforar a 1 000ml.

Suffer Loenting Iz,

A partir de el buffer Loeﬁing 10z, prepararrel bu=~

Jfer 1x de la siguiente forma:

Loening 10z looml.

Agua destilada ' “800mi.
Solueibn S.0.8.-k.5,

Laurii sullato de sodio £.0 % p/v 0.6gr.

EaD.T.Ao SGZ dis.‘fd‘l:ca 0.036 IH G 135891‘-
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2~ Mercaptoetanol 0.06 % v/v 0.06ml,
Agua destilada cbp 10.0ml.

Disolver el E.D.T.A. y el lauril sulfato de sodio =
en ocho ml. de agua destilada y ajustar el ph a 7.0

agregar el mercaptoetanol y aforar a 10ml.

Solucibn de Bromuro de Etidio.

Bromuro de etidio concentrado 1.0ml.

Agua destilada cbp 1 000ml.
Feta solucién, se debe protejer de la luz directa.

Solicibn de Glicerol-Bromofenol.
Solueién saturada de azul de bromofenol  1.0mi.
Glicerol 9.0ml.
Solucibn de Agarosa al 2 %.

Agarosa 2.0 % p/v 0.6gr.
Loening 10x 10.0 % v/v 3.0ml.
Agua destilada : 27.0ml,
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Solucidn de Polietilenglicol al 50 %.

Polietilenglicel 50.0 % p/v
Agua destilada cbp
Solueidn de Sacarcsa al 45 %.

Sacarosaa 45.0 % p/v

Agua destilada cbp

50.0gr.

loomi

46.0gr.

100mt.
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