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R E S U M E N 

CRUZ SAN PEDRO JAVIER. Tiempo de prot~cci6n contra Rotavirus 

conferido· por inmunoglobulinas s6ricas especificas administrA 

das por vía oral en lechones (_ba_jo la direcci6n de: Héctor 

Barbosa N,jera y Jorge Raúl L4e~z Morales). 

Con el objeto de obtener inmunoglobulinas s6ricas específicas, 

cinco cerdos adu"itos de 60 Ig. de peso 'fueron inoculados con 

40 mg por estimulo de Rotavirus porcino, durante cinco veces 

con intervalos de 15 dias, las.dos_primeras inmunizaciones se 

realizaron con Adyuvante completo de Freund y las últimas sin 

61. Ocho dias despu6s de la última inmunizaci6n los cerdos 

fueron llevados al rastro, donde fueron sacrificados y seco­

lect6 su sangre. Se obtuvo el suero y se precipitaron las i.!r· 

munoglobulinas con sulfato de amonio, 6stas conservaron su c~ 
pacidad precipitante y neutralizante de la partic~la viral en 

pruebas in vitro. Se utilizaron cuatro camadas de lechones 
recién nacidos, la mitad de cada una como testigo y la otra 

como experimental, a los lechones experimentales se les admi­
nistró desde el nacimiento y durante los primeros cinco días, 

4 g de inmun~globulinas obtenidas de los cerdos inmunizados, 

por vía oril. Las camadas fuer~n desafiadas con 106 partícu­
las de Rotavirus_ a las 2, 8, 24, y 96 horas despu6s de la 6! 

tima to~~ d~ inmunoglobulinas. Se logr6 reproducir la enfer­

medad en el 56% del total de los animales 18/32. De ellos 

el 66% 12/18, pertenece al grupo experimental y el 42% 6/14 
al grupo testigo. El periodo de incubación fue diferente e.!!. 
tre ambos grupos, siendo de 81 horas prom~dio para el grupo 
experimental y 45 para el grupo control. 
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I N T R o D u e e I o N 

IMPORTANCIA 

La causa más frecuente de mortalidad en recién nacidos 

en nuestro país, tanto en humanos como en otras especies es 

la diarrea (15, 33). 

Los agentes etiológicos frecuentemente productores de 

diarr-ea son las bacterias, los virus y los parásitos. Den­

tro de los virus más comunmente aislados en niños tenemos al 

Rotavirus (1, 8, 36), 

En dos estudios realizados en México se demostró la i.!!!. 

portancia que tiene el Rotavirus como productor de diarreas 

en niños, En uno de ellos se demostró la presencia de este 

virus en la materia fecal del 15,i% de niños menores de cin­

co años con gastroenteritis infeceiosa aguda, de un total de 

232 casos (33); en el otro en el 18.2% en un total de 77 ni­

ños con diarrea adquirida.en hospitales (34). La diarrea 

por este virus se presenta principalmente en nifios en los 

primeros dos años de vida, aunque pueden ser afectados hasta 

los doce años de edad (1, 8, 19), 

La infección por Rotavirus se incrementa de una manera 

significativa en lugares donde haya ca•bios estacionales muy 

bruscos, ya que en los meses fríos puede llegar a tener una 

incidencia de 50-60% (8, 19, 31). En India 1,4 millones de 

niños mueren anualmente por diarrea, asimismo en .países sub­

desarrrollados la mortalidad infantil es muy alta, esto se 

debe principalmente al bajo nivel de nutrición e higiene en 

que se vive (21), También en Cerdos, Bovinos, Equinos, Ovi-
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nos y otras especies este virus tiene gran importancia como 

agente primario de diarreas en recién nacidos (10, 19, 29, 31) 

además de que al asociarse con!• coli principalmente las 

pérdidas que ocasiona por muertes aumentan en gran medida, 

esto se demuestra en un estudio-realizado por Hpuse et al 

(18), en el que se demostr6 que el Rotavirus en becerros co­

mo agente único ¡h'oductor de la enfermedad produce de un 

3,2-9.1% de pérdidas y éstas se incrementan a 8.7-21.1% cua~ 

do se asocia con .L. coli. 

Hablando específicamente del cerdo, tenemos que el Rot.!, 

virus es de gran importancia como porductor de diarreas en la 

etapa comprendida entre el nacimiento y el destete, que es 

la edad en que los lechones son más susceptibles (5, 40, 47), 

La mortalidad que puede provocar esta infecci6n es de un 20 

50% y se incrementa cuando se asocia con E, coli (14) 

La in fecci6n por Rotavirus en cerdos se considera que 

es muy común y está difundida en la mayoría de las granjas 

sobre todo en aquellas en las que no se tienen buenas medi-· 

das de limpieza y manejo· en el área de maternidad (5), 

VIRUS 

En 1975 la Organizaci6n Mundial de la Salud report6 

al Rotavirus como productor de diarreas en neonatos (24), 

y en 1976 se report6 por primera vez a un Rotavirus porcino 

como causante de diarreas en lechones (5), 

El nombre del Rotavirus (del latín rota=rue~a), se ba­

sa en la apariencia del borde externo de la cápside del vi-
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rus el cual simula una rueda con eje ancho, rayos cortos y 

borde bien definido al ser observado en el microsc~oio elec­

~r6nico (S, 19, 24). Las partículas tienen una cápside de 

doble envoltura y su diámetro es aproximadamente de 60-70 nm; 

las partículas virales en las que la cápside externa no está 

presente m~estran bordes rugosos y tienen 50-60 nm de diáme­

tro; el centro de la partícula tiene un diámetro de 33-40 nm. 

Posee un genoma de 11 segmentos de ARN de doble banda, y de 

acuerdo al patr6n de migraci6n de estos segmentos observados 

por electroforesis en geles de poliacrilamida, es posible d,! 

terminar de qué especie se trata (19,32). Otro método para 

h i~entificaci6n del virus es la prueba de reducci6n en pl,! 

ca, la cual es bastante confiable aunque requiere de un ant,! 

sQero con un titulo elevado para la identificaci6n del virus, 

sin embargo es mas simple que la prueba de inhibici6n d~ la­

hemaglutinaci6n, análisis inmunosorbente ligado a enzimas 

(!·LISA), inmunofluorescencia, prueba de neutralización o 

que la electroforesis en gel de poliacrilamida (12). 

Los· métodos para la replicaci6n del Rotavirus porcino 

que se utilizan son sistemas.!!!, !!!.2,, en los·cuales se inoc.Y, 

lan lechones recién nacidos, aunque se tienen problemas para 

ello debido a la transferencia de anticuerpos por el calos~ 

tr_o y leche maternas, y a la gran incidencia de diarreas de­

diferente etiología en los recién nacidos, por ello se pre-· 

fiere la utilización de lechones gnotobióticos o lechones 

privados de calostro (lechones "cachados"); para la replica­

ción.!!!, vitro, se han utilizado células de riñón de cerdo 

(PK-15) y células de riñón de embrión de mono rhesus -
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(MA-104), estos cultivos se utilizan principalmente para la­

prueba de reducci6n en placa o para la prueba de neutraliza­

ci6n de anticuerpos y se ha visto que la adici6n al medio de 

pancreatina, tripsina, quimiotripsina y DEAE-dextrán favore­

cen la replicaci6n del virus y,que hay una mejor infecci6n-
' 

de las c6lulas (5, 12, 38, 46). 

El Rotaviras es relativamente reststente ya que sopor­

ta una variaci6n de 3-9 en el pH; en la materia fecal puede 

resistir durante 30 minutos a 60ºCr y de 7-8 meses a I8-20°c. 

También es relativamente resistente a de~infectantes a base 

de iodo, sin embargo es inactivado por medio de la pasteuri­

zación a 63°c por 30 minutos (46). 

PATOGENESIS 

En el intestino _delgado el Rotavirus se replica prefe­

rentemente en las células del epitelio columnar, lo que cau­

sa atrofia, destrucci6n y descamaci6n de las vellosidades, 
\_ ·. ~ 

·, 
provocando que se diferencie en·un epitelio cuboidal, esto 

trae como consecuencia una disminuci6n en el proceso de dige~ 

ti6n y absorci6n que se lleva a cabo en la superficie del i.!!, 

testi~o; las porciones más afectadas del intestino son el Y.!! 

yuno de ileon (22, 39, 40). 

Entre las sustancias que no son absorbidas por el inte~ 

tino se encuentran el fierro, grasas, glucosa y sodio; la d,!! 

ficienta absorci6n de estos elementos aunada a la de otros 

productos de la fermentaci6n, intensifican la fue~za osmótica 

atrayendo liquidos a la luz iátestinal, desarrollándose· de 
• 
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esta manera la diarrea, Debido a la mala absorci6n y diges­

ti6n se favorece la proliferaci6n bacteriana en la ingesta 

parcialmente digerida, y se disminuye el pH agravando aún 

más el problema (25), 

El periodo de incubaci6n de la infecci6n por Rotavirus, 

es de 12-36 horas y los signos que se observan son: anorexia, 

diarrea acuosa o pastosa y blanca o aaarilla, depresi6n, re­

nuencia a aoverse J ocasionalaente v6aito; tambi6n se puede 

observar una severa deshidrataci6n y una p6rdidad de peso de· 

hasta un 30% (39, 46). En otros estudios se menciona que los 

lechones enferaos no pierden el apetito y permanecen alertas 

durante la enfermedad (42). 

MECANISMOS DE DEFENSA GASTROINTESTINALES 

La via oral es una de las puertas de entrada más fre­

cuentes de agentes pat6genos, ya que se encuentra constante­

mente en contacto con ellos. Para evitar el acceso de estos 

pat6genos cuenta con mecanismos de defensa, éstos son: (13, 

28, 44). Mecanismos no Inmunol6gicos. 

a) Revestimiento mucoide.- Las mucinas (glicoproteinas J 

glicolipidos que se encuentran en el revestimiento mucoso 

del epitelio gastrointestinal), tienen una estructura molec.!:! 

lar similar a los componentes del epitelio el cual actúa co­

mo receptor para microorganismos o sus toxinas. Las mucinas 

por lo tanto pueden reducir la adherencia al epitelio intes­

tinal por inhibici6n competitiva de los sitios receptores 

epiteliales. 
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b).- Barrera Gástrica.- La acidez gástrica puede inactivar 

a un gran número de microorganismos~ sus toxinas antes de 

que alcancen la porción baja del intestino. Esto se observa 

·en individuos con aclorhidria en los cuales se presenta un 

aayor número de infecciones gas;trointestinales. 

c).- Enzimas proteoliticas y sales bilia~es.- Estos com-.. . ' 
puestos inhiben el creciaiento bacteriano !!l. yitro aunque, 

en el tracto intestinal, su papel de protecci6n al hu6sped 

no está bien comprendido. 

d).- Peristaltismo.- La actividad peristál~ica normal jun­

to con otros factores que reducen la adherencia microbiana 

pueden ser considerados ·como un importante mecanismo de de­

fensa para el hu6sped. 

e).- Flora bacteriana nativa.- Los microorganismos intest1 

nales son importantes en la defensa del huésped hacia agen­

tes pat6genos. La flora microbiana normal reduce el número­

de pat6genos compitiendo por su,ratos, alternando el micro&.!!!, 

biente y produciendo sustancias bactericidas, tales como las 

colicinas producidas por!• .!:..2.ll. sapr6fitas en contra de! 

col:i.:pat6genas. 
' . 

f).- :Barrera hep,tica.- Ciertas moléculas como las endoto­

xinas pueden atravesar el intestino delgado y entrar a la 

circulaci6n portal, en estos casos el h{gado actúa como una 

segunda linea de defensa filtr.ando las moléculas de la circ~ 

laci6n. En casos de destrucci6n hepática o paso de sangre 

por tela la circula~i6n venosa, esta barrera puede perderse, 
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dando lugar a un incremento de la frecuencia de enfermedades 

infecciosas. 

~ecanismos Inmunol6gicos 

a).- Anticuerpos IgA, IgE, IgG e IgH: 

-lgA.- Esta inmunoglobulina es sintetizada por las células 

plasmáticas que están situadas en el epitelio de los 6rganos 

que están en contacto con el aedio ambiente externo. De esta 

manera la IgA es la inmunoglobulina predominante en las se­

creciones de la glándula mamaria, glándulas salivales, trac­

to gastrointestinal, tracto respiratorio y tracto genito-ur! 

nario. La IgA secretoria a nivel intestinal actúa limitando 

la entrada de antigenos extraños a trav6s del epitelio inte.! 

tinal. Una mol6cula antig6nica 1 de tamaño relativamente pe­

queño que penetra la superficie epitelial producirá una est! 

mulaci6n para la sintesis de los anticuerpos lgA locales, 

los cuales prevendrian la subsecuente reentrada del antígeno 

formando con 6ste un complejo antígeno-anticuerpo que, debi­

do a su tamaño, no puede penetrar a través del epitelio in-· 

testinal. De manera similar las inmunoglobulinas A pueden 

neutralizar toxinas, o pueden limitar la movilidad y penetr.1. 

ci6n de pat6genos potenciales de las superficies externas. 

- IgE, IgG e IgM.- Estas inmunoglobulinas pueden ser produ­

cidas local o sistemáticamente, y pueden llegar al lumen in­

testinal por difusi6n de la corriente sanguínea o de los te­

jidos locales. En contraste con la IgA, éstas pueden atrav~ 

sar las células epiteliales de las puntas de las vellosida­

des y no contienen el componente secretorio, de esta manera 
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sufren la digesti6n por lisozimas intracelulares y enzimas 

intraluminales. Por lo, tanto s6lo están presentes en el lu­

men en pequeñas cantidades, excepto en casos de inflamaci6n 

de la pared intestinal, cuando se incrementa el exudado y r.!, 

sultan concentraciones potenc~ales para la protecci6n en el­

luaen. 

b) 
, 

Respuesta inmune mediada por células.- Las células lin-

foides de la mucosa y de la l&mina propia junto con los teji 

dos linfoides asociados al intestino (placas de Peyer),·con­

tienen los tipos ~elulares necesario$ para montar una res­

puesta inmune mediada por células, y la recirculaci6n de los 

linfoblastos T hacia el intestino otorgan ,n meca~ismo para­

colocar a las células sensibilizadas en los lugares apropia­

dos. 

INMUNIDAD INTESTINAL PASIVA EN LECHONES 

En la cerda al igual que en los equinos y rumientes d.!, 

bido al tipo_ de placentaci6n que tienen (cerda y equinos •e­

piteliocorial, rumientes • sindesmocorial), no hay paso de 

inmunoglobulinas de la madre a la cria a través de la place~ 

ta (9,_ 27, 41). A causa de esto los lechones nacen agamaglg, 

bulinémicos y requieren de la ingestión de calostro para ad­

quirir inmunoglobulinas, ya que la absorción de macromolécu­

lñas incluyendo las inmunoglobulinas son absorbidas por las­

células epiteliales, intactas en las primeras 24-48 horas de 

vida (6). 

En la infecci6n por Rotavirus se producen ~nticuerpos-
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del tipo· IgA, IgG e IgM, sin embargo estos anticuerpos se e~ 

cuentran en diferentes concentraciones en el suero, calostro, 

~eche y heces, ya que estudios realizados demuestran que en 

el calostro y suero se encuentran los tres tipos aunque pre­

dominan la IgG e IgM, y en la leche y heces se encuentra pri~ 

cipalmente la IgA (7, 17). 

Debido a que el Rotavirus tiene una amplia distribu­

ci6n·en las granjas porcinas, provoca que la mayoría de los­

cerdos adultos tengan anticuerpos contra él; esto puede ex­

plicar en parte la baja frecuencia de esta enfermedad en fo!, 

ma clínica en las primeras dos semanas de vida de los lecho­

nes,.que es cuando hay una mayor cantidad de anticuerpos 

transmitidos de la madre a la cría por el calostro y la le­

che (17). 

Uno de los principales objetivos contra la infecci6n 

de Rotavirus es su prevenci6n, principalmente por la necesi­

dad de protecci6n que tienen los recién nacidos (37). Se ha 

estudiado la inmunidad activa en lechones utilizando una va­

cuna con Rotavirus de becerros, y los ~esultados no fueron 

satisfactorios, ya que al ser desafiados con el lotavirus 

porcino sufrieron la ~nfermedad (20). 

Por otra parte se sabe también que la administraci6n 

pasiva de inmunoglobulinas séricas por via oral a lechones 

·recién nacidos ha logrado disminuir la mortalidad (16, 30, 

37), con esta práctica se logr6 disminuir la mortalidad en 

un 26. 42% hasta los 45 dias de edad (43), en otra prueba se 

tuvo una disminuci6n en la mortal'idad de 22% observado en los 
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controles a 9% en los animales a los que se les administr6 

suero de cerdos adultos, además de provocar un aumento de p~ 

so del 6% más que los testigos y un tiempo al mercado menor 

(26). 

En cuanto a la importancia: de las p6rdidas econ6micas 
',• 

que se tienen en la industria porcina en la etapa de lactan-

cia tenemos lo s¡guiente: en M6xico en 1981 se tenian 17, 562 
' 

217 cabezas de ganado porcino J una producci6n de 1, 306, 617 

toneladas de carne (35), y·se esti~a que para 1985 se tendrá 

un d6ficit promedio de 34, 800 toneladas anuales de carne de 

cerdo. Por lo tanto para poder aumentar la producción porc,! 

na se debe tener especial atenci6n a la etapa de lactancia, 

que es donde se tiene la mayor mortalidad (15). 

1 

Ahora bien, dentro del marco carencial de proteína de 

origen animal que padece nuestro pais, merece especial aten­

ción la producción porcina ya que, la carne de cerdo es un 

excelente almac6n de proteínas, vitaminas, minerales y grasa. 

En la aayoria de los paises lat,inoamericanos y de otras par­

tes del mundo, forma parte importante de la dieta alimenti­

cia, constituyendo su consumo un hábito dificil de sustituir. 

Una vez expuesto lo anterior, considero que la infec­

ción por Rotavirus es importante en la industria porcina y 

merece ser estudiada, y tomando en cuenta los estudios real,! 

zados anteriormente (16, 26, 30, 43), creo que la administr~ 

ción pQr via ~ral de inmunoglobulinas séricas especificas a 

lechones reci6n nacidos, puede ayudar a evitar una infección 

gastrointestinal. Por lo ·tanto se plantea el·siguiente obj~ 

11 



tivo: Determinar el tiempo de protecci6n que confieren las 

inmunoglobulinas s6ricas administradas por vía oral en le­

.chones reci6n nacidos a la infecci6n con Rotavirus. 
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M A T E ~.J}~-~. Y M t '.!,'.,.O ILO S 

DISERO EXPERIMENTAL 

Se utilizaron c-atro camadas de lechones recién naci­

dos de las cuales la mitad de cada una se utiliz6 como expe-
',, 

rimental y la otra como testigó. 

A todos los lechones experimentales se les administra-•. • 
ron 4 g de inmunoglobulinas ~or via oral diariamente durante 

los primeros cinco dias de vida, posteriormente se desafia­

ron con 5 ml de heces de lechones enfermos por Rotavirus·­

(aproximadamente 106 partículas virales). El desafio se reA 

liz6 a las 2, 8, 24 y 96 horas despu6s de la 6ltima toma. 

E S Q U E M A DE DES A F f O 

Dias de vida de los lechones Horas después de la 
y administraci6n de las inm.!!, última toma y mome~ 

camada noglobulinas. to del desafio. 

1 1 2 3 4 5 96 D 

2 1 2 3 4 5 24 D 

3 .1 2 3 4 5 8 D 

4 1 2 3 4 5 2 D 

D • Momento del desafio. 

Los lechones fueron vigilados estrechamente para dete!_ 

minar la hora de aparici6n de los signos de la enfermedad, y 

se tomaron muestras de heces para la identificación del vi-

rus, 
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ANIMALES 

Para la obtenci6n del suero hiperinmune, se utilizaron 

cinco cerdos de aproximad-amente 60 kg de peso, machos castr.!, 

dos de la raza Yorkshire-Landrace, provenientes de la Granja 

Experimental Porcina de la FMVZ~ UNAM. Estos cerdos fueron 
~ 

inmunizados en cinco ocasiones con intervalos de quince dias, 

en las dos primer•s se utilizaron 40 mg de virus más adyuva.!!. 
f 

te completo de Freund a vol6menes iguales y el las tres 6lt! 

mas s6lo se utiliz6 40 mg del virus, las aplicaciones fueron 

por via subcutánea ·detr,s de la oreja. Siete dias después de 

la áltima aplicaci6n, los cerdos fueron llevados al rastro 

donde se sacrificaron y la sangre fue colectada para la ob­

tenci6n del suero. 

Para la obtenci6n de lechones, se utilizaron además CU.!, 

tro cerdas gestantes primerizas de ocho meses de edad, híbr.!, 

das de la raza Yorkshire-Landrace. Estas cerdas fueron tras­

ladadas siete d{as antes del parto, de la Granja Experimental 

Porcina al Departamento de Cerd~s de la FMVZ, UNAM, se colo­

caron en aislamientos individuales que previamente fueron l.!, 

vados con jab6n y cepillo y despu6s desinfectados con vapores 

de una mezcla formaldehido/permanganato de potasio. 

Los lechones hijos de las cerdas se manejaron de las! 

guiente manera: se atendieron los partos y a los lechones se 

les suministr6 una fuente de calor y cama en las lechoneras, 

a los tres d{a~ de edad se les aplicaron 200 mg de hierro a 

cada lech6n por v{a intramuscular. Se permiti6 la lactancia 

libre y a partir del d6cimo d{a se les empez6 a dar alimento 
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concentrado. Las cerdas fueron alimentadas con alimento para 

lactantes y la cantidad fue en relaci6n con el tamafio de la 

camada. 

ADYUVANTE 

Para la inmunizaci6n de los cerdos adultos se utiliz6 

adyuvante completo de Freund, el cual se prepar6 mezclando 

ocheritaicinco partes de aceite mineral más quince partes de 

lanolina y cinco mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H 37 

Rv esterilizado en autoclave y liofilizado. 

ANTIGENO 

Para la producci6n de antígeno suficiente para la inm~ 

nizaci6n de los cerdos y el desafio de los lechones, el Dr. 

Romilio Espejo, del Instituto de Investigaciones Biomédicas, 

UNAH, don6 1 ml de Rotavirus con los cuales se infectaron c! 

lulas MA-104, para obtener una mayor cantidad del virus, uti 

lizando la siguiente técnica para su cultivo: se utilizaron 

tres botellas BEP con una monocapa completamente confluente 

de células MA-104. Se incub6 el virus en un tubo ~ppendorf 

esté;il con tripsina 10~g/ml durante una hora a 37°c, la 

tripsina se diluy6 a partir de una concentraci6n de 1% en M~ 

dio Mínimo Esencial (MEM) sin Suero Fetal Bovino (SFB). Des­

pués de incubar al virus se lavaron las botellas BEP dos ve­

ces con MEM sin SFB, posteriormente se inf~ct6 cada botella 

con 0.4 ml de virus, se cerraron las botellas y se incubaron 

durante una hora a 37°c, distribuyendo el in6culo cada 15 mi 
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nutos sobre la capa (moviendo las botellas), a continuaci6n 

se aspir6 el in6culo y se agregaron 3 ml de MEM, sin apretar 

la tapa de las botellas se incubaron a 37°c y 5% de atm6sfe­

ra de co2 , se observaban diariamente al microscopio para ver 

el efecto citop6tico, a los cinco días y una vez que se ob­

servara la lisis de las células por la replicaci6n viral en 

ellas, se cosech6 el virus agitando las botellas para el de.!. 

prendimiento de las células, y posteriormente se aspir6 con 

vacio todo su contenido (11). 

Con el virus obtenido se infectaron tres lechones de 

cinco dias de edad, se colect6 la diarrea de estos lechones 

durante tres dias, con una parte de ella se purific6 el virus 

por el método descrito por Bishop .!! al (4), y con él se inm~ 

nizaron a los cerdos. La otra parte de la diarrea se conseL 

v6 en congelaci6n para la infecci6n de los lechones en la 

prueba de desafio, 

Ensayo en placa para cuantificar partículas virales 

Para determinar el n6mero de partículas virales se ut! 

liz6 la técnica de ensayo en placa. 

Se utilizaron botellas de 25 cm2 , con una monocapa to­

talmente confluente de células HA-104. El virus se incubó 

en tubos Eppendorf estériles con tripsina 10,.ug/ml durante 

una hora; la tripsina se diluyó a partir de una concentra-

-~~ón de 1% con HEH sin SFB. Después de incubar el virus se 

hicieron diluciones con MEH sin SFB. Se infectó cada bote­

lla con 0.4 ml de virus. Se cerraron las botellas y se in­

cubaron durante una hora a 37°c, distribuyendo el inóculo 
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cada 15 minutos sobre la capa. A continuaci6n se aspir6 el 

in6culo y se adicion6 agar desde el lado opuesto de la mono-... 
capa, dejando que la cubriera poco a poco (3 ml de agar por 

botella). Posteriormente se dejaron las botellas cerradas 

durante 30 minutos, con el asar ~obre las células y cubier-.,, 

tas con papel. Luego se incubaron las botellas invertidas 

cubiertas con pa1el, a 37°c y .5% de atm~ifera de co2, has­

ta que se formaron las placas de lisis de las c,lulas por la 

replicaci6n viral. 

!1 agar se prepara en MEM sin SFB y con rojo neutro, 

de tal manera que el virus que se absorbe a una cé·tula, s6lo 

infecta a las células vecinas, y con el rojo neutro se pueden 

visualizar las placas. 

OBTENCIÓN DE LAS INMUNOGLOBULINAS 

La sangre de los cerdos sacrifi.cados en el rastro se 

colect6 en recipientes individuales J se dej6 coagular a te.m 

peratura ambiente, posteriormente se desprendi6 el co6gulo 

de las paredes y se fraccion6 para permitir la mbima retra~ 

ci6n del mismo, luego se mantuvo 12 horas a 4°c. El suero 

se aepar6 por d~cantaci6n yee centrifug6 a 850 gravedades 

(G) durante 25 minutos a 4°c, para eliminar restos celula-

res. 

Para la obtenci6n de las inmunoglobulinas se precipit6 

el suero con sulfato de amonio al 33% (3), se añadi6 lenta­

mente al suero ea agitaci6n, una soluci6n saturada de sulfa­

to de amonio con pH 8 1 de tal manera que al final la canti­

dad afiadida fue la mitad de la cantidad t0tal del suero, a 
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continuación la mezcla se c.entrifug6 a 7 ,fJOíJ G durante 20 m.!, 

nutos a 4°c, se elimin6 el sobrenadante y el precipitado se 

resuspendió en agua destilada, se volvi6 a agregar sulfato 

de amonio, y se centrifug6 nuevamente, esto se repiti6 hasta 
·,1.• 

que el sobrenadante fue transparente. El precipitado obten! 

do finalmente se resuspendió en solución salina isotónica 

amortiguada con fosfatos 0.01 H, pff 7.4 (PBS), posteriormen­

te fue dializado contra la misma solución para eliminar el 

sulfato de amonio, esto se continuó durante cuatro d{as, ca.!! 

biando dos veces cada d{a la solución, la cual estuvo en ag! 

tación. Una vez eliminado el sulfato de amonio lasinmunogl.2, 

bulinas se conservaron en congelación hasta su utilización. 

Identificación de los anticuerpos 

Para la identificación de ios anticuerpos ·producidos 

contra el virus se realiz6 la prueba de Inmunoelectroforesis, 

para ello se sangraron a los cerdos el mismo día de cada in2 

culaci6n, el sangrado se realiz6 en la vena marginal de la 

qreja y se extrajeron 5 al de sangre por cerdo, 6sta se dejó 

coagular a temperatura aabiente, se separó el coágulo de las 

paredes de los tubos J posteriormente se mantuvo en refrige­

ración durante 12 horas a 4°c, luego se elimin6 el coágulo y 

se centrifug6 a 475 G durante 15 minutos a 4°c para separar 

el suero. También se utilizaron inmun~globulinas obtenidas 

del sangrado final para comprobar su funcionalidad. 

La técnica de Inmunoelectroforesis consiste en una eles 

troforesis inicial del antígeno, utilizando agar al 1% en una 
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solución amortiguadora de barbituratos O.OS M, pH 8.6. 

El agar se disolvió por ebullición en baño Maria; ya en for­

ma liquida se colocó sobre portaobjetos y se dejó gelificar, 

se perforaron dos pozos f en ellos se colocó el antígeno, una 

vez realizada la electroforesi~ (2 horas a 1.5 miliamperes 

pcr portaobjeto), se horadó un canal en medio de los dos po­

zos (a 6 mm aproiimadamente de cada uno)~ y se colocó el su~ 

ro. Posteriormente se dejó difundir durante 24 horas en una 

cámara húmeda a temperatura ambiente; a continuación las pl~ 

cas se colocaron en solución s~lina 0.85%,pH 7.4, realizán­

dose tres cambios de la solución una cada 24 horas, se dejó 

posteriormente en agua destilada durante dos horas. Para su 

tinción, las placas se secaron con papel filtro-y se tiñeron 

con solución de negro de amido al 1% durante 15 minutos, se 

retiró el exceso de colorante con agua destilada y después 

se agregó ácido acético al 10%. 

Neutralización del virus en cul~ivo celular 

Para determinar la capacidad neutralizante de las inm~ 

noglobulinps obtenidas, se realizó la prueba de placas de 

lisis, la cual es semejante al ensayo en placa para cuanti­

ficar partículas virales, solo que después de activar al vi 

rui con tripsina, éste se incubó durante 30 minutos ion di­

ferentes diluciones de las inmunoglobulinas. Se incubaron a 

volúmenes iguales, las diluciones de las inmunoglobulinas y 

una cantidad constante de virus (106 partículas). PosterioL 

mente se infectaron las células, y se continuó con la técni-

ca. 
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Al final se observó en que dilución de las inmunoglobu­

linas se logró inhibir al 50% de las placas de lisis. 

ROTAFORESIS 

A todos los lechones enfermos con diarrea después del -

desafío con Rotavirus, se les tomó muestras de heces para la 

identificación del virus. 

Para la identificación de este virus en el Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM, han desarrollado una­

técnica de diagnóstico, la cual se basa en la identjficación 

electroforética de los once segmentos de ARN que caracteri-­

zan al Rotavirus, y se considera positivo al observarse cuaA 

do menos los cuatro primeros. 

Para el desarrollo de esta técni~a, en nueve tubos de -

ensaye se colocaron 0.4 ml de solución acuosa A (diluida O.~ 

ml de sol. A 5 X en 3. 6 ml de agua destilada) a ·un déc iao t,!l 

bo se le agregaron 0,2 ml de esta soluci6n A los nueve prime­

ros tubos se le agregaron una gota (O.OS ml) de la muestra -

de heces, en caso de que tuviese una consist,~~61ida o -

semisólida, se aiadia una gota de la suspensión diluida al -

50% en una solución fisiológica de cloruro de sodio (0.85%), 

Al déciao tubo se le adicionó 0.2 ml de un control positivo, 

hecho esto se agregaron a todos los tubos 0.2 ml de solución 

B, se agitaron vigorosamente y se añadieron 0.2 ml de cloro­

formo y se continuó con la agitación. Posteriormente se ceA 

trifugaron a 475 G durante 10 minutos a 4°C, obteniéndose -

·· dos fases y se tomaron tres gotas (O .15 ml) de la fase acu.2, 

sa (superior) las cuales se ¿olocaron en tubos limpios. 

Se ~us_o a fundir la solución C en baño de ª8.f.~ hirvie.!!_ 
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te durante 15 minutos, se tomaron de ella O.OS ml y se depo­

sitaron en cada uno de los diez tubos, manteni6ndolos a 60ºC 

en baño Maria. Con una pipeta se colocaron las muestras en 

los pozos de la placa de poJiactilamidaJ una vez solidifica­

do el gel, se puso en la c6mare ~e electroforesis, de tal 

manera que los pozos quedaran hacia la terminal negativa de 

la c6aara J se a1regaron SO ml de soluc~6n D (diluida S ml 

de sol. D 10 X en 45 ml de agua destilada). Una vez que el 

gel estaba totalmente cubierto por esta soluci6n se con~cta­

ron los electrodos a una fuente de poder a 150 V, hasta que 

el colorante hubiese corrido en forma .completa. 

Una vez terminada la electroforesis, se coloc6 el gel 

en un recipiente de vidr:1.-o y se lav6 durante 30 minutos en 

soluci6n E (diluida S ml de sol.~ 10 len 45.ml de agua 

destilada). Despu6s de retirar co~pletamente la soluci6n E, 

se lav6 el gel durante 30 minutos con 50 ml de solución F 

(diluida 0.5 ml de sol." F 100 X en 50 111 de agua destilada), 

posteriormente se enjuag6 dos v-eces con agua destilada y se 

agregaron SO al de soluci6n G (diluida 0.4 al de sol. G 125 

X en SO ml de NaOH al 31). Al aparecer las bandas en el con 

trol positivo se retir6 la soluci6n G y se detuvo la reacci6n 

con ácido ac6tico al 1% (*). 

Inhibici6n de la hemaglutinaci6n 

A las cuatro cerdas se les tom6 una muestra de calostro 

{*) Espejo, T.R. Instituto de Investigaciones Biomédicas, 
UNAM. Comunicaci6n personal 1985. 
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para determinar la presencia de anticuerpos anti-Rotavirus. 

Para esto se desarrolló la técnica de inhibición de la 

hemaglutinación, tomando en cuenta la propiedad que tiene e~ 

te virus de aglutinar eritrocitos de bovino y humano tipo O 

(41). 

Se tomaron 5 ml de calostro por cerda, se mantuvo en 

refrigeración durante 24 horas a 4°c añadiendo HCl a 0.1 N, 

para-separar el suero, posteriormente se centrifugó a 60,000 

G durante 30 minutos a 4°c, se utilizó eritrocitos de humano 

tipo O- al 2.5% lavados con PBS, pH 7.4. El virus para esta 

técnica contenia 25 mg/ml. Para las diluciones se utilizó 

fBS-AlbÚ.mina (PBSA) al 0.1%. 

En una placa de hemagl~tinación se puso 25 pl de PBSA 

a todos los pozos, luego al prim~ro de cada hilera se adici~ 

nó 25 pl de cada uno de los sQeros, se agitó y se iniciaron 

diluciones dobles pasando 25~1 al pozo siguiente, después se 

agregaron 50µ1 de virus, se dejó reposar durante 15 minutos 

y se adicionaron 25 pl de eritrocitos. Una hora después se 

observaron los resultados. 
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k E S U L T A D O S 

Animales: 

Las camadas obtenidas, fueron de número y peso adecua­

do al nacimiento, y se mantuvieron en buenas condiciones du­

rante la administraci6n de las:inmunoglobulinas, lo que per­

miti6 que el desafio se llevara a cabo sin problemas. 

Después de~la prueba, los lechone~ siguieron lactando 

normalmente hasta los 28 dfas en que fueron destetados. 

Las cerdas tuvieron un parto·normal y no presentaron 

problemas durante la lactancia, y al final de ésta fueron de~ 

tinadas para el abasto. 

PRODUCCIÓN DEL ANTISU~RO 

Los cerdos utilizados para la producci6n del antisuero 

respondieron adecuadamente al proceso de inmunización, y lle 

garon al peso de mercado a la edad adecuada por lo que no h~ 

bo problemas para su venta al rastro. Las inmunoglobulinas 

obtenidas del suero de estos animales, precipitaron el virus 

en una prueba de Inmunoelectroforesis, en la cual se observa 

una, ·band·a nítida de precipitaci6n, que no existe cuando se ~ 

tilizan inmunoglobulinas de los animales antes del proceso 

de inmunización, y de esta manera se comprobó la existencia 

de anticuerpos específicos contra el virus (Figura l); el t! 

4 tulo de la preparación final fue de 10 , ya que con ella se 

produjo una reducción del 50% de las placas de lisis, como 

se observa en la botella A (Figura 2), de tal man~ra que se 

probó que los anticuerpos obtenidos adem6s de reconocer la 
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partícula viral, poseían la capacidad de neutralizar la in­

fectividad del virus en cultivo celular. 

IDENTIFICACIÓN DEL VIRUS 

La ténica de Rotaforesis realizada con las muestras de 

heces, de los lechones enfermos después del desafío con el 

Rotavirus, resultó positiva en todos los casos, ya que se p~ 

dieron observar las bandas características del ARN de este 

virus en el gel de poliacrilamida, las cuales fueron simila­

res a las observadas en el control positivo colocado en el 

carril 10 (Figura 3), de esta manera se comprobó que los cu~ 

~ros de diarrea fueron producidos por el agente inoculado. 

RESPUESTA DE LOS LECHONES AL DESAFfO. 

La inoculación de 106 partículas virales, ocasionó el 

cuadro clínic~ característico en un 56% de los animales ret~ 

dos (18/32), (Cuadro 1). 

El cuadro clínico en todos los animales fue muy leve, 

con aproximadamente 10 evacuaciones diarreicas e,, 24 horas, 

tiempo máximo en que se pudo observar el cuadro (Cuadros2-5). 

No hubo diferencias significativas entre los grupos te,!_ 

tigo y experimental (Cuadro 1), y en todos los grupos, el n! 

mero de animales enfermos fue mayor en el grupo experimental 

que su grupo testigo respectivo. 

Tampoco hubo diferencias en la severidad del cuadro el! 

nico, ya que ambos grupos -experimental y testigo- lactaron 

normalmente durante el tiempo que estuvieron enfermos, no se 
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observó pérdida de peso aparente, ni hubo cambios en la act! 

vidad normal de los animales, los cualJs permanecieron aler­

tas sin manifestaciones de enfermedad excepto la diarrea; la 

cual pudo demostrarse fue cau~ada por el Rotavirus (Figura 3). 

La distribuci6n de los éXiadros clínicos permite obser­

var una distribuci6n al azar, ya que en las 4 camadas se pr~ 
.. 

sentaron animales enfermos. 

Algo interesante se hace notar es el periodo de incubA 

ción, el cual fue sisnificativamen.te mayor en el srupo expe­

rimental (81 horas promedio), comparativamente al grupo tes­

tigo (45 horas promedio). 

El titulo de anticuerpos en el calostro de las cerdas 

no fue· una variable importante, pues ninsuno de los cuatro 

pudo inhibir la hemaslütinaci6n causada por el virus (Figura 

4). 
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D I s e u s I o N y e o N e L u s I o N E s 

Los cerdos respondieron satisfactoriamente al proceso 

de inmunización, ya que produjeron anticuerpos con demostr~ 

da capacidad precipitante (Figura 1) y neutralizante (Figu­
~ 

ra 2), por lo que aunado a los antecedentes (2, 16), permite 

considerar.al cerdo destinado al consumo humano., como una 

fuente ideal para obtener anticuerpos en forma comercial, 

lo que significa un cambio importante dentro de la Zootecnia. 

La técnica de Rotaforesis peraiti6 identificar al Rot.!, 

virus, en la heces de los lechones enfermos después del des!, 

fio, lo que confirma que, la diarrea fue cauada por el agen­

te inoc~lado y que los métodos utilizados -cultivo celular y 

la infecci6n de lechones recién nacidos- tal como lo mencio­

nan otros autores fueron los adecuados para la ~eplicaci6n 

viral (38, 46). 

La dosis de virus administrada result6 baja, pues no 

permiti6 el 100% de morbilidad, a pesar de ser 10 veces ma­

yor a la utilizada para enfermar a lechones privados de ca­

lostro (23). Adem,s la posibilidad de reproducir el cuadro 

clin~co por Rotavirus parece dificil, ya que como han sefia­

lado anteriormente (5, 14, 18), este virus es un agente pat~ 

geno poco virulento que causa cuadros leves y de baja mort.!, 

lidad, excepto cuando se suman otros agentes pat6genos como 

-!· coli y el virus de la GET. Los factores ambientales: hu­

medad, suciedad y frio, son coadyuvantes importantes en la -

presentaci6n del cuadro clínico, ya que permiten la reinfec­

ción de los animales con sus heces diarreicas (5). Dado que 
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esto no fue permitido en el experimento por la limpieza en 

que se mantuvieron a los lechones, quizá haya influido im-. 
portantemente en el n6mero de enfermos que se registr6. 

No se encontraron diferencias entre el n6mero y seve­

ridad del cuadro clínico entre.,mboa grupos -experimental J 

testiao-, la diatribuci6n de la enfermedad en las camadas 

demuestra que la~cantidad de inmunoglobyiinas adainiatrada 

a loa lecbone1 result6 baja, J permite suponer una suscepti­

bilidad aayor de algunos aniaales que otro,, dentro de un 

mismo grupo aujeto1 a las aismas condiciones de alimentaci6n 

y manejo, l~s que fueron similares al disefiar el experimento, 

manteniendo al 1rupo testi10 dentro de la aiaaa camada que 

el experimental, lo cual es v6lido para cualquier enfermedad 

infecciosa, ya sea viral, bacteriana o parasitaria. 

La concentraci6n de anticuerpos específicos en la mue.!. 

tra de inmunoglobulinas administrada a los lechones resultó 

baja, pues no se logr6 influir en la morbilidad d~ la enfer­

medad; sin e11bar1.o esta cantidad de anticuerpos fue suficie.!!, 

te para modificar el periodo de incubaci6n (45 horas en el 

grupo experimental contra 81 horas en el grupo testigo), 

(Gr,fica 1), si consideraaos que el periodo de incubaci6n •.!. 

t! en relaci6n directa a la dosis infectante, se puede supo­

ner que las inmunoglobulinas administradas lograron dismi­

nuir el n6mero de partículas virales infectivas, pero no 

neutralizarlas en su totalidad, de tal manera que el n6mero 

de virus no neutralizado, fue capaz de infectar la célula y 

multiplicarse diseminándose a la célula vecina, hasta lograr 
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infectar un número de células suficiente para que se presen 

tara la enfermedad, en un número reducido de animales, lo 

gue concuerda con los hallasgos de otros autores, como por 

ejemplo la inoculaci6n accidental de 45, 000 personas con 

virus de la hepatitis B, de las cuales solamente se manifes­

taron clínicamente 1, 000 casos (45). 

Por otro lado, aunque en el calostro de las cerdas se 

puedén encontrar anticuerpos que pueden neutralizar a los 

agentes pat6genos, en este trabajo no se encontraron en can­

tidades importantes en contra del virus medido por la prueba 

de inhibici6n de la hemaglutinaci6n, por lo que esta varia­

ble no fue considerada importante. 

En resumen se puede concluir que los resultados obten! 

dos en este trabajo concuerdan con los de otros autores, en 

los que se demuestra que el Rotavirus es un agente patógeno 

poco virulento, que causa un cuadro ligero de diarrea con 

baja mortalidad, y que su importancia en la Zootecnia se de­

be principalmente a la pérdida de peso ocasionada por la di~ 

rrea y mala absorci6n de los alimentos, retrasando de esta 

manera el tiempo en que los cerdos deben salir al mercado. 

(14, 18). 

Por otro lado no se logr6 determinar el tiempo de pro­

tecci6n que confieren las inmunoglobulinas séricas adminis­

tradas por vía oral, pues como se mencion6 anteriormente, 

el número de partículas virales y la cantidad de inmunoglo­

bulinas administradas a los lechones resultaron bajos, aún 

cuando la cantidad de anticuerpos administrados influyó en 
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el tiempo de incubación que se observó en los lechones supl~ 

mentados, de esta manera los resultados son buenos para apo­

yar investigaciones posteriores, en las que se debe aumentar 

la cantidad de inmunoglobulinas o elevar su titulo, as! como 

elevar el n6mero de particulas~~irales para el desafio de 

los lechones, 
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Gráfica 1.- Cin~tica del periodo de incubación 

del Rotavirus en lechones inoculados 
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Cuadro 1.-

E 

T 

E 

T 

Número y porcentajes de aniJllales enfermos 

en los diferentes tiempos de desafio, en-

tre 

gos 

los grupos exp~r~mentales (E) 

(T), con Rotavirus porcino 

.. 
2h 

3/5 

2/4 

60% 

50% 

8 h 

3/5 

1/4 

60% 

25% 

35 

24 

3/4 

2/3 

75% 

66% 

h 

y testi-

96 h 

3/4 

1/3 

.15% 

33% 



Cuadro 2.- Registro de la signología en lechones desa­

fiados con Rotavirus porcino, 2 h después 

de la última toma de inmunoglobulinas. 

D t A S DE N A C I D O S 

Le¡hón' 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
o. 

1 i i i i iD' d 

2 i i i i iD' 

Grupo 3 i i i i iD' d 

Exper! 4 i i i i iD' 

mental 5 i i i i iD' d 

1 - - - - -D ' d 

Grupo 2 - - - - -D 1 

testi- 3 - - - - -D 1 

go 4 -D 1 d 

i = Administraci6n de inmunoglobulinas 

D • Desafio 

d = Diarrea 

'= Ausencia de signos de enfermedad 

36 

10 111213 14 15 16 

l 

... 28 



Cuadro 3,- Registro de la signologia en lechones desa­

fiados con Rotavirus porcino, 8 h despuis 

de la última toma de inmunoglobulinas. 

D f A S DE N A C I D. O S •. 
Lech6n 1 2 3 4 5 6, 7 8 9 

No. 

1 i i i i iD 1 d 

Grupo 2 i i i i iD 1 d 

Exper.i 3 i i i i iD' 

mental 4 i i i i iD' 

5 i i i i iD' d 

1 - - -D 1 

Grupo 2 - - - - -D ' 
Test! 3 -D ' d 

go 4 .. ·::.o ' 

i a Administraci6n de inmunoglobulinas 

D .. Desafio 

d • Diarrea 

•=Ausencia de signos de enfermedad 

37 

10 111213 14 15 16 ... 28 



Cuadro 4.- Registro de'la signologia en lechones desa­

fiados con Rotavitus porcino, 24 h despu,s 

de la última toma de inmunoglobulinas. 

D t A S DE N A C I D O S 

Lech6n 1 
No. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 

Grupo 

'Exper! 

mental 

Grupo 

Testi 

go 

1 

2 

3 

4 

1 

2 

3 

i i i 

i i i 

i i i 

i i i 

i i 

i i 

i i 

i i 

D 1 

D 1 

D 1 1 

D ' 

D ' d 

D ' 

- - D ' 

d 

1 

d 

d 

i • Administraci6n de inmunoglobulinas 

D • Desafio 

d • Diarrea 

'• Ausencia de signos de enfermedad 

38 

d 

.... 28 



Cuadro S.- Registro de la signologia ~n lechones desa­

fiados con Rotavirus porcino, 96 h despu6s 

de la últi~a toma de inmunoglobulinas. 

0- 1 A S DE N A C I D O S 

Lech6n¡ 
No. 2 

1 i i 

Grupo 2 i i 

Exper! 3 i i 

mental 4 i i 

Grupo 1 

Testi- 2 

go 3 

3 4 5 

i i i 

i i i 

i i i 

i i i 

6 7 8 9 

D 

D 

D 

D 

D 

D 

D 

i • Administraci6n de inmunoglobulinas 

D • Desafio 

d = Diarrea 

'= Ausencia de signos de enfermedad 

39 

10 111213 14 1S 16 

' ' ' d ' 

' d ' ' 
' d 1 ' 
' ' ' . ' 

' d ' 

' ' ' 1 ' 

. ~. . 28 
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