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RESUMEN

CRUZ SAN PEDRO JAVIER. Tiempo de protécci&n contra Rotavirus
conferido por inmunoglobulinas séricas especificas administra
das por via oral en lechones (bajo la direccién de: Héctor
Barbosa N&jera y Jorge Rail Lﬂkei Morales).

Con el objeto de obtener inmunoglobulinas séricas especificas,
cinco cerdos adultos de 60 Kg. 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 filtimas sin
€1. Ocho dias después de la Gltima inmunizacién los cerdos
fueron llevados al rastro, donde fueron sacrificados y se co-
lectd su sangre., Se obtuvo el suero y se precipitaron las in-
munoglobulinas con sulfato de amonio, éstas conservaron su ca
pacidad precipitante y neutralizante de la particpla 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-
nistré desde el nacimiento y durante los primeros cinco dias,
4 g de inmunoglobulinas obtenidas de los cerdos inmunizados,
por via oral. Las camadas fueron desafiadas con 106 partficu-
las de Rotavirus a las 2, 8, 24, y 96 horas después de la a1l
tima toma de inmunoglobulinas. Se logrd reproducir la enfer-
medad en el 567 del total de los animales 18/32. De ellos
el 66% 12/18, pertenece al grupo experimental y el 427 6/14
al grupo testigo. El periodo de incubacibén fue diferente en
tre ambos grupos, siendo de 81 horas promedio para el grupo
experimental y 45 para el grupo control.



INTRODUCCTION
IMPORTANCIA

La causa mds frecuente de mortalidad en recién nacidos
en nuestro pais, tanto en humanos como en otras especies es
la diarrea (15, 33).

Los agentes etiolbégicos frecuentemente productores de
diarrea son las bacterias, los virus y los parasites. Den-
tro de los virus mads comunmente aisladds en nifios tenemos al
Rotavirus (1, 8, 36).

En dos estudios realizados en México se demostrd la im
portancia que tiene el Rotavirus como productor de diarreas
en nifios, En uno de ellos se demostré la presencia de este
virus en la materia fecal del 15,17 de nifios menores de cin-
co afios con gastroenteritis infecciosa aguda, de un total de
232 casos (33); en el otro en el 18.2% en un total de 77 ni-
fios con diarrea adquirida en hospitales (34). La diarrea
por este virus se presenta principalmente en niiius en los
primeros dos afios de vida, aunque pueden ser afectados hasta
los doce afos de edad (1, 8, 19).

La infeccidén por Rotavirus se incrementa de una manera
significativa en lugares donde haya cambios estacionales muy
bruscos, ya que en los meses frios puede llegar a tener una
incidencia de 50-60% (8, 19, 31). En India 1.4 millones de
4niﬁos mueren anualmente por diarrea, asimismo en .paises sub-
desarrrollados la mortalidad infantil es muy alta, esto se
debe principalmente al bajo nivel de nutricién 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 n§cidos (10, 19, 29, 31)
ademas de que al asociarse con E. 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 demostrd que e; Rotavirus en becerros co-
mo agente {inico productor de la enfermed;d produce de un
3.2-9.1% de pérdidas y éstas se incrementan a 8.7-21.1% cuan
do se asocia con E. coli.

Hablando especificamente del cerde¢, tenemos que el Rota
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 mids susceptibles (5, 40, 47).
La mortalidad que puede provocar esta infeccidén es de un 20
50% y se incrementa cuando se asocia con E., coli (14)

La in feccidn por Rotavirus en cerdos se considera que
es muy comfin y estd difundida en la mayoria de las granjas
sobre todo en aquellas en las que no se tienen buenas medi-

das de limpieza y manejo en el &rea de maternidad (5).

VIRUS

En 1975 la Organizacién Mundial de la Salud reportéd
al Rotavirus como productor de diarreas en neonatos (24),
y en 1976 se reportd por primera vez a un Rotavirus porcino
como causante de diarreas en lechones (5).

El nombre del Rotavirus (del latin rota=rueda), se ba-

sa en la apariencia del borde externo de la cipside del vi-



rus el cual simula una rueda con eje ancho, rayos cortos y
borde bien definido al ser observado en el microscovio elec-
trénico (5, 19, 24). Las particulas tienen una cépside de
doble envoltura y su didmetro es aproximadamente de 60-70 nm;
las particulas virales en las que la cédpside externa no esté
presente muestran bordes rugosos y tienen 50-60 nm de diéme-
tro; el centro de la particula tiene un didmetro de 33-40 nm.
Posee un genoma de 11 segmentos de ARN de doble banda, y de
acuerdo al patrén de migracién de estos segmentos observados
por electroforesis en geles de poliacrilamida, es posible de
terminar de qué especie se trata (19,32). Otro método para
ia ident}ficacibn del virus es la prueba de reduccién en pla
ca, la cual es bastante confiable aunque requiere de un anti
suero con un titulo elevado para la identificaci§n del virus,
sin embargo es mas simple que la prueba de inhibicién de la-
hemaglutinacién, andlisis inmunosorbente ligado a enzimas

(E LISA), inmunofluorescencia, prueba de neutralizacidén o

que la electroforesis en gel de poliacrilamida (12).

Los métodos para la replicacidén del Rotavirus porcino

que se utilizan son sistemas in vivo, en los cuales se inocu
lan lechones recién nacidos, aunque se tienen problemas para
ello debido a la transferencia de anticuerpos por el calos.
tro y leche maternas, y a la gran incidencia de diarreas de-
diferente etiologia en los recién nacidos, por ello se pre-
wgiere la utilizacién de lechones gnotobidticos o lechones
privados de calostro (lechones "cachados"); para la replica-

cién in vitro, se han utilizado células de rifién de cerdo

(PK-15) y células de riiién de embrién de mono rhesus -
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(MA-104), estos cultivos se utilizan principalmente para la-
prueba de reduccién en placa o para la prueba de neutraliza-
cién de anticuerpos y se ha visto que 1; adicibén al medio de
pancreatina, tripsina, quimiotripsina y DEAE-dextrén favore-
cen la replicacién del virus yé,due hay una mejor infeccién-
de las células (5, 12, 38, 46).

El Rotavirus es relativamente resiétente ya que sopor-
ta una variacidn de 3-9 en el pH; en la materia fecal puede
resistir durante 30 minutos a 60°C, y de 7-8 meses a 18-200°C.

También es relativamente resistente a desinfectantes a base

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

zacibén a 63°C por 30 minutos (46).

PATOGENESIS

En el intestino delgado el Rotavirus se replica prefe-
rentémente en las células del epitelio columnar, lo que cau-
sa ;trgfia, destrucciédn y descamacién de las vellosidades,
provoca;dé que se diferencie en un epitelio cuboidal, esto
trae como consécuencia una disminucibén en el proceso de diges
tién y absorcibén que se lleva a cabo en la superficie del in
testino; las porciones més afectadas del intestino son el ye
yuno de ileon (22, 39, 40).

Entre las sustancias que no son absorbidas por el intes
tino se encuentran el fierro, grasas, glucosa y sodio; la de

ficiente sbsorcién de estos elementos sunada a la de otros
productos de la fermentacién, intensifican la fuerza osmbtica

atrayendo liquidos a la luz intestinal, desarrolléndose: de



esta manera la diarrea., Debido a la mala absorcidén y diges-
tién se favorece la proliferacién bacteriana en le ingesta
parcialmente digerida, y se disminuye el pH agravando afn
méds el problema (25).

El periodo de incubacién de la infeccién por Rotavirus,
es de 12-36 horas y los signos que se observan son: anorexia,
diarrea acuosa o pastosa y blanca o amarilla, depresién, re-
nuencia 8 moverse y ocasionalmente vémito; también se puede
observar una severa deshidratacifén y una pérdidad de peso de
hasta un 307 (39, 46). En otros estudios se menciona que los
lechones enfermos 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 mas fre-
cuentes de agentes patdgenos, ya que se encuentra constante-
mente en contacto con ellos. Para evitar el acceso de estos
patégenos cuenta con mecanismos de defensa, éstos son: (13,

28, 44), Mecanismos no Inmunolégicos.

a) Revestimiento mucoide.- Las mucinas (glicoproteinas y
glicolipidos que se encuentran en el revestimiento mucoso
del epitelio gastrointestinal), tienen una estructura molecu
lar similar a los componentes del epitelio el cual actlia co-
mo receptor para microorganismos o sus toxinas. Las mucinas
'por lo tanto pueden reducir la adherencia al apitelio intes-
tinal por inhibicién competi;iva de los sitios receptores

epiteliales.



b).- Barrera Gastrica.- La acidez géstrica puede inactivar
a un gran nimero de microorganismos o sus toxinas antes de
que alcancen la porcidn baja del infestino; Esto se observa
‘en individuos con aclorhidria en 108 cuales se presenta un

mayor nimero de infecciones gaqtfointestinales.

¢).- Enzimas proteoliticas y sales biliares.,- Estos com-
puestos inhiben el crecimiento bacteriamo in vitro aunque,
en el tracto intestinal, su papel de proteccibén al huésped

no estd bien comprendido.

d).- Peristaltismo.- La actividad peristéltica normal jun-
to con otros factores que reducen la adherencia microbiana
pueden ser considerados como un importante mecanismo de de-

fensa para el huésped.

e).- Flora bacteriana nativa.- Los microorganismos intesti
nales son importantes en la defensa del huésped hacia agen-
tes patbgenos. La flora microbiana normal reduce el niémero-
de patbgenos compitiendo por susratos, alternando el microam
biente y prodﬁciendo sustancias bactericidas, tales como las
colicinas producidas por E. coli saprb6fitas en contra de E

coli{patbgenas.

f).~ ‘Barrera hepAtica.- Ciertas moléculas como las endoto-
xinas pueden atravesar el intestino delgado y entrar a la
circulacidn portal, en estos casos el higado actfia como una
segunda linea ae defensa filtrando las moléculas de la circu
lacién. En casos de destruccidn hepitica o paso de sangre

por tal a 1la circulatién venosa, esta barrera puede perderse,
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dando lugar a un incremento de la frecuencia de enfermedades
infecciosas.

Mecanismos Inmunolégicos

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

-IgA.- Esta inmunoglobulina es sintetizada por las células
plasmiticas que estén situadas en el epitelio de los érganos
que estdn en contacto con el medio ambiente externo. De esta
manera la IgA es la inmunoglobulina predominante en las se-
creciones de la gléndula mamaria, glédndulas salivales, trac-
to gastrointestinal, tracto respiratorio y tracto genito-uri
nario., La IgA secretoria a nivel intestinal actfia limitando
la entrada de antigenos extrafios a través del epitelio intes
tinal. bna molécula antigénica, de tamafio relativamente pe-
quefio que penetra la superficie epitelial producird una esti
mulacibén para la sintesis de los anticuerpos IgA'locales.
los cuales prevendrian la subsecuente reentrada del antigeno
formando con éste un complejo antigeno-anticuerpo que, debi-
do a su tamaifio, no puede penetrar a través del epitelio in--
testinal, De manera similar las 1nmunoglobﬁlinas A pueden
neutralizar toxinas, o pueden limitar la movilidad y penetra
cibén de patégenos potenciales de las superficies externas,

- IgE, IgG e IgM.- Estas inmunoglobulinas pueden ser produ-
cidas local o sistemédticamente, y pueden llegar al lumen in-
testinal por difusién de la corriente sanguinea o de los te-
jidos locales. En contraste con la IgA, éstas pueden atrave
sar las células epiteliales de las puntas de las vellosida-

des y no contienen el componente secretorio, de esta manera



sufren la digestién por lisozimas intracelulares y enzimas
intraluminales., Por lo, tanto sbélo estén presentes en el lu-
men en pequefias cantidades, excepto en casos de inflamacién
de la pared intestinal, cuando se incrementa el exudado y re
sultan concentraciones potenciales para la proteccién en el-

lumen.

b) Respuesta 1;;une mediada por célules.- Las células lin-
foides de la mucosa y de la lémina propia junto con los teji
dos linfoides asociados al intestino (placas de Peyer), "con-
tienen los tipos celulares necesarios para montar una res-

puesta inmune mediada por células, y la recirculacién de los
linfoblastos T hacia el intestino otorgan un mecanismo para-
colocar a las células sensibilizadas en los lugares apropia-

dos.

INMUNIDAD INTESTINAL PASIVA EN LECHONES

En la cerde al igual que en los equinos y rumientes de
bido al tipo de placentacidén que tienen (cerda y equinos =e-
piteliocorial, rumientes = sindesmocorial), no hay paso de
inmunoglobulinas de la madre a la cria a través de la placepn
ta (9, 27, 41). A causa de esto los lechones nacen agamaglo
bulinémicos y requieren de la ingestién de calostro para ad-
quirir inmunoglobulinas, ya que la absorcién de macromolécu-
liias incluyendo las inmunoglobulinas son absorbidas por las-
células epiteiiales, intactas en las primeras 24-48 horas de
vida (6).

En la infeccién por Rotavirus se producen anticuerpos-
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del tipo IgA, IgG e IgM, sin embargo estos anticuerpos se en
cuentran en diferentes concentraciones en el suero, calostro,
leche 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 prin
cipalmente la IgA (7, 17).

Debido a que el Rotavirus tiene una amplia distribu-
cibén-en las granjas porcinas, provoca que la mayoria de los-
cerdos adultos tengan anticuerpos contra él; esto puede ex-
plicar en parte la baja frecuencia de esta enfermedad en for
ma clinica 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 cria por el calostro y la le-
che (17).

Uno de los principales objetivos contra la infeccién
de Rotavirus es su prevencidn, principalmente por la necesi-
dad de proteccién que tienen los recién nacidos (37). Se ha
estudiado la inmunidad activa en lechones utilizando una va-
cuna con Rotavirus de becerros, y los resultados no fueron
satisfactorios, ya que al ser desafiados con el Rotavirus
porcino sufrieron la enfermedad (20).

Por otra parte se sabe también que la administracién
pasiva de inmunoglobulinas séricas por‘Via oral a lechones
‘recién nacidos ha logrado disminuir la mortalidad (16, 30,
*57), con esta préctica se logrd disminuir la mortalidad en
un 26. 42% hasta los 45 dias.de edad (43), en otra prueba se

tuvo una disminucién en la mortalidad de 22% observado en los
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controles a 97 en los animales a los que se les administrd
suero de cerdos adultos, ademds de provocar un aumento de pe
so del 67 mias que los testigos y un ti;hpo al mercado menor
(26).

En cuanto a la importanc}a:de las pérdidas econdmicas
que se tienen en la industria borcina en la etapa de lactan-
cia tenemos lo sjiguiente: en México en 1981 se tenian 17, 562
217 cabezas de ganado porcino y uma produccibén de 1, 306, 617
toneladas de carne (35), y se estima que para 1985 se tendré
un déficit promedio de 34, 800 toneladas anuales de car;e de
cerdo. Por lo tanto para poder aumentar la produccién porc;L_l
na se debe tener especial atencién a la etapa de lactancia,
que es donde se tiene la mayor mortalidad (15).

Ahora bien, dentro del marco carencial de proteina de
origen animal que padece nuestro pais, merece especial aten-
cién la produccibén porcina ya que, la carne de cerdo es un
excelente almacén de proteinas, vitaminas, minerales y grasa.
En la mayoria de los paises latinoamericamos y de otras par-
tes del mundo, forma parte importante de la dieta alimenti-
cia, constituyendo su consumo un hébito dificil de sustituir.

Una vez expuesto lo anterior, considero que la infec-
cibén por Rotavirus es importante en la industria porcina y
merece ser estudiada, y tomando en cuenta los estudios reali
zados anteriormente (16, 26, 30, 43), creo que la administra
cién por via oral de inmunoglobulinas séricas especificas a
lechones recién nacidos, puede ayudar a evitar una infeccidn

gastrointestinal, Por lo tanto se plantea el siguiente obje
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tivo: Determinar el tiempo de proteccidén que confieren las
inmunoglobulinas séricas administradas por via oral en le-

.chones recién nacidos a la infeccién con Rotavirus.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron cuatro camadas de lechones recién naci-

dos de las cuales la mitad de ea§a una se utilizé como expe-

‘e
.

rimental y la otra como testigé
A todos los lechones experimentales se les administra-
ron 4 g de inmun;globulinas por via orai diariamente durante
los primeros cinco dias de vida, posteriormente se desafia-
ron con 5 ml de heces de lechones enfermos por Rotavirus' -

(aproximadamente 106 particulas virales). El desafio se rea

1iz6 a las 2, 8, 24 y 96 horas después de la filtima toma.

ESQUEMA DE DESAFTIO

Dias de vida de los lechones Horas después de la

y administracién de las inmy Ultima toma y momen

. to del desafio.
camada noglobulinas.

1 1 2 3 4 5 96 D
2 1 2 3 4 5 24D
3 1 2 3 4 5 8D
4 1 2 3 4 5 2D

D = Momento del desafio.

Los lechones fueron vigilados estrechamente para deter
minar la hora de aparicién de los signos de la enfermedad, y
se tomaron muestras de heces para la identificacién del vi~-

rus.
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ANIMALES

Para la obtencidn dél suero hiperinmune, se utilizaron
cinco cerdos de aproximadamente 60 kg dé peso, machos castra
dos de la raza Yorkshire-Landrace, provenientes de la Granja
Experimental Porcina de la FHVZ; UNAM, Estos cerdos fueron
inmunizados en cinco ocasiones éon intervalos de quince dias,
en las dos primergs se utilizaron 40 mg pé virus mds adyuvan
te completo de Freund a voliimenes iguales y el las tres dlti
mas sb6lo se utilizé 40 mg del virus, las aplicaciones fueron
por via subcutdnea detréds de la oreja. Siete dias después de
la d1ltima aplicacidn, los cerdos fueron llevados al rastro
donde se sacrificaron y la sangre fue colecéada para la ob-
tencién del suero.

Para la obtenciédn de lechones, se utilizaron.ademés cua
tro cerdas gestantes primerizas de ocho meses de edad, hibri
das de la raza Yorkshire-Landrace. Estas cerdas fueron tras-
ladadas siete dias antes del parto, de la Granja Experimental
Porcina al Departamento de Cerdos de la FMVZ, UNAM, se colo-
caron en aislamientos individuales que previamente fueron la
vados con jabdén y cepillo y después desinfectados con vapores
de una mezcla formaldehido/permanganato de potasio.

Los lechones hijos de las cerdas se manejaron de la si
guiente manera: se atendieron los partos y a los lechones se
les suministrd una fuente de calor y cama en las lechoneras,
a los tres dias de edad se les aplicaron 200 mg de hierro a
cada lechdén por via intramuscular. Se permitié la lactancia

libre y a partir del décimo dia se les empezd a dar alimento
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concentrado. Las cerdas fueron alimentadas con alimento para
lactantes y la cantidad fue en relacifn con el tamafio de la

camada.

ADYUVANTE

Para la inmunizacidén de los cerdos adultos se utilizé
adyuvante completo de Freund, el cual se prepard mezclando
ochentaicinco partes de aceite mineral még quince partes de

lanolina y cinco mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H 37

Rv esterilizado en autoclave y liofilizado.

ANTIGENO

Para la produccién de antigeno suficiente para la inmu
nizacién de los cerdos y el desafio de los lechones, el Dr.
Romilio Espejo, del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM, doné 1 ml de Rotavirus con los cuales se infectaron cé
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 incubd el viris en un tubo Pppendorf
estéril con tripsina 10 sg/ml durante una hora a 37°C, 1la
tripsina se diluyd a partir de una concentracién de 1% en Me
dio Minimo 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 infectd cada botella
con 0.4 ml de virus, se cerraron las botellas y se incubaron

durante una hora a 37°C, distribuyendo el inéculo cada 15 mi
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nutos sobre la capa (moviendo las botellas), a continuacién
se aspird el inbculo y se agregaron 3 ml de MEM, sin apretar
la tapa de las botellas se incubaron a 37°C y 5% de atmbsfe-
ra de C02. se observaban diariamente al microscopio para ver
el efecto citopldtico, a los cinco dias y una vez que se ob-
servara la lisis de las células por la replicacién viral en
ellas, se cosechd el virus agitando las botellas para el des
prendimiento de las células, y posteriormente se aspiré con
vacio todo su contenido (11).

Con el virus obtenido se infectaron tres lechones de
cinco dias de edad, se colectd la diarrea de estos lechones
durante tres dias, con una parte de ella se purificéd el virus
por el método descrito por Bishop et al (4), y con é1 se inmu
nizaron a los cerdos. La otra parte de la diarrea se conser
vb6 en congelaciédn para la infecciédn de los lechones en la

prueba de desafio.

Ensayo en placa para cuantificar particulas virales

Para determinar el nidmero de particulas virales se uti
1iz6 la técnica de ensayo en placa.

Se utilizaron botellas de 25 cm2, con una momocapa to-
talmente confluente de células MA-104, El virus se incub$d
en tubos Eppendorf estéri}es con tripsina 10 mg/ml durante
una hora; la tripsina se diluyd a partir de una concentra-
“cién de 1% con MEM sin SFB. Después de incubar el virus se
hicieron diluciones con MEM sin SFB. Se infectd 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 inéculo
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cada 15 minutos sobre la capa. A continuacién se aspiré el
inbculo y se adicionbé agar desde el lado opuesto de la mono-
capa, dejando que la cubriera poco a ﬁbéo (3 ml de agar por
botella). Posteriormente se dejaron las botellas cerradas
durante 30 minutos, con el agaéféobre las células y cubier-
tas con papel, Luego se incub;ron las botellas invertidas
cubiertas con pagel, a 37°C y 5% de atnééfera de COp, has-
ta que se formaron las placas de lisis de las células por la
replicacién viral,

El agar se prepara en MEM gin SFB y con rojo neutr;,
de tal manera que el virus que se absorbe a una célula, sélo
infecta a las células vecinas, y con el rojo neutro se pueden

visualizar las placas.

OBTENCION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

La sangre d; los cerdos sacrificados en el rastro se
colectd en recipientes individuales y se dejé coagular a tem
peratura ambiente, posteriormente se desprendid el codgulo
de las paredes y se fraccionbé para permitir la méxima retrac
cién del mismo, luego se mantuvo 12 horas a 4°C, E1 suero
se separ$ por decantacidén y se centrifugd a 850 gravedades
(G) durante 25 minutos a 49C, para eliminar restos celula-
res.

Para la obtencibén de las inmunoglobulinas se precipité
el suero con sulfato de amonio al 332'(3), se afiadié lenta-
mente al suero en agitacibén, una solucibén saturada de sulfa-
to de amonio con pH 8, de tal manera que al final.la canti-

dad afiadida fue la mitad de la cantidad total del suero, a
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continuacién la mezcla se centrifugé a 7,000 G durante 20 mi
nutos a 49C, se eliminé el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en agua destilada, se volvid a agregar sulfato
de amonio, y se centrifugd nuevamente, estov se repitié hasta
que el sobrenadante fue transparente. El1 precipitado obtenji
do finalmente se resuspendié en solucién salina isotdnica
amortiguada con fosfatos 0.01 M, pH 7.4 (PBS), postericormen-
te fue dializado contra la misma solucién para eliminar el
sulfato de amonio, esto se continudé durante cuatro dias, canm
biando dos veces cada dia la solucidén, la cual estuvo en agi
tacién. Una vez eliminado el sulfato de amonio lasinmunoglp

bulinas se conservaron en congelacién hasta su utilizacién.

Identificacién de los anticuerpos

Para la identificacién de los anticuerpos producidos
contra el virus se realizb la prueba de Inmunoelectroforesis,
para ello se sangraron a los cerdos el mismo dia de cada ino
culacién, el sangredo se realizd en la vena marginal de la
oreja y se extrajeron 5 ml de sangre por cerdo, ésta se dejé
coagular a temperatura ambiente, se separ6 el codgulo de las
paredes de los tubos y posteriormente se mantuvo en refrige-
racién durante 12 horas a 4°C, luego se eliminé el codgulo y
se centrifugd a 475 G durante 15 minutos a 4°C para separar
el suero. También se utilizaron inmunoglobulinas obtenidas
ael sangrado final para comprobar su funcionalidad.

La técnica de Inmuncelectroforesis consiste en una elec

troforesis inicial del antigeno, utilizando agar al 1% en una
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solucién amortiguadora de barbituratos 0.05 M, pH 8.6.

El agar se disolvié por ebullicién en bafio Maria; ya en for-
ma liquida se colocd sobre portaobjeto; y se dejb gelificar,
se perforaron dos pozos y en ellos se colocd el antigeno, una
vez realizada la electroforesié (2 horas a 1.5 miliamperes
pcr portaobjeto), se horaddé un canal en medio de los dos po-
zos (a 6 mm aproximadamente de cada uno); y se colocd el sue
ro. Posteriormente se dej6é difundir durante 24 horas en una
cdmara himeda a temperatura ambiente; a continuacién las pla
cas se colocaron en solucibén salina 0.85%,pH 7.4, realizgn-
dose tres cambios de la solucidén una cada 24 horas, se dejé
posteriormente en agua destilada durante dos horas. Para su
tincién, las placas se secaron con papel filtro-y se tifieron
con solucién de negro de amido al 1% durante 15 minutos. se
retiré el exceso de colorante con agua destilada y después

se agregd acido acético al 107,

Neutralizacidén del virus en cultivo celular

Para determinar la capacidad neutralizante de las inmy
noglobulinas obtenidas, se realizé la prueba de placas de
lisis, la cual es semejante al ensayo en placa para cuanti-
ficar particulas virales, solo que después de activar al vi
rus con tripsina, éste se incubé durante 30 minutos con di-
ferentes diluciones de las inmunoglobulinas. Se incubaron a
volimenes iguales, las diluciones de las inmunoglobulinas y
una cantidad constante de virus (10 particulas). Posterior
mente se infectaron las células, y se continubd co; la técni-

ca.
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Al final se observé en que dilucién de las inmunoglobu-

linas se logré inhibir al 50Z de las placas de lisis.

ROTAFORES1S

A todos los lechones enfermuvs con diarrea después del -

desafio con Rotavirus, se les tomd muestras de heces para le
identificacibén del virus.

Para la identificacién de este virus en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, han desarrollado una-
técnica de diagnéstico, la cual se basa en la identificacién
electroforética de los once segmentos de ARN que caracteri--
zan al Rotavirus, y se considera positivo al observarse cuan

do menos los cuatro primeros.

Para el desarrollo de esta técnipa. en nueve tubos de -
ensaye se colocaron 0.4 ml de solucidn acuosa A (diluida 0.8
ml de sol. A 5 X en 3.6 ml de agua destilada) a un décimo tu
bo se le agregaron U2 ml de esta solucién A los nueve prime-

ros tubos se le agregaron una gota (0.05 ml) de la muestra -

x¥chlida o

de heces, en caso de que tuviese una consistms

semisblida, se afladia una gota de la suspensisa diluida al
50% en una solucidn fisioldgica de cloruro de sodio (0.85%).
Al décimo tubo se le adiciondé 0.2 ml de un control positivo,
hecho esto se agregaron a todos los tubos 0.2 ml de solucién
B, se agitaron vigorosamente y se afiadieron 0.2 ml de cloro-

formo y se continud con la agitacidén. Posteriormente se cen
trifugaron a 475 G durante 10 minutos a 4°C, obteniéndose -
“dos fases y se tomaron tres gotas (0.15 ml) de la fase acug

sa (superior) las cuales se ¢olocaron en tubos limpics.

Se puso a fundir la solucidén C en bafio de agye hirvien
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te durante 15 minutos, se tomaron de ella 0,05 ml y se depo-
sitaron en cada uno de los diez tubos, manteniéndolos a 60°C
en bafio Maria. Con una pipeta se col;;aron las muestras en
los pozos de la placa de poliacrilamida; una vez solidifica-
do el gel, se puso en la cﬁnar; de electroforesis, de tal
manera que los pozos quedaran hacia la terminal negativa de
la cédmara y se agregaron 50 ml de Solucdbn D (diluids 5 ml
de s0l. D 10 X en 45 ml de agua destilada)., Una vez que el
gel estaba totalmente cubierto por esta solucién se conecta-
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 colocd el gel
en un recipiente de vidrio y se lavé durante 30 n}nutos en
solucién E (dilufda 5 ml de sol. E 10 X en 45 ml de agua
destilada)., Después de retirar completamente la solucién E,
se lavé el gel durante 30 minutos coﬂ 50 ml de solucién F
(diluida 0.5 ml de sol. F 100 X en 50 ml de agua destilada),
posteriormente se enjuagé dos veces con agua destilada y se
agregaron 50 m1 de solucién G (diluida 0.4 =l de sol. G 125
X en 50 ml de NaOH sl 3%). Al aparecer las bandas en el copn

trol positivo se retird la solucién G y se detuvo la reaccién

con &cido acético al 1X (%),

Inhibicién de la hemaglutinacién

A las cuatro cerdas se les tomd una muestra de calostro

(*) Espejo, T.R. Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. Comunicacidn personal 1985,
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para determinar la presencia de anticuerpos anti-Kotavirus.

Para esto se desarrolld la técnica de inhibicién de 1la
hemaglutinacién, tomando en cuenta la propiedad que tiene es
te virus de aglutinar eritrocitos de bovino y humano tipo O
(41),

Se tomaron 5 ml de calostro por cerda, se mantuvo en
refrigeracién durante 24 horas a 4°C afiadiendo HCl a 0.1 N,
para -separar el suero, posteriormente se centrifugd a 60,000
G durante 30 minutos a 4°C, se utilizé eritrocitos de humano
tipo 0" al 2.5% lavados con PBS, pH 7.4. E1 virus para esta
técnica contenia 25 mg/ml. Para las diluciones se utilizd
PBS-Alblimina (PBSA) al 0.1Z2.

En una placa de hemaglutinacién se puso 25 ml de PBSA
a todos los pozos, luego al primero de cada hilera se adicig
né 25 ml de cada uno de los sueros, se agitd y se iniciaron
diluciones dobles pasando 25 ml al pouzo siguiente, después se
agregaron 50 ul de virus, se dejé reposar durante 15 minutos
y se adicionaron 25 pul de eritrocitos. Una hora después se

observaron los resultados.

22



KESULTADOS

Animales:

Las camadas obtenidas, fueron de nlmero y peso adecua-
do al nacimiento, y se mantuvigron en buenas condiciones du-
rante la administracién de las:inmunoglobulinas, lo que per-
mitié que el desafio se llevara a cabo sin problemas.

Después de”la prueba, los lechones siguieron lactando
normalmente hasta los 28 dias en que fueron destetados.

Las cerdas tuvieron un parto normal y no presentarpn
problemas durante la lactancia, y al final de ésta fueron des

tinadas para el abasto,

PRODUCCION DEL ANTISUERO

Los cerdos utilizados para la produccidn del antisuero
respondieron adecuadamente al proceso de inmunizaciédn, y lle
garon al peso de mercado a la edad adecuada por lo que no hu
bo problemas para su venta al rastré. Las inmunoglobulinas
obtenidas del suero de estos animales, precipitaron el virus
en una prueba de Inmunoelectroforesis, en la cual se observa
una: ‘banda nitida de precipitacidén, que no existe cuando se u
tilizan inmunoglobulinas de los animales antes del proceso
de inmunizacién, y de esta manera se comprobd la existencia
de anticuerpos especificos contra el virus (Figura 1); el ti
tulo de la preparacidén final fue de 10 4, ya que con ella se
produjo una reduccién del 50% de las placas de lisis, como
se observa en la botella A (Figura 2), de tal manera que se

probd que los anticuerpos obtenidos ademis de reconocer la
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particula viral, poseian la capacidad de neutralizar la in-

fectividad del virus en cultivo celular,

IDENTIFICACION DEL VIRUS

La ténica de Rotaforesis realizada con las muestras de
heces, de los lechounes enfermos después del desafio con el
Rotavirus, resulté positiva en todos los casos, ya que se pu
dieron observar las bandas caracterf{sticas 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 comprobé que los cua

dros de diarrea fueron producidos por el agente inoculado.

RESPUESTA DE LOS LECHONES AL DESAF{0.

La inoculacién de 106 particulas virales, ocasiond el
cuadro clinice caracteristico en un 56% de los animales reta
dos (18/32), (Cuadro 1).

El cuadro clinico en todos los animales fue muy leve,
con aproximadamente 10 evacuaciones diarreicas e.. 24 horas,
tiempo mdximo en que se pudo observar el cuadro (Cuadros2-5).

No hubo diferencias significativas entre los grupos tes
tigo y experimental (Cuadro 1), y en todos los grupos, el ni
mero de animales enfermos fue mayor en el grupo experimental
que su grupo testigo respectivo.

i Tampoco hubo diferencias en la severidad del cuadro cli
nico, ya que ambos grupos -experimental y testigo- lactaron

normalmente durante el tiempo que estuvieron enfermos, no se
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observé pérdida de peso aparente, ni hubo cambios en 1la acti
vidad normal de los animales, los cualgs permanecieron aler-
tas sin manifestaciones de enfermedad excepto la diarrea; la
cual pudo demostrarse fue causada por el Rotavirus (Figura 3).

La distribucién de los ciadros clinicos permite obser-
var una distribucidén al azar, ya que en‘las 4 camadas se pre
sentaron animales enfermos. '

Algo interesante se hace notar es el periodo de incuba
cion, el cual fue significativamenie mayor en el grupo expe-
rimental (81 horas promedio), comparativamente al grupo tes-
tigo (45 horas promedio).

Bl tftulo de anticuerpos en el calostro de las cerdas
no fue una variable importante, pues ninguno de los cuatro

pudo inhibir la hemaglutinacibén causada por el virus (Figura

4).
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DISCUSION Y CONCLUSTIONES

Los cerdos respondieron satisfactoriamente al proceso
de inmunizacién, ya que produjeron anticuerpos con demostra
da capacidad precipitante (Figura 1) y neutral}zante (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 permitid identificar al Rota
virus, en la heces de los lechones enfermos después del desa
ffo, lo que confirma que, la diarrea fue cauada por el agen-
ie inoculado y que los métodos utilizados -cultivo celular y
la infeccién de lechones recién nacidos- tal como lo mencio-
nan otros autores fueron los adecuados para la replicacién
viral (38, 46).

La dosis de virus administrada resultd baja, pues no
pefuitié el 100% de morbilidad, a pesar de ser 10 veces ma-
yor a la utilizada para enfermar a lechones privados de ca-
lostro (23). Ademés 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 patd
geno poco virulento que causa cuadros leves y de baja morta
lidad, excepto cuando se suman otros agentes patbgenos como

-E. coli y el virus de la GET. Los factores ambientales: hu-
medad, suciedad y frio, son coadyuvantes importantes en la -
presentacién del cuadro clinico, ya que permiten la reinfec-

cibén 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, quizi haya influido im-
portantemente en el nfimero de enfermos hue se registré.

No se encontraron diferencias entre el nimero y seve-
ridad del cuadro clinico entre:pnboa grupos -experimental y
testigo-, la distribucién de la enfermedad en las camadas
demuestra que la.cantidad de inmunoglobylinas administrada
a los lechones resultd baja, y permite supomer una suscepti-
bilidad mayor de algunos animales que otros, dentro de un
mismo grupo sujetos a las mismas condiciones de alinenta;ién
y manejo, las que fueron similares al disefiar el experimento,
manteniendo al grupo testigo dentro de la misma camada que
el experimental, lo cual es vAlido para cualquier enfermedad
infecciosa, ya sea viral, bacteriana o parasitarig.

La concentracién de anticuerpos especificos en la mueg
tra de inmunoglobulinas administrada a los lechones resultd
baja, pues no se logrd influir en la morbilidad de la enfer-
medad; sin embargo esta cantidad de anticuerpos fue suficien
te para modificar el periodo de incubacibén (45 horas en el
grupo experimental contra 81 horas en el grupo testigo),
(Gréfica 1), si consideramos que el periodo de incubacién es
td en relacién directa a la dosis infectante, se puede supo-
ner que las inmunoglobulinas administradas lograron dismi-
nuir el niimero de particulas virales infectivas, pero no
neutralizarlas en su totalidad, de tal manera que el nfimero
de virus no neutralizado, fue capaz de infectar la célula y

multiplicarse disemindndose a la célula vecina, hasta lograr
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infectar un nimero de células suficiente para que se presen
tara la enfermedad, en un nfimero reducido de animales, lo
gue concuerda con los hallasgos de otros autores, como por
ejemplo la inoculacidén accidental de 45, 000 personas con
virus de la hepatitis B, de las cuales solamente se manifec-
taron clinicamente 1, 000 casos (45).

Por otro lado, aunque en el calostro de las cerdas se
pueden encontrar anticuerpos que pueden neutralizar a los
agentes patdgenos, en este trabajo no se encontraron en can-
tidades importantes en contra del virus medido por la prueba
de inhibicién de la hemaglutinacibém, por lo que esta varia-
ble no fue considerada importante.

En resumen se puede concluir que los resultados obteni
dos en este trabajo concuerdan con los de otros autores, en
los que se demuestra que el Rotavirus es un agente patdgeno
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 dia
rrea y mala absorcidén de los alimentos, retrasando de esta
manera el tiempo en que los cerdos deben salir al mercado.
(14, 18).

Por otro lado no se logrd determinar el tiempo de pro-
teccidn que confieren las inmunoglobulinas séricas adminis-
tradas por via oral, pues como se mencioné anteriormente,
el ntmero de particulas virales y la cantidad de inmunoglo-
bulinas administradas a los lechones resultaron bajos, aiin

cuando la cantidad de anticuerpos administrados influyd en
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el tiempo de incubacidn que se observd en los lechones suple
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, asi como

elevar el nfimero de particulasgwirales para el desafio de

los lechones.
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Gréfica 1.- Cinética del periodo de incubacién

del Rotavirus en lechones inoculados
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Cuadro 1.- Nimero y porcentajes de animales enfermos
en los diferentes tiempas de desafio, en-
tre los grupos experimentales (E) y testi-
gos (T), con Rotavitus porcino

2h 8§ h 24 h 96 h
E 3/5 3/5 3/4 3/4
T 2/4 1/4 2/3 1/3
E 607 602 75% .75%
T 50% 25% 66% 337
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Cuadr

0 2.- Registro de la signologia en lechones desa-
fiados con Rotavirus porcino, 2 h después

de la iltima toma de inmunoglobulinas.

DtAS DE NACIDOS

Leﬁgén’ 123 456789 10111213141516 ...

28

2 i i i i iD 1] 1 | ] A ] 1 ' ] 1 1 1]
[ 4
Grupp 3 i i i i dD' ' g ' v v vt v v '
Experi & i i i i dpt ooyt '
mentél 5 i i i i iD' ' 4 ! [N R R B A I | 1
1 - - - - D' 4 ‘" 1 ' [] [ ] [ [ | '
Grupo 2 - = - - D t t t ' 1 t ] ' ] [] [} t
testi- 3 P ) JL AL R I R L R L R '
go 4 - = = - D' 4 ' ' t [N TR T R | )
i = Administracién de inmunoglobulinas
D = Desafio
d = Diarrea

Ausencia de signos de enfermedad



Cuadro 3.- Registro de la signologfa en lechones desa-
fiados con Rotavirus porcino, 8 h después

de la {ltima toma de inmunoglobulinas.

DfAasS DE NACIDOS

e '

Lechén | 5 3 4 5 6‘ 78 9 10111213141516 ... 28

No.
I -
1 i i i l [ SN R T T R S B L '
Grupo 2 i 4 i i 4p*' 't 4 * v v v v oot '
Experi 3 i i i i ip" * " v vororovo1oto '
mental 4 i i i 44D o '
5 4 i 44 dD' ' 4 Y vttt ,
1 - e e - __D 1 1] t 1 1] 1 1] 1 [} ] 1 ]
Grupo 2 o S A e L R R R R '
Testi 3 - - - - D' d ' ' ' 't ot 0o '
go 4 - - - - _D 1) 1 1) 1) 1] 1 ] 1 1] 1] ] 1]

i = Administracién de inmunoglobulinas
D = Desafio
d = Diarrea

Ausencia de signos de enfermedad
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Cuadro 4.- Registro de la signologia en lechones desa-
fiados con Rotavirus porcino, 24 h después

de la filtima toma de inmunoglobulinas.

DI1AS DE NACIDOS

Le;ﬁén 1 23 456 789 10111213141516 ... 28
1 i iiidi1D"'"''"4qgq *+ Voo '
Gruppo 2 4 4 4 14 4 D' ' ' "'t '
Experi 3 i4i4ididiD' "4 "o '
mental 4 {f 1 41 4 i D" v+ v v 111 '
1 = = = = =D ' g ' vor vt '
GrupoZ----_D"dvl"ll' '
Testi 3 = = = = = D ' ' v ot 1ot ot o0 '

g0

i = Administracidén de inmunoglobulinas
D = Desaffo
d = Diarrea

= Ausencia de signos de enfermedad
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Cuadro 5.- Registro de la signologia en lechones desa-
fiados con Rotavirus porcino, 96 h después

de la dltima toma de inmunoglobulinas.

btAS DE NACIDOS

lechén; 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516 .., . 28

No.

1 i iiii ) DY L '
Grupo 2 i i 4 4 i D ' ' gt v '
Experi 3 i i i i i ) L !
mental & i i i i i p '+ v o1 o '
Grupo 1 - - - - - D ' ' g ' ' v 1 '
Testi- 2 - .- - - - p 'ttt ¢
g0 3 - e e = - D {2 T T B T B '

i = Administracién de inmunoglobulinas
D = Desafio
d = Diarrea

' = Ausencia de signos de enfermedad
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