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I N T R o D u e e I o N 

1.- Descubrimiento y clasificaci6n de los rotavirus 

En 1973 Bishop et al. (1) en l!,elbourne, Australia encontraron partf 

culas similares a los reovirus y orbivirus en biopsias de c~lulas epit~ 

liales de la mucosa duodenal de niños en la fase sintoc~tica de gastro

enteritis y los clasificaron tentativamente como orbivirus. 

A partir de entonces se ha descrito en wuchas partes del mundo, la 

presencia de partfculas idénticas a las observadas por Bishop et al. en 

heces de un alto porcentaje de niños con gastroenteritis (2-10) y en he 

ces de terneros (11), ratones (12), lechones (13), caballos (14), corde 

ros (15) y conejos (16) con gast~oenteritis. Previa~ente se babian ais

lado virus niorfológicamente idénticos de un lavado rectal de ~ono (vi

rus SA-11) y de lavados intestinales de bovino y ovino (asente 11 0"), 

pero no habian sido relacionados con diarrea en estos ani~ales. 

Estos virus para quienes ha sido propuesto por ?lewett et al. (17) 

el nombre de rotavirus (del Latín rota = rueda) por la semejanza que 

presentan con una rueda de carreta al ser vistos al microscopio elec

tr6nico, son distintos ~orfol6cicamente y serol6cicaffiente de los reovi

rus y orbivirus, por lo que se justifica su inclusi6n en un ~énero sepa 

rado dentro de la familia Reoviridae. 

2.- Morfología 

Los rotavirus consisten de un "core" de aproximadamente 40 nm de 

diámetro, en forma de un icosahedro que contiene a los ácidos nucleicos 

del virus en asociaci6n con proteínas¡ este "core" está rodeado por una 

c~pside interna que presenta una línea basal de.la que radian proyecci2 

ncs hacia la periferia que semejan los rayos de una rueda y dan a las 
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1 
partículas un diámetro de 65 nm (18). Sobre estos caps5rncros internos 

1 se encuentra una segunda c~pside semejante a un anillo finamente definí 

1 
do, liso (sin proyecciones) y con un ancho de 4-5 nm, por lo que las 

partículas completas tienen un di~~etro de 75 nm (18). 

1 La cápside o capa externa se pierde frecuente~ente de tal manera 

que los rotavirus aislados de heces contienen me=clas de partículas con 

1 y sin la capa externa, o muchas veces solo partículas sin la capa exter 

1 
na. Los dos ti:pos de partículas son separables por sus densidades boya~ 

tes al centrifugar a equilibrio en un gradiente de cloruro de cesio (19). 

1 Las partículas sin capa externa ( "pesadns 11
, e = 1. 38 son 

r:as densas que las p:::..rtículas cor:ipletas ( 11 livié.n:::;.s", 

1 sin e~barco, la separaci6n no es siemp~e completa y se pueden encontrar 

partículas que perdieron solo una parte de la capa externa, junto a las 

1 partículas pesadas. 

1 3.- Composici6n de polip~ptidos 

1 
El rotavirus de huffiano esta compuesto al menos de 8 polipéptidos 

con pesos moleculares entre 21 000 y 127 000 (20), tres de los cuales 

1 corresponden a la capa externa. Los rotavirus de bovino y d~ mono 

(SA-11) presentan 9 polir·éptidos con pesos moleculares entre 14 500 y 

1 131 000 para el primero y entre 14 000 y 133 000 para SA-11 (20), y en 

1 
ambos casos 4 polip6ptidos corresponden a la capa externa. Estos tres 

rotavirus difieren entre si en el peso molecular de varios de sus poli-

1 péptidos. 

1 
4.- Composici6n del genoma 

Los genomas de los rotavirus de humano, bovino y SA-11 consisten de 

1 11 seementos de ácido ri bonuc.leico de cadena doble (21 );' separables por 

1 
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1 
electroforesis en gel de acrilamida. Los patrones electroforéticos que 

1 resultan son distintos y permiten diferenciar a los rotavirus de distin 

1 
tas especies. Se han encontrado tnrnbi~n variaciones en los geno~as de 

rotavirus aislados de una sola especie (10, 22, 23) y astas variaciones 

1 per~it~n clasificar a los diferentes aislados corro pertenecientes a dis 

tintos 11 tipos". 

1 Se han descrito dos tipos del rotavirus de hurr.ano que difieren pri~ 

1 
cipalmente en el peso molecular del seg~ento núrr.ero 2 (10), por lo que 

han sido llaoados tipo 2L (L de large = granee) y tipo 2S (S de small = 

1 pequefio). Estas variaciones en el genoma de rotavirus que infectan a 

una sola especie dan lugar a difer8ncias en la oovilidad electrofor&ti-

1 ca de l&s protein&s estructurales del virus (Espejo, P., coDunicaci6n 

1 
~er~ona,) y--o -~~no ~e ha n'e~os~~an·o ou 0 ~en lu~~r a ~1~-ª a·i·~,_~r~nc-.~~ .r ;;;, ' .l.. , J:·' <:::... ct ti .... l "-> • . ;;J "... ~ • ~ - ~ ~ - - ..... - ~ • ~ 

anticfnica.. 

1 5.- Crecimiento de rotavirus en cultivo de células 

1 
Los rotavirus de ternero (NCDV) y SA-11 han sido adaptados a crecer 

en cultivo de cflulas (24, 25), sin embargo esto no ha sido posible con 

1 el rotavirus de hu~ano (RVH). 

En ensayos de infectividad de rotavirus de ternero sobre cfilulas en 

1 cultivo, se observ6 que la raz6n de infectividad por particula es 1000 

1 
veces mayor para partículas completas que para aquellas sin capa exter-

na ( 19). 

1 6.- Diferencias serol6gicas ~ntre 16s distintos rotavirus 

·• 

1 
Los rotavirus que infec~anJ~'diversas especies se han estudiado 

atrav&s de varias pruebaasero16gicas (fijaci6n de complemento (FC), 

1 contráinmunoelectroforesfsc~ ( CTEF), inhibici6n de la hemagl\ltinací6ri 

1 



1 
- l~ -

1 
1 

(IHA), neutralizaci6n (NT), in~unoensayo acoplado a una reaccj6n enzi-

mitica (ELISA) e inrnuno-microscopia electr6nica (I~E). Con algunas de ~ 

1 llas (FC, CIEF, ELISA) se ha trabajado con un antígeno no caracterizado 

con respecto a s~ co~posici6n de virus livianos y pesados. 

1 La diferencia antic&nica ~~reoe ¿eberse principalmente a la capa ex 

1 
terna, pero las observaciones no son rnuy claras; los ~ntigenos de la 

c~pside interna son ~uy si~il~res y no ha sido posible distinguir por 

1 
) 

I~E (26) entre los anticenos internos de los rotavirus provenientes de 

distintas especies, sin embargo, en nuestro laboratorio se han observa-

1 do diferencias ent~e los rotavirus SA-11 y I~GDV en la migraci6n electr~ 

1 
forftica de dos polipfptidos de la c~pside interna (datos no publicados) 

que podrían dar lu5ar a diferencias serol6cicas. Zissis et al. ha encon 

1 trado dos serotipos de rotavirus por FC (27), y observa que puede dis-

tinguir estos utiliz3ndo virus sin capa ex~erna (co~unicaci6n personal), 

1 por lo que la diferencia podría también radicar en los antígenos inter-

1 
nos. 

Debido a estos ~allaz5os, en el r·rcsente trabajo se hizo una cornpa-

1 raci6n serol6gica por Gl~F, de los antígenos internos de dos rotavirus 

de animales y varios aislados de rotavirus de humano. 

1 Yolken et al. (28) ha diferenciado a los rotavirus quelnt~6~an a 
··---- -·-·--· -- -

1 
distintas especies por la distinta capacidad de los s~erosJde,animales 

convalecientes de infecci6n con distintos rotavirus) para bloquear la 

1 reacción anticuerpo-antíeeno (rotavirus) wedida por El.ISA; sin embarEo, 

se usa un antígeno crudo (filtrado o Guspensi6n de heces) del cual no 

1 se cabe su composici6n con respecto a virus con y sin la capa externa, 

1 
por lo que no es posible concluir atravfs de sus experimentos, en que 

parte del virus radica la diferncia. 

1 
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1 
Los antígenos de la capa ext err;a muestran reacción cru:,ada por n:E 

1 entre los ~otavirus que infectan a distintas especies, aunque se han ob 

servado algunas excepciones (26, 29). 

1 Los antieenos de neutralizaci6n (30) y hemaglutinaci6n (31), ubica-

1 dos posible~ente en la capa externa, son específicos entre los rotavi-

rus que inf2ctan a diversas especies, pero con algu~as excepciones, 

1 pues se ha encontrado que algunos sueros anti-rotavirus de hu=ano cru-

:.a.n con HC::N por N'I· (32) y por IH.A (33). 

1 Fara decidir si estos casos ( 32, 33) son en realidad exce.pciones, 

1 
se hizo en el presente trabajo una coffiparaci6n de los antígenos de la 

capa externa entre varios aislados del rotavirus de h~nano y dos rota-

1 virus C.e animales (SA-11 v HC:D\') .:wr las :écnicr1s (:e Cl.SF "\T r·;T. .. - "' 

Se han encontrado dos cepas de rotavirus de huGano pcr FC (27), 4 

1 :.:: or 1\'I' ( 34) y dos por El.,ISA ( 33), pero no se sabe si las cepas encon-

1 
tradas por alruna de estas técr.icas corre~aciona con alguno de los ti-

~os distinguidos por el patr6n de leidos nucleicos. 

1 En el presente trabajo se utilizaron dos aislados de rotavirus ~e 

~1u~ano de distinto tipo (2L y 2S) pa~a saber si esta caracter~stic~ ce-

1 rrelaciona con alguna de las propiedades antiginicas que se midieron. 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
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MATERIAL y J>:ETODOS 

1.- Cultivo de c6lulas_ 

Se utiliz6 la linea MA~104 de cflulas de rifi6n de mono, obtenida 

del Dr. H. H. Malherbe de la Universidad de San Antonio, Texas. 

Las c~lulas fueron crecidas a 37°C y bajo 5% ~e co 2 , en Medio Mini

;ro Esccncial de Es.gle (MEM) con 250 UI/ml de penicilina, 50 pg/ml ce es 

treptorr:icina y 10;.& de suero fetal de bovino (SFB). 

Fara los ensayos de neutralizaci6n se sembraron sobre placas de ffii-

4 
crotitulaci6n (Lux de 96 pozos de fondo plano) aproximada~ente 2 x 10' 

cfilulas en 0.2 rni. ~e m~dio por pozo, se incubaron hasta confluencia, 

se lav6 des veces con amortiguador fosfatos-salina (AFS) y se FUSO XE!~ 

sin suero • En estas condicio~es las c~lulas estAn listas ~era ser iL-

fE:ctacias. 

Para la p:-aducción de virus SA-11 se utiliz6 :P.:S!-: sin su.Ecro y r.·a.:ra 

la producción de virus NCDV se utiliz6 1-:EM sin suero conteniendo 1 pg 
de tripsina por ffiI~ ·· 

2.- Virus 

El rotavirus SA-11 (Simian Aeent 11) aislado ~n Sudáfrica de un la

vado rectal de mono y adaptado a cultivo de célula2, fué obtenido del 

Dr. H. H. ~alherbe de la Universidad de San Antonio Texas. ~l rotavirus 

NCDV (Nebraska Calf Diairhea Virus) aislado en Nebraska U. S. A. de he-

ces de una ternera con diarrea y adaptado a cultivo de c~lulas, fué ob-

tenido del Dr. R. Spenlove, Utah State University. 

Se produjeron ambos virus infectando c~lulas ~A-104 con 150 DICT 

(dosis infecciosas en cultivo de tejidos) por cm2 d~ c51~1as confluen-

tes. Cuando las células r:wstraban aproxim:;;damente '75?~ de efecto ci topl.

tico, es decir, cuando se estimaba al observar al microscopio que el 
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1 
75% de lus c&lulas se ~abian de~prendido, oe terffii~aba el proceso des-

1 p=endiendo Lec~nicamente las c6lulas que a6n estaban adheridas y con la 

1 
Euspecs15n de virus así obtenidos se hicieron los ensayos de neutrali-

:::acilo. 

1 3.- P~rificaci6n de virus 

1 
I..a suspensi6n de virus obtenida de cultivo de células o la su.s:p2n-

sión de heces al 10'~ en amorti.guédor T3J.:.ful! tratada con triclorotri-

1 fluciroetano (FrE':Ón) vol/vol, a¿:i tada dürante 10 min-~tos y cen!:.rifuf:r-:.G.a 

C.urante 30 ríiinutcs a 10 000 x g; al sobrenadante obtenido se le af.adi6 

1 polietilenglicol al 50% para obtener una concentraci6n final de 8% y se 

1 
incub6 a 4°c durante la noch~, poste~iorm~nte se centriíug6 a 4 000 x g 

oi.1::-'3.nte 30 Lin.utos y el deposito se resuspendi6 en 3.5 ml cie r::.mortigua-

1 ,.: ... - - f!"l::"ll 
'-'- t._1.¡. .L-t..J ... - • Esta suspe!isión se centrifugó a 100 000 x g durante 1 hora en 

t~bos f 0 5 ml con un colch6n ~ntercedio de 1 ml de sacarosa a~ 45% (re-

1 50/volumen) sobre 0.5 ml de CsCl (e= 1.40). La suspensi6n de virus co~ 

1 
centrada en la i~terfase sacarosa-CsCl fu~ cuidadosamente retirada y 

1 reajust6 afiadiendo s~a~os de CsCl o so:uci6n amortigaadora (TSM) hasta 

el indice de refracci6n correspondiente a un e de 1.37. Se centrifug6 a 

1 ~SO 000 X g durante 18 horas y al finali~ar se r2:oc1~ron de 25 a 30 

1 
fracciones y aquellas conteniendo los virus se dializa.ron contra T.SM. 

Del virus SA-11 se obtuvieron dos bandas con densieades de 1.36 y 

1 1.39, que vistas al microscopio elect~6nico corresp~ndan a virus con y 

sin la capa externa, respectiva~ente. Del virus NCDV se obtuvo solo una 

1 banda con una densidad de 1.39, compu~sta por parttculas sin capa extGr 

1 
1 
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1 
Los rotavirus de humano (RVH) fueron aislados de hE>c<:s de n:u:,os con 

1 diarrea internados en el Eospital de Pediatria del IMSS en la Ciudad 5e 

1 
E'xico. A los distintos aislados se les asign6 el nfimero del expediente 

que te~ian les nifios hospitalizados. Se utilizaron 3 aislados del RVH, 

1 en u~o (RVH-770) se encontraron solo part!cµlas virales sin capa exter-

na y 2n los otros se encontraron partfc1;1as de ambos tipos (RVH-1383 y 

1 i:·\TU_'::/22) 
-· J... ..J-- • 

1 4.- .Sueros 

Los sueros hiperinmunes contra SA-.11 y RVH-:770 .. se obtuvieron en ce-

1 ne jos. Se inocul6 i.ntradérmicamente una mezcla. de virus cc•n ad.juva:nte 

1 
de Freund (Eiles) por tres veces consecutivas ·a inter":alos de cuatro 

s~~a~as para SA-11 y de una se~ana pa~a RVE-770. Para la ~ri~e~a ino=u-

1 :3ci6n se utiliz6 adj~vante co~pleto y para las dos subsi~uientes adju-

vante i~co~pleto. de la Glti~a ia¿uni~aci6n se sar:-

1 5r6 a los animales. 

1 
Los sueros hiperinmunes contra RVH-1383 y RVE-3222 se obtuvieron 

t&mbi~n en conejos, inocu~ando virus puri~icado (densidad = 1.375) co=-

1 ?Uesto de partículas corr.pletas al microscopio electrónico. El protocolo 

de in~unizaci6n fu~ isual al del suero anti SA-11 excepto que se di6 un 

1 solo ref~~ ·:r zo. 

1 
El suero biperinmune contra NCDV produd,:do en conejo nos fué propo!. 

cionado por el Dr. R. Spenlove, Utab StateUniversity~ 

1 El suero contra inmunoglobulina G humana producido en cabra, fu~ ob 

tenido de Miles Co. 

1 5.- ~icroscopía Electr6nica 

1 La microscopía clcctréinica fué-hecha sobre rejillas cubiertas de 

1 
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las rejillas ce elirnin6 el parlodiln poniendo estas sobre un papel fil-

tro huwe~ecido con acetato de amilo, para dejar solo la capa de • r.. carDL;n. 

P0steriorffiente las rejillas se ioni~aron por ~edio de descargas eléctri 

c?s y se les puso l1na go~a de la suspensitn de vi~us, un minuto despu&s 

ce reti~6 el exceso y se ti56 d~~~~~e un minuto ccn cJa gcta de leido 

fosfot6ngstico al 1%, pR 7. 

La observación se realiz6 en un microscopio JEOL 100-B. 

6.- Contraincunoelectroforesis (CIEF) 

:.,a CIZF fué r€alizaé.a en geles de agarosa hechos sobre placas de vi 

(r~o de 12 x 7 cm. Se pusie~on 20 ml de agarosa al 1% en amortiguador 

· · . .._a1 '"'r---~ V -'!:Y Po'"-. ~-~ 1-,.. ::. '=:.Y- D:. e - IJ • ,) _;) l' , _:..· n '- • · t::- n .., f:'. '""a }) ·-e:.., a , y ¿espufs ~ue ssto solitlific6, 

:r.rr: 

El s1..!ero se coloc6 e:i el l.n o r2 c. ·:; :;l v:i.1··'"JS el 
, .. :,e .:;, (.lY :· ~ 6 en ~wé:.¡Q: .. O ' . 

a 7 rr.A :por gel durante 15 ho:-as. L:l arr,ortigüador de co:rrida .:-,. b 
.!. ~- el ::,ls-

les 

f~~ron l~~2~cs con salina al 1% y post&riorEsnte se til&rcn con bro~uro 

de etidio 1 pr;/rr.l du:::-ante 1 ho:-a. ·s se obse,:-yaron la.s ba.riclas bajo la luz 

ul~~aviol&te de oncla corta (220 n~). En~ecuida los c~les se secaron y 

se tif:.~ron con azul brillante de Coor:.a.ssie 1 m¿:;/1!11 en ácido acético al 

25/:; dura!Jte 5 minutos (36), se lavaron en &cid.o ac~t:ico al 25% y se 08-

~0~varon las bandas. 

Para d~tarminar identidad antic~nica por CIEF entre dos rotavirus 

~e estandariz6 el ensayo de la siguieQte manera: 

de antiBuero como d0l 

vir~s ho~61oco corrcspon~iente, que produjeran una bcnda c1ara~snte . 
r~ !",,.;-
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finitla. 

2) Se deterrr.inó la cantidad de virus n~cesaria rara sec<:es~rar por 

completo los anticuerpos del suero hom6logo, para l~ego utili~ar un 

exceso (el doble) de esta cantidad. El procedimiento consisti6 en difuc 

dir el virus durante 1 ho~a en el pozo del antisuero ?ara ícr~ar un ha-

lo que adsorbe los anticu~rpos si se hace ensesuida la CIEF en la forDa 

ust:al. 

u~a vez estandarizadas las cantidadest se adsorbieron los sueros 

con virus heter6logo y se ensay6 su capacidad para reaccionar con el 

virus homólogo. 

Fara fotografiar la tinci6n con bromuro de etidi~ se utili3Ó pelic3 

la Koiak ASA 400 y película r0dak ASA 32 para fotogr~fih~ !a ~inciS~ ~e 

azul ce Coo~assie. 

7.- Ir.rr.unoelectroforesis (I~F) 

_ Se hizo sobre geles hachos en placas de vidrio de 14 x 7 cm con 25 

ml de aearosa al 1;;-~ en amorti¡::..:ador ba:r-bi tal, pE>::-forados con 6 agujeros 

de 3 ~m de diámetro y con canales ~ ' 
.J...a~ os. 

1.a electroforesis se corri6 a 12 i·:A :por cel durante 5 horas. El la-

vado y la tinci6n se hizo igual ~ue para la CI~F. 

f.- ~0utrali~ac~6n de SA-11 y NCDV 

.El suero utilizado pa.ra la neutraU:.aci6n fué previar.:€.nte tratado a 

30 :nin u tos. Se hicieron diluciones seriadas 1:2 (100 pl + 

100 pl) del sue:o en MEM . s -~..., ' 1 . . .t, • ' , • ,. ( • sin ~D soore p acas oe m1cro ·1~u~acion ~~x, 

95 pozos), y 50 ul de cada diluci6n fueron cezcl&dos con un volumen i-

gual de una suspensi6n de virus conteniendo 8 x 103 DICT ( . . . ~ 

r:os:is in 1 ~e~-

c:lcstis (;n cultivo de tejidos). Se incluyeron -como control'-'S rr;cz.clas d~ 
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vir-..s y HEH y r,,(~sclas. de virus con dilucionc.:s de S:B'B inc ... ctivado en gI:2'~ .. 

~espu's de incubar el E;iero + virus durante 1 hora a 37°C, se hicieron 

diluciones seriadas 1:4 (50 pl + ~50 pl) 

ffiicrotitulaci6n con c'lulas confluentes. 

dones fué sier::pre HE!'. .<::-:in SFB. 

. ce las ~e~clas sobre ... . 
p.L3Cas e.e 

El 1::-.edio para hacer las dilu-

- 1 · · a "''i o,~ ',:::i..s Jl acE..s se l.ncuc.:::.ron ;:, v ~~~a~te 4 ci!as y se 00ser~aron 

~icroscopio invertido para detGr~inar cuales pozos presentaban efecto 

citopático. 

Las d5lulas infectadas con rotavirus presentan cambios progresivos 

en su apariencia al microscopio: se vuelven refringente:::t redondeadas y 

finalmente se cles:prenden. 1 siendo esto últirr:o i:r:ciicativo '.5.e 1::.:.erte c-?lt:-

la variable de respuesta que lla~arros efecto cito~itico, por ser de 

~al. Se co~s~deraron positivos los po~os en que l&s c&l~las c~~~~~a~~~ 

a desyrenderse. 

Para hacer una observ~ci6n ~acrosc6pica (solo con fines de il~st=a-

., t,~· 1) cion, .r1gura se hizo tinci6n con cristal violeta (37) durante 20 =i-

nutos, se quit6 el exceso de colorante con &gua corriente y se fotogra-

fi6 la pl3.ca. 
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?.- Amortiguadores y ~oluciones 

Amortigu&dor fosfatos-salina (AFS) 

HaCl 

KCl 

Na
2

?.P01 - + 
FE :JQ 
-~ -2· 4 
CaCl..., 

c. 

1·'.gC1
2 

H2o bidestilada 

Se esterilizan en autoclave (el CaC12y 

separadas) y una vez fríos se mezclan. 

Amortiguador Tris-salina-magnesio (TSM) 

T!'izr:a base 

Amortiguador barbital 0.033 ~, pH 8.6 

Colorante cristal violeta 

Cristal viole~:a (Eastr.-.an) 

Etanol 95% 

Formaldehido 37?~ (peso/peso) (Fisher) 

H~O hicestilada 
e'-

hmortiEuador AFS 

Arnorticuador AFS 0.01 M, pH 7.2 

Na
2

HP04 
J;aH

2
Po4•H

2
o 

1;ac1 

H20 destilada 

el 

8 gr. 

0.2 " 
1.15 " 
0.2 " 
0.1 11 

0.1 " 
1 lt. 

MgC1
2

en soluciones 

0.05 

0.15 

0.01 

1.46 

50 

300 

650 

" 

¿r. 

ml. 

" 
11 

1000 lt 

1.096 gr. 

6.315 11 

~~5 .. '11 

1> lt. 
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1 
RESULTADOS 

1 Esta secci6n esta dividida en cios partes, pri:~,ero se presenta una 

1 
co~paraci6n de dos cepas de rotavirus de distintas especies animales, 

que permite valorar la bondad de las t~cnicas e~pleadas y posteriorrr.en-

1 te se aplican estas t~cnieas a la coraparaci6n de distintos aielados del 

rotavirus de hu~ano cc~sigo mismos y con los dos rotavirus de animales. 

1 
COMPA2ACIOK DE LOS ROTAVIRUS DE ~ONO (SA-11) Y DE TSRNERO (NCDV) 

1 J: eu tralizac i 6n 

La nautralizaci6n de virus es la disminuci6n del titulo infeccioso 

1 de u~a suspe~sión de viriones cuando esta es expuesta a anticuerpos. 

1 ~os anticuerpos ~e~tralizantes puecien bloquear varios pasos del ci-

clo vital de los virus co~o son adsorci6n (38, 39), desnudamiento (40, 

1 41) o entrada (42) del virus a la c5lula hu,sped. 

Cl e~sa~o de neutrali~aci6n ~e hi:o incu~ando una suspensi6n de vi-

1 con diluciones seriadas del suero y rni¿iendo posterio~~s~te el e~~c 

1 
to citopltico ~ue los virus no ~eutralizados ~ro~ucen a c~lu:as en ~~1-

1 donde es muy clara la disminuci6n del efecto citopático al au~entar la 

co~c~ntración cel suero. 

1 ~l tí~~lo del suerc es la ca~or diluci6n del ~isc,o capaz de reducir 

1 
significativamente la infectividad de la preparaci6n. El Cuadro 1 mues-

tra los titules obtenidos en sist~~as hom6locos ~ heter6logos. 

1 La alta especificidad encontrada i~dica que los ant~genos de neutra 

li~aci6n de EA-11 y NCDV son diferóntes y que esta t~cnica nermite di~-

1 tinguir cla:rr:,¡;iente al r;,<:nos estas d~s cepas. 

1 
1 
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Figura 1 

Disminuci6n del e~ecto citop&tico de NCDV al ser neutralizado por 

anti-NC::JV 

SS SS 40 40 20 20 10 10 5 5 SF3 SFB 

Los n~meros indican el rec~rrocc x 10-
2 

de la ciiluci6n del s~~ro. 
es c:n c0nt::-ol es· 

' 
l 
· l 
. ! 

;_ 1 
= ¡ . i ¡ 

1 

1000 DICT (dosis ~nf~ccios~s r:;n ::;ultivc de _,_ . . . ) 
..t=:JlGOS NCDV t::n 50 •ü 

J 

1 hora 

uncubr..:das 

-:i·-ºc a ...; I • 

con .50 )11 de distintas diluciones del 

se hici~ron 8 dilucio~es 
• 1 l • . - ")0 1 . l . • ce as ffiezc. ns y Ee a~L1caron ~~ f- por cup_icano 

verticales de una plAca de microenoayo contenien¿o <;na rnonoc::.pa de 

c&lulas MA-104 confluentes en cada pozo. Despufs de 4 d!as de incu~a 

ci6n se ti~eron las c&l~las. La ausencia de tinci6n indica que hubo 

celular causado por la infecci6n viral. 
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Cuadro 1 

Neutralizaci6n cruzada ent~e SA-11 y NCDV 

suero 

anti SA-11 

anti NCDV 

SA-11 

8192 

8 

virus 

NCDV 

4 

1024 

Los números son los valores recíprocos del título 

neutralizante. 

Contrainmuhoelectroforesis (CIEF) 

La CIEF consiste en colocar el antígeno y los anticuerpos en dos p~ 

zas opuestos sobre una capa de gel de asarosa y aplicar una diferencia 

de potencial entre ambos puntos, eri condiciones en que antíceno y anti

cuerpo migren en direcciones opuestas y al encontrarse for~en una banda 

de precipitaci6n. Corno ambos componentes rnigran 6nicarnente en direccio-

nes opuestas, por esta t~cnica se obtiene una ~ayor sensibilidad que 

por la t~cnica de inmunodifusión, en la que ambos componentes migran en 

todas las direcciones del plano. 

La CIEF permite ade~!s_distinguir la reacci6n con-los virus pesados 

y livianos sin necesidad de hacer una separaci6n previa. La Figura 2 

muestra la diferencia observada al ensayar virus SA-11 con y sin capa 

externa, pr8via~ente separados en un cradiente de cloruro de cesio, y 

una mezcla de ambos. La doble banda obtenida con la mezcla corresponde 

a virus en los dos estados mencionados y no a virus y algún prer.ipitado 

proteico, ya que ambas se tiñen con bromuro de etidio (Figura 2, II). 

El bromuro de etidio se intercala entre pares de bases del ARN, y en es 

te estado flurece bajo la luz ultravioleta de 20 a 100 veces mas que en 

su forma libre (43). Este tipo de tinci6n para inmunoprecipitados vira-
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les es por lo menos tan sensible como la tinci6n con azul de Coomassie, 

con la ventaja de ser nas r~pida y específica. 

Figura 2 

A B e 

I - II 
,. 

Contrainmunoelectroforesis de SA-11 sin capa externa (A), con capa ex

tern~ (B) y de una mezcla de ambos (C) contra suero anti SA-11. Tinci6n 

con azul de Coomassie (I) y con bromuro de etidio (II). 

La base para la distinción entre los dos tipos de partículas vira-

les obtenida por CIEF pudo ser explorada por int~unoelectroforesis (IEF). 

~a fic~ra 3 ~uestra que el virus sin capa externa tiene una ~:ayor ffiovi-

lidad electroforética que el virus con capa externa, e indica que las 

distintas posiciones para cada forma por CIEF se deben a distintas novi 

lidades electrofor~ticas y no a una posible dif~rencia en la concentra-

ción de los anticuerpos que reaccionan con cada una de ellas. 

Figura 3 

suero anti RVH-770 
B 

suero anti SA-11 

A 

" suero anti RVH-770 

Inmunoelectroforesis de SA-11 sin capa externa (A) 

externa (B). Tinci6n con bromuro de etidio •. 

con capa 
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Las experiencias con SA-11 no pudieron repetirse en su totalidad 

con NCDV ya que hasta ahora solo se han obtenido en cultivo de c~lulas 

partículas de NCDV sin capa externa; por lo tanto solo se estudi6 la re 

lación antig~nica entre virus NCDV sin capa externa y virus SA-11 en 

los dos estados ~encionados. 

Corno muestra el cuadro 2, los titulas de ambos antisueros hacia las 

partículas sin capa externa de SA-11 y NCDV fueron iguales, indicando 

que los antigenos presentes en esta parte de los virus son muy pareci-

dos o id~nticos. Tratando de distinguir entre estas dos posibilidades, 

se deplet6 el suéro anti SA-11 de los anticuerpos contra NCDV, adsor-

biendo con un exceso de este filtimo y posteriorcente se prob6 por CIEF 

su capacidad para reaccionar con SA-11. Si el exceso de virus heter6lc-

go no es capaz de adsorber todos los anticuerpos, entonces se detecta 

una banda indicativa de que los virus no son id~nticos. La Figura 4 

muestra que no fu& posible distinguir una reacci6n con el suero pread-

sorbido, indicando que existe hasta el nivel de sensibilidad de esta 

t~cnica, una relaci6n ant~s~nica de identidad en las proteínas expues-

tas por las partículas sin capa externa (resistentes a EDTA). 

Cuadro 2 

Reacci6n cruzada por CIEF entre virus SA-11 con y sin capa externa y 

virus NCDV sin capa externa 

suero 

anti SA-11 

anti NCDV 

SA-11 
sin capa externa 

512 
256 

virus 

NCDV 
sin capa externa 

512 
256 

-----···-·----------------

SA-11 
con capa externa 

512 
8 

Los n6meros son los valores reciprocas del título de los antisueros. 
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Sin embargo, se observa una diferencia notable al emplear virus con 

capa externa; el titulo del suero anti NCDV es mucho menor contra SA-11 

con capa externa que el titulo del suero hoffi6loso (Cuadro 2), indicando 

a diferencia de lo que ocurre en la parte interna de los virus, que hay 

una gran diferencia antic~nica en la capa externa. 

anti SA-11 

Figura 4 

A 

anti SA-11 
preadsorbido 

A B B 

SA-11 NCDV NCDV SA-11 SA-11 NC~V 

Reacción por CIEF de suero anti SA-11 preadsorbido 

con NCDV (A) o con SA-11 (B) contra virus SA-11 o NCDV 
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COMPARACION DE DISTINTAS CEPAS DEL ROTAVIRUS DE HUEANO CON ROTAVIRUS 

DE ANIMALES 

Neutralizaci6n 

Los ensayos de neutralización estuvieron limitados a determinar el 

efecto de los antisueros contra virus de humanos sobre SA-11 y NCDV, ya 

que afin no es posible medir la infectividad de los rotavirus de hu~ano 

en cultivo de células en forma reproducible. Se utilizáron los sueros 

hiperinffiunes producidos contra dos rotavirus de hu~ano con capa externa 

y distintos en el patrón electroforético de sus ácidos nucleicos (RVH 

tipo 2L y RVH tipo 2S) y 5 sueros de niños convalecientes de gastroen-

teritis por rotavirus. 

El Cuadro 3 ~uestra los titulas neutralizantes y los cocientes de 

estos títulos con respecto a los que se obtuvieron por CIEF contra el 

~ismo virus sin capa externa, estos cocientes rermiten ponderar por las 

diferencias en la calidad de los sueros. Aparentemente hay actividad 

neutralizante sienificativa de ambos suero contra NCDV. Considerando 

el modelo de neutralización através del bloqueo de los receptores que 

permiten la adsorción virus-célula, un erado de neutralización muy bajo 

como el que se indica contra el virus SA-11 (Cuadro 3) se considera nu

lo porque puede ser motivarlo por un mecanismo distinto (por ejemplo la 

unión de los anticuerpos a un sitio adyacente al "antígeno de neutrali

zación" y bloqueo por impedimento estérico). Dos de los sueros de niños 

convalecientes fueron capaces de neutralizar a SA-11 reduciendo su in

fectividad en más de un 90% a una dilución de 1:64. Estos sueros mostra 

ron un titulo de 1:8 contra rotavirus sin capa externa, por lo que el 

grado de neutralización sobre SA-11 se considera significativo. 

~stos resultados sugieren que-algunas cepas de rotavirus de humano 
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cruzan con SA-11 o NCDV en el antíceno de neutralizaci6n. 

Cuadro 3 

Neutralizaci6n de SA-11 y NCDV por suero hiperinmune contra dos tipos 

de rotavirus de hu~ano 

virus 
tipo de 

RVH suero hiperinmune SA-11 NCDV 

2S anti RVH-1383 4 (1/8) 32 ( 1/1) 

2L anti RVH-3222 8 C-1/16) 256 ( 1/1) 

Los números enteros son los valores recíprocos del título neutralizan 

te y las fracciones (f) son el cociente de el reciproco del título 

neutralizante entre el recíproco del título por CIEF contra el mismo 

virus sin capa externa: recíproco del tfulo neutralizante 
f = 

recíproco del título por CI.EF 

Contrain~unoelectroforesis (CIEF) 

La relación antigénica en las proteínas de la capa interna entre ro 

tavirus de humano y de animales se estudió por CIEF utilizando virus 

desprovistos de su capa externa y distintos sueros hiperinmunes. El Cüa 

dro 4 muestra que no hay diferencia significativa en los títulos de los 

diversos antisueros contra virus hom6logos o heter6logos, e indica que 

los antígenos internos de los rotavirus tanto de humano como de anima-

les, son muy parecidos entre si. 

La comparación antig~nica en la capa externa también se hizo por 

CIEF, utilizando el virus SA-11 completo ya descrito y dos aislados de 

rotavirus de humano tipos 2L y 2S, ambos con capa externa de acuerdo a 

sus densidades boyantes en CsCl y por su apariencia. al microscopio elec 

tr6n1co. El Cuadro 5 muestra los resultados obtenidos. 
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Cuadro 4 
Reacci6n cruzada por CIEF en los antigenos de la capa interna de un 

rotavirus de humano y dos rotavirus de animales 

virus (sin capa externa) 

suero SA-11 NCDV RVE-770 

anti SA-11 512 512 256 

anti J~CDV 256 256 
anti RVH-1383 32 32 16 

anti RVH-3222 128 256 

Los números son los valores recíprocos del título de los antisueros 

Cuadro 5 
Reacci6n cru~ada por CIEF en los antígenos de la capa externa 

virus (con ~apa ~xt~rna) 
orit;en 

del suero SA-11 HV~-1383 :rnrtl-3222 

h i peri n:;:ur:.e anti SA-11 512 <. 2 ¿_ 2 
11 anti NCDV 8 <:.2 <2 

11 anti RVH-1383 < 2 <2 .t:.2 

11 anti RVH-3222 <2 ~2 

" anti RVH-770 <2 

:nf. natural anti HVH-121359 16 

" anti RVH-152017 4 

Los números son los valores recíprocos del título de los antisueros 

A diferencia de lo observado con los antígenos internos, el suero 

hom6logo reacciona a alto titulo con SA-11 con capa externa, mientras 

que los sueros heter6logos reaccionan con un título mucho menor. 

Los sueros hiperinmunes anti-rotavirus de humano no.reaccionaron 

contra los propios rotavirus de humano con capa externa~ sin embargo la 

situación etf estos casos parecfé''c_:ompr:i:cit~ecpdr'oéºl:'o'S1ácctriF~s-,- ya que 
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aunque se observ6 una banda con estos sueros contra los virus hom6logos 

con capa externa (los mismos que se utilizaron como antígeno) 1 la inten 

sidad de esta no correspondía a la cantidad de virus utiliLJado y a dif~ 

rencia de lo observado con SA-11, migr6 igual que la banda obtenida con 

tra los mismos virus sin capa externa. La banda que producen estos vi-

rus contra el virus hom6logo con capa externa parece deberse en reali-

dad a la presencia de partículas sin capa externa en la preparaci6n, ya 

que al tratar el virus completo con EDTA que elimina la capa externa, 

se aumenta la intensidad de la banda (Figura 5). 

RVli-3222 

A B C 

anti RVH-3222 

Figura 5 

D A 

?.VH-1383 

B D 

anti RYH-1383 

e 

Contrainmunoelectroforeis de HVH-13E3 y RV3-3222 sin capa externa (A), 

con capa exte~na (B), una mezcla de ambos (C) y sin capa externa incu

bado con EDTA (D) contra los sueros hom6logos respectivos. Tinci6n con 

bromuro de etidio. 

La posibilidad de que la ausencia de reacci6n se debiera a la pre-

sencia de anticuerpos cubriendo al virus con capa externa, descrita por 

otros autores (44), se explor6 por CIEF. Sin emb&rgo, la anti IgG huma

na (Miles, producida en cabra) utilizada, además de reaccionar con los 

virus de humano reaccion6 con SA-11 liviano y pesado (Figura 6) obteni

do en cultivo de c~lulas y por lo tanto sin anticuerpos. Es probable 

que este suero contuviera anticuerpos contra rotavirus debido a una in-
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Figura 6 

RVH-1383 

A B 

SA-11 

A B 

Contrainmunoelectroforesis de rotavirus sin capa externa (A) y con 

capa externa (B) contra anti IgG humana producida en cabra. 

Como también es posible observar los anticuerpos cubriendo a los ro - -
tavirus por microscopía electr6nica (44), se revisaron las preparacio-

nes de virus en cuesti6n. Se observaron :proyecciones o "puentes" entre 

los virus, que sugieren la presencia de anticuerpos (Figura 7). 

La presencia de anticuerpos cubriendo las partículas virales compl~ 

tas podría ser respons~ble de que se produjeran rr.uy pocos anticuerpos 

contra la capa ~xterna en los sueros hiperinmunes, o de que los virus 

completos no reaccionen con los anticuerpos por tener cubiertos los si-

tios de interacci6n. Cualquiera de los dos casos hace que no se observe 

la reacci6n por CIEF de estas partículas con los sueros hom6logos o he-

ter6logos. 

En cambio, dos sueros de niños convalecientes de gastroenteritis 

causada por rota virus t. seleccionados p;~~~'~,feni~l'l. un al to título con._ 

tra rotavirus sin capa externa~ si'reac~Jon,afoncon SA-11 con capa ex• 

terna, indicando de este modo que SA-11 y algún rotavirus de humano cr.!! 

zan en 106 antígenos de Ta. capa exfernél~ 
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Resumiendo, la reacci6n que los diversos sueros presentan contra 

SA-11 parece indicar que este virus está relacionado antig~nicamente en 

la capa externa con el rotavirus de hu~ano y NCDV, aunque el titulo de 

la reacci6n es muy inferior al que se da en la capa interna. 

Fir;ura 7 
···---·-··-- ... 

l 

L. 
Electro-micrografía de RVH-3222 con capa externa. Las flechas sefialan 

proyecciones o "puentes" que pueden ser anticuerpos. 
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1 
1 

D I S C U S I O N 

Los resultados obtenidos indican que existe un alto grado de reacci6n 

1 cruzada entre los antígenos de la capa interna y una escasa similaridad 

antis~nica en la capa externa de los rotavirus. 

1 La alta reacci6n cruza¿a encontrada entre los ant1genos internos de 

1 
los distintos rotavirus usados, esta de acuerdo con las observaciones ob 

tenidas por IME (26). Utilizando la misma t~cnica con sueros de niños o 

1 animales convalecientes se ta encontrado reacci6n cru~a~a entre los an:1 

genes de la capa externa de rotavirus de distintas esfecies, sin embargo 

1 en algunos casos esta se detecta en un solo sentido (es decir, de un par 

1 
de virus de disticto origen y sus antisueros ~espectivos, solo uno de 

los antisueros reacciona con el virus hete~ólogo), y en un caso con re-

1 tavirus de ratón (26) no se detectó reacción cr~za¿a. Con sueros hiper-

se ent~a los ant~cenos de 

1 capa externa en ningún caso {29), sugiriendo que hay una diferencia cua 

litativa entre los sueros hiperinmunes y de convalecientes. Esta incaFa-

1 cidad para detectar raacci6n cruzada con sueros hiperin~~nes p~a~e ~e~er 

1 
se a que se usan rotavirus aislados de heces que han perdido su capa ex-

terna, come encontramos en nuestros aislados del rotavirus de ~umano. 

1 La di ferenc :i. a r!ue se encuentra al usar 1 os dos tipos de sueros, ta.!!: 

bién podr{a deberse a una diferencia cualitativa en las respuestas inDu-

1 nes de animales infectados o inmunizados ~·or vía parenteral. Por los re-

1 
sultados de Yoll:en et al. (28) que es capaz de distinguir por ELISA ~ntre 

rotavirus que infectan a distintos animales atrav6s de sueros de convale 

1 cientes, pero no atrav6s de sueros hiperinmunes, parece ser que en estos 

últimos se producen preferencialmente anticuerpos contra determinantes 

1 comunes de los distintos rotavirus. 

1 
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La capacidad neutralizante que mostraron algunos sueron anti-rotavi 

rus de humanos convalecientes sobre SA-11 o NCDV, sugiere que hay reac

ci6n cruzada en el "antígeno de neutrali:::.aci6n 11 • Esta es una observa

ci6n importante que indica la posible existencia de protecci6n cru:::.ada 

con rotavirus de distintas especies y permite considerar el uso de vi-. 

rus heter6logos en la estrategia para el desarrollo de una vacu~a. La 

explicación de las diferencias observadas entre sueros hiperinmunes y 

de convalecientes en su capacidad neutralizante sobre SA-11 y NCDV (e~

te trabajo) y en la capacidad para inhibir la hemaglutinación con virus 

NCDV (33), es importante para definir inequivocamente la relaci6n anti

génica entre rotavirus de distintas especies. 

La separaci6n de rotavirus con y sin capa exte~r.a que se lobra por 

IEF y CIEF, acoplada a una tinción con bromuro de etidio que permite 

distinguir a precipitados de vi~us de a~uellos de nat~~aleza proteica, 

resulta conveniente para distinguir la reacci6n de ant!cenos internos y 

externos sin necesidad de hacer una separación previa de estos dos ti-

pos. Esta tfcnica parece adecuada para la serotipificaci5n de rotavir~s 

en base a la especificidad que se observa en los ant~Eenos externos. 

Con esta metodologia se observ6 que algunos antis11eros solo reaccionan 

con SA-11 sin capa externa, lo que indica que en las ~artícul~s virales 

completas los antígenos internos no están disponibles para reaccionar 

con anticuerpos. Esta propiedad ha sido observada para otros rotavirus 

(32) atrav~s de IME. 

Los dos aislados de.rotavirus de humano que se utilizaron, con die

tinto patr6n electrofor&tico de los Acidcs nucleicos, no pudieron ser 

distinguidos por las propiedades antig~nicas que se estudiaron. Sin em

bargo con estos virus no se pudo estudiar la reacci6n contra ant!geno3 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

- 27 -

de la capa externa, porque no se observ6 en la CIEF precipitaci6n del 

virus con capa externa al probarlo contra el antisuero inducido por es

tos mismos virus. Esto podría debérse a que los dos aislados de rotavi

rus livianos de hu~ano, obtenidos de heces, no provocaron una respuesta 

inrrune detectable contra los antígenos de la capa externa, o los virus 

rw reacc:i.o::.a:.:.·on "in vi tro" con los antic·.;erpos p:r-ociucidos. La ausencia 

de reacci6n "in vi tro 11 :podría deberse a la pres ene ia de anticuerpos en 

la capa externa de estos rotavirus, sugerida por la observación al mi

cro~copio electrónico. 

La causa de la obtenci6n de NCDV cultivado "in vitro" sin capa ex

terna po~r~a ser que se utiliz6 un huésped distinto al que han empleado 

otros autores. 
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