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R INTRODUCCTION
1.~ Descubrimiento y clasificacibn de los rotavirus

En 1973 Bishop et al. (1) en Melbourne, Australia encontraron partf
culas similares a los reovirus y orbivirus en biopsiaé de células epite
liales de la mucosa duodernal de nifios en la fase sinton&tica de gastro-
enteritis ¥ los clasificaron itentativamente como orbivirus.

A partir de entonces se ha descrito en muchas partes del mundo, la
presencia de partfculas idénticas a las observadas por Bishop et al. en
heces de un alio porcentaje de nifios con gasiroenteritis (2-10) y en he
ces de termeros (11), ratones (12), lechones (13), caballos (14), corde
ros (15) y conejos (16) con gastroenteritis. Previanmenie se habfan ais
lado virus morfoldgicamente idénticos de un lavado rectal de mono (vi-
rus SA-11) y de lavados intestinales de bovino y ovino (agente "0O'),
pero no hatfan sido relaciocnados con diarrea en estos animales.

Estos virus para guienes ha sido propuesto por Flewett et al. (17)
el nombre de rotavirus (del Lat{n rota = rueda) por la semejanza que
rresentan con una rueda de carreta al ser vistos al microscopio elec-
trdnico, son distintos morfolégicamente y serolégicanmente de los reovi-

rus y orbivirus, por lo gque se justifica su inclusibn en un pénero sepa

rado dentro de la familia Reoviridae.

2.- Morfologia

Los rotavirus consisteh de un "coré"‘de aproximadamente 40 nm de
difmetro, en forma de un’ 1cosahedro que contiene a los éc1dos nucleicos
del virus en asociacién con proteinas- este '"core'" estd rodeado por una
chpside interna que pfesenta una linea basal de la que radfian proyeccio

nes hacia la periferia que semejan los rayos de una rueda y dan a las



partfculas un di&metro de 65 nm (13). Sobre estos capsbmeros internos
se encuentra una segunda clpside semejante a un anillo finamente defini
do, liso (sin proyecciones) y con un ancho de 4-~5 nm, por lo gue las
partfculas completas tienmen un diédretro de 75 rm (18).

La cépside o capa externa se pierde frecuenterente de tal manera
que los rotavirus aislados de heces contienen mezclas de partfculas con
¥ sin la capa externa, o muchas veces solo particulas sin la capa exter
na. Los dos tipos de particulas son separables por sus densidades boyan
tes al centrifugar a equilibrio en un gradiente de cloruro de cesio (19).

n
Las particulas sin capa externa ("pesadas', e = 1.38 - 1.39 gr/cm”) son

2
ras densas gue las partfculas completas (Ylivianzs", p = 1.36 zr/cm”);

by

sin embzrgo, la separacidn no es siempre completa y se pueden encontrar
rartfculas gue perdieron solo una rarte de la capa externa, Jjunto a las

)
200G .

particulas pe

n

3.=- Composicidn de polipéptidos

El rotavirus de humano esta compuesto al menos de 8 polipéptidos
con vesos moleculares entre 271 000 y 127 000 (20), tres de los cuales
corresponden a la capa externa, Los rotavirus de bovino y de mono
(8A-11) presentan 9 poliypéptidos con pesos moleculares entre 14 500 y
131 000 para el primero y erntre 14 000 y 133 000 para SA-11 (20), y en

ambos casos 4 polipéptides corresponden a la capa externa. Estos tres

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

péptidos.

4.~ Composicibdn del genoma

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

! 11 segmentos de &cido ribonucleico de cadena doble (21), separables por



electroforesis en gel de acrilamida. Los patrones electroforéticos gue
resultan son distintos y permiten diferenciar a los rotavirus de distin
tas especies. Se han encontrado también variaciones en los genormas de
rotavirus aislados de una sola especie (10, 22, £3) y estas variaciones
permiten clasificar a los diferentes aislados como pertenecientes a dis
tintos "tipos',

Se han descrito dos tipos del rotavirus de humano que difieren prin
cipalments en el psso molecular del segmento nfimero 2 (10), por lo gue
han sido llamados tipo 2L (L de large = grande) y tipo 2S (S de small =

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

una sola especie dzn lugar a diferencias &n

r

ca de lzs yvrotefinzs estructurales del virus (EZzprejo, P., comunicacién
personal), pero afin no se ha demosirado gue Zen lugar a una difersncia

niicénica,

W

5.- Crecimiento de rotavirus en cultivo de células

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
el rotavirus de hurano (RVH).

En encayos de infectividad de rotavirus de ternerorsobre ¢células en
cultivo, =e observd gue la razbn de infectividad por »a rticula es 1000
veces mayor para particulas completas que para aguellas sin capa exter-

na (19)r

6.4,Diférencias serolégicasyénﬁré7lésfdiStintbs'rdtavirus

Los rotavzrus que 1nfectan a dlveruas espe01es se han estudlado

dtravés de varias pruebas seroléglcas (flgaclbn de complemento (FC)

contralnmunoelectroforeuls (LIEF), 1nh1b1c16n de la hcmaglutlnaclén
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(I8A), neutralizacibn (NT), inrunoensayo acoplado a una reaccibn enzi-
mhtica (ELISA) e inmuno-microscopfa electrbnica (IVFE). Con algunas ce e
llas (FC, CIEF, ELISA) se ha trabajado con un antf{geno no caracterizado
con respecto a st coxposicibn de virus livianos y pezados.
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La diferencia artigénica rarece deberse principal a la capa e
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ciones no son muy claras; los &ntfigenos de la
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as observ
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terna, perc
cfpside interna son muy similares y no ha sido posible distinguir por
I¥E (26) enire los ant i -2nos interncs de los rotavirus provenientes de
distintas especies, sin embargo, en nusstro laboratorio se han observa-
do diferencias entre los rotavirus SA-11 y NCDV en la migracibn electro

& side interna (datos no publicados)

éptidos de
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forética de dos polip

r a diferencias serolbgicas. Zissis et al. ha encon
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cue podrian dar lugzg
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ado dos serotipos de rotavirus por FC (27), v observa que puede dis-

cuir estos uiilirzando viruc sin capa exierna (comunicacién personal),
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por lo gque la diferencia podrfa también radicar en los antfigenos inter-

nes.

tos hallasz

n

Debido a e cs, en el presente trabajo se hizo una conmpa-~

g
racidn serolbgica por CIXF, de los antigenos internoz de dos rotavirus

de animales y variocs aislados de rotavirus de humano.

Yolker et al. (28) ha diferenciado a los rotavirus gue infectan a

deganimales

distintas especies por la distinta capacidadrdé 16é”éﬁ€£cs

convalec1entes de infeccibn con dlstlntos rotav1rus) para blocuear la
reacczén anticuerpo- antigeno (rotavirus) medida por ELISA; sin embargo,
se usa un antigeno crudo (filtrado o suSpensién de heces) del cual no
se sabe su composicibn con respecto a virus con y sin la capa externa,
por lo gue no es pos:ble concluir através de sus cypernmento en que

rte del virus radica la dlfern01a.
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Los antfgenos de la capa externa muestiran reaccibn crucada por INE
entre los rotavirus gue infectan a distintas especies, aunque se hLan ob
servado algunas excepciones (26, 29).

Los antigencs de neutralizacidn (30) y hemaglutinacibn (31), ubica-

dos §osiblemente en la cazpa externa, son cespecificos entre los rotavi-
rus cue irnfecian a diversas especies, pero con algunzs esxcepcoiones,
puies se ha encorirado gue algunos sueros anti-rotavirus de humano cru-
zan con HCDV por RT (32) v por Inﬂ. (33) ﬂ

Para decidif sif' 8tos asos (32 33) son en realidad eycnﬁcibges,

se hizo en el presenue t”a0a10 una comaara016n de los antfgenos de la

.de hupano .yv. dos .rota-

e
far
ted
2
(1)
"
ct
11
]
]
[\
()]
=]
i
“
(]
=]
j\]
b
e
Q
12
o
e
n
|
1y
2
Q
i
£
]
'._J
H
[s]
rt
0
2]
I
H
©
m

virus de =nimzles (SA-11 ¥ NCDV) npor las técnicas de CIiF y KT

Se nan encontrado dos cepas de rotavirus de hunano por FC (27), &4

ror KT (34) y dos por ELISA (33), pero no se sabe si las cepas encon-
tradas por alguna de estas técricas correlaciona con alguno de los ti-
708 distinguidos por el patrbn de &cidos nucleicos.

En el pressnte tratajo se utilizaron dos aislades de rotavirus de

’
!

hurmano de distinto tipo (2L v 28) para saber si esta caracierfisti

O

A CC-

rrelaciona con alguna de las propiedades antigénicas gue se zidieron.




MATERIAL Y KETODOS

1,- Cul ivo. de células

Se ut111z6 la linea EA 10# de célu‘as de rlnFn de mono, obtennaa

del Dr; q, H Lalherbe de 1a Universidad de San Antonlo, Texas.

. 4m0 . . . .
Las céTulas fueron crecid & 37 °C y bajo 5% Ze COZ’ en ¥edio Mini-
7o Escencial de Eagle,(MEM) con 250 UI/ml de penicilina, 50 pg/ml de cg

treptomicina y 1@% de suero fetal de bovino (S¥B).
Para los ehsaV§s de neutrallgac16n se s=mbraron sob;e placas de mi-
c“otltula016n (hux de 96 vouos de‘?ondo plano) aproximadamente 2 X 10
célulaS‘en O.2'ml;}de mediO'por pozo, se incubaron hasta confluencia,
se lavd dos veces cdn amortiguador fosfatos-salina (AFS) y se puso MEM
gin suero . LEn 2stas condiciores las células estén listas

o1

m

Tect

;]

*

Para la produccibn de virus Si-11 se utilizd MEM sin suero y mera

.

Py

la produccibn de virus NCDV se utilizd MEZIM sin suero conteniendo 1 J&

de tripsina por ml.

El rotavirus SA-11 (Simian Agent 11) aislado en Sudiéfrica de un la-
vado rectal de mono ¥ acaphaco a cultnvo de c8lulas, fué obienido del

an Lntonio Texas. Bl rotavirus

L2

Dr. B. H. Malherbe de la Universidad de
NCDV (NebrasYa Calf Dlarrhea Vlrus) aislado en Nebraska U. S. A. de he-
cesrde‘una ternura ‘con dlarrma y adaptado a cultivo de célulaéfiiﬁé ob~
tenido del Dr. R. Spenlove, Utah State University. | |

e aroduaeron ambos virus infectando células FMA- 104 con 150 DICT

n

(dosis infecciosas en cultivo de tejidos) por cm2~detcélulaschnfluen—

tes, Cuando las c&lulas mostraban aproximzdamente 75% de efecto citopk-

tico, es decir, cuando se estimaba al observar al microscopio gue el
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75% de l&s cflulas se habian desprencdido,. se terminaba-el procsso desw-

rrendiendo r.zcénicamsnie las células gue afin estaban adheridas y con la

suzrensibn de virus asi obienidos se hicieron los enszayos de neutrali-
. #

cacidnp.

2.~ FPurificacibn de virus

sidn de heces al 10% en amor

fluoroetano (Fredn) vol/vol, agiiada dufante 10fminuios‘v cent ifugada

cdurante 20 minuteos a 10 000 x g; al SOD"EW dante oo;eqﬁdo se le aZadibd
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posiio se resuspendié en 3.5‘m1 de amortigua-
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lvego mezclzda con una seolueibn de C=C1 (Q

.

reajustd zfadiendo graros de CsCl o solucidn amortiguadora (TSN) hasta

\

el Iindice de refraccifn correspondiente a un

0

ée 1.37. Se cenirifugd a

[ - x -~ ~e . . . -
450 000 % g durante 18 horas y al finalizar se recogizron de 25 a 30

»

fracciones y aquellas conteniendo los virus se dializaron contra TSM.

-

Del virus SA-11 se obtuviercon dos bandas con densidades de 1.36 y

1.29, que vistas al microscopio elecirbdnico corresronden a virus con Yy
sin la capa externa, respectivamente. Del virus NCDV se obtuvo solo una

banda con una censidad de 1.39, compusczta por particulas sin capa exter

N2Ae
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Los rotavirus.de-humano (RVH).

fuveron aislados de -heces. de nifice con
diarrea internzdos en el Pospital de Pediatrfa del IMES ern laz Ciudad de

México. A los distintos aislados se les asignb el nlimero del expediente

cue tenfan lcs nifios hospitalizados. Se utilizaron 3 aislados;del RVH,
en uno (RVE-770) se e¢ncontrarcn solo ;a?tfcﬁlesvvii3195f54hj*'oa ‘exter-

nz v n 108 oLtros sSe cnoontraron y;rt'C'*as de’amn 5 tlnos (RVE-13u3 ¥

(¥

Y

EVE-3222).

L,~ Syeros

Los sueros hiperinmunes contra SA-11 y RVE=77

nejos. Se inoculd intradérmicamente una mezcla de virus con adjuvante
de und (F les) por %res vecazs consecutivas a intervalos de cuatro
s2nanzs para S4-11 ¥ de una sewmana para EVE-?770,. Para la primera inocu-

djuvante completo Y';ara*las dos suvsi

Zzcién se utilizé =z cuientes adju-

jag
o
W
w
w
&
o
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5 e la (ltima ipzunicaci

(S 5
iy

vants inconpleto. Una =zemzna £o3pu
Los susros hiverinmunes contra RVHE=1383 y RVE- 39 2 se obtuv1nron
tarbién en consjos, inocrlando virus purificzdo ( ensidad = 1.375) coz-

puesto de particulas completas al microscopio electrbdnico. El‘prptocolo

22

e inrunizacibén fué igual al del suero anti SA-11 excepto que se dib un

olo Ty

t‘o
1]
.5
O
.

“

£l suero hiperinmune contra NCDV producido en conejo nos fué propor

ciopado por el Dr. R. Spenlove, Utah State University.
£l suero contra inmunoglobulina G hurana producido en cabra, fué ob

tenido de Miles Co.

5.~ Microscopia Elecirénica

La microscopis -lectrénmca ot hecha'sébfe”rejfliaé*cubiertas”de



..

carvbn sobre una capa de rarlodibn, Inume

S -y bop Y L3NS .
Ciatamente antes de2 utilizar

$te
b

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

olo la ca

4]

tro huredscido con atetato de amilo, para de va de carbbn.

[¢]
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ar
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Posteriormente las rejillas se ionizaron por medio de descargas eléeciri

czs y se les puso una gota de la suspensifén de virus, un minuto despuls
sz ratirxd =1 exceso y se ti8d durznie un minuto con uza poita de Acido

el
g
~J

Tusfotfrzstico al 1%,

La observacibn se

H
R
oW

(XY

iz6 en un microscopio JEOL 100-B.
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.~ Contrainmunoelectroforesis (C IBF)

La CIEF fué realizada en geles de agarcsa hechos sobre placas de vi
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Para determinar identidad antigénica por CIZF enire dos rotavirus

1) Se eligieron las diluciones méximas, tanto de antisuero como 4ok

I virus homblego correspondiente, aue produjeran una b:w.aa claremante 22—
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2) Se deternind la cantidad de virus necesaria para secuesirar por
completo los anticuerpos cel suero homdlogo, para luego uwtilizar un

exceso (el doble) de esta cantidad. Fl procedimiento consistibé en difur

fote
ko]
4]

di 1 virus durante 1 hora en el pozo 2el antisvero para formar un ha-

lo gue adsorbe los anticusrpos si se hace enseguida la CIEF en la forma

Una vez estandarizadas las cantidades, se adsorbieron los sueros

con virus heterblogo y se ensayd su capacidad para reaccionar con el

virus héméldgo.

Fara-fotografiar la tincibn con b*omuro de etidio se utiliz6 pelfcn
la Fodak LSA 400 y pelfcula Yodak LS4 32 para foilografiar la iincifn de

azul ce Coonassie.

7.- Insunoelectroforesis (IZF)
_Se hizo sobre geles hechos en placas de vidrio de 14 X 7 ¢m-con 25

rl de agarosa al 1% en anortiguzd
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metro ¥y con canales para antisusro a arbos lados.

i

de 3 mm de 4i

La electroforesis se corribd a 12 -4 por el durante 5 horas. El la-
vado ¥y la tincién se hizo igual gue para la deg.
o= Xeuiralisacibn de SA=11 y KGDV

El svero utilizado para la neutraliczacidn fué previamente {tratado =z

crOn . D . -
56°C cdurante 30 mwinutos. Se hiciercn dilucicnes serisdas 1:2 (100 pl +
100 pl) del suero en MEN sin SF3 sobre placas de microtitulacibn (Lux,

¢% pozos), y 50 vl de cada ¢ilucidn fueron mezclados con un volumen i-

hk'
i

gual de una suspensibén de virus conteniendo § x 10” DICT (dosis infec--

cicsas en-cultivo de tejidos). Se incluyeron comno controles mezclas de



virus y MEM y mezclas. de virus con dilvcienes de 3¥B _inactivado en MEM,

Cespuls de incubar el fuero + viruvs durante 1 hora a 37 C, s=2 hicieron

jdo
20

dilve e las mezclas sobre placas de

7]

onss seriadas 1:#7(50 P1"+ 150 pl)d

ISE
]

microtitulacién con células confluentes. medio para hacer las dilu-~
cicres fud sismpre MEM sin SFE.

&€

S

T.zs placas se incubaron a 37 ¢ duraate b dfzs y se ocuservaron sa un

ricroscopio invertiido para determinar cuales pozos presentaban efecto

-~ Las células infectadas con rotavirus pressntan cambios progresivos

en su apariencia al microscopio: se vuelven refrinzentes, redondeadas y

mente se desprenden, -siendo esto f1ltimo indicafivo de musrie c2lu-

ral. Se conszideraron positivoes los pozos en que las c¢fluvlas comznnaban

ilusizrz-

ara hacer unz2 observacibn macroschbricz (so0lo con Tines 4

r
[

cibn, Figura 1) se hizo tincibn con cristal violeta (37) duraznte 20 zi-

nutos, se guitd el exceso de colorante con agua corriente y se fotogra-

£

s
w

5 1la plzca.
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tmortigusdor fosfatos-salina (AFS) -

RaCl 8

KCL1 0.2

NaHPO, 1,15
KE,?0, 0.2

Ca012 Co
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dividida en dos partes, primero se pres enta nna

epas -de rotavirus de distintas especies anhmzle

la bondad de las técnicas ex 1eadas‘y posteriormen-

t&cnicas a la comparacibn de distintos aislados del
censipo mismos ¥ con los dos rotavirus de animales,

CCMPARACIOK DE LOS ROTAVIRUS DE KONO (qﬁ 11 ) Y DE TCRNERO (NCDV)

Leutralizaciln
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Cuadro 1

Neutralizacibén cruzacda entre SA-11 y NCDV

virus
suero SA-11 NCDV
anti SA-11 8192 4
anti NCDV 8 1024

Los nfimeros son los valores recfiprocos del tftulo .- . .

neutralizante.

Contrainmuncelectroforesis (CIEF)

La CIEF consiste en colocar el antfgeno y los anticuerpos en dos po
zos opuestos sobre una capa de gel de agarocsa y aplicar una diferencia
de potencial entre ambos puntos, en condiciones en que antigeno y anti-

cuerpo migren en direcciones opuestas y al encontrarse formen una banda

e

de precipitacidn. Como ambos componentes migran finicamente en direccio-
nes opuestas, por esta técnica se obtiene una rayor sensibilidad gue
por la técnica de inmunodifusibdn, en la que ambos componenies migran en
todas las direcciones del plano.

La CIEF permite adem&s distinguir la reaccién con-los virus pesados
¥y livianos sin necesidad de hacer una separacibn previa. La Figura 2
muestra la diferencia observada al ensayar virus SA-11 con y sin capa
externa, previamente separados en un gradiente de cloruro de cesio, ¥y
una mezcla de ambos. La doble banda obtenida con la mezecla corresponde
a virus en los dos estados mencionados y no a virus y algln precipitado
protefco, ya que ambas se tifien con bromgro de etidio (Figura 2, 1I).
El bromuro de etidio se intercala entre pares de bases del ARN, y en e5

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

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

con la ventzja de ser mas r&pida y especifica.

Figura 2

{
((

1T

Contrainmunoelectroforesis de SA-11 sin capa externa (A), con capa ex-
terna (B) y de una mezcla de ambos (C) contra suero anti SA-11. Tincibn

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

-

La bzse para la distincidn entre los dos tipos de partfculas vira-
les obtenida por CIEF pudo ser explorada por inmunoelectroforesis (IEF).

La figura 3 muestra que el virus sin capa externa tiene una mayor movi-

lidad electrofor&tica que el virus con capa externa, e indica que las

o N

istintas posiciones para cada forma por CIEF se deben a distintas movi

1

dad

e
@

s eleciroforéticas y no a una posible diferencia en la concentira-

cibén de los anticuerpos que reaccionan con cada una de ellase.

suero anti RVH-770

suero anti SA-51‘

suero anti RVH&??OQ";

Inmunoelectroforesis de SA-11 sin capa externa_(A)?yJSA;ﬁﬁ;céhfégﬁa

externa (B). Tincidn con bromuro de etidioe
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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 células
partfculas de NCDV sin capa externa; por lo tanto solo se estudid la re
lacibén antigénica entre virus NCDV sin capa externa y virus SA-11 en

docse

o

los dos estados mencion
Como muestra el cuadro 2, los tfiulos de ambos antisusros hacia las
partfculas sin capa externa de SA-11 y NCDV fueron iguales, indicando
que los antigenos vresentes en esta parte de los virus son muy pareci-
dos o idénticos. Tratando de distinguir entre estas dos posibilidades,
se depletd el suero anti SA-11 de los anticuerpos contra NCDV, adsor-
biendo con un 2xceso de este (ltimo y postericrmente se probd por CIEF
su capacidad para reaccionar con SA-11,., Si el exceso de virus heterblc-
go no es capaz de adsorber todos los anticuerpos, entonces se detecta
una tanda indicativa de que los virus no son id&nticos. la Figura &
muestra gue no fué posible distinguir una reaccibn con el suero pread-
sorbido, indicando que existe hasta el nivel de sensibilidad de esta
tfcnica, una relacidn antigfénica de identidad en las protefnas expues-

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

Cuadro 2

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

virus NCDV sin capa externa

§]

virus
SA-11 NCDV SA-11
suero sin capa externa sin capa externa con capa externa
anti SA-11 512 512 512
anti NCDV 256 256 ' 8

Los nGmeros son los valores reciprocos del titulo de los antisueros.




Sin embargo, se observa una diferencia notable al emplear virus con
capa externa; el tftulo del suero anti NCDV es mucho menor contra SA~-11
con capa externa que el tftulo del suero homdlego (Cuadro 2), indicando
a diferencia de lo gue ocurre en la parte interna de los virus, que hay

una gran diferencia antigénica en la capa externa.

Figura L

anti SA-11
anti SA-11 preadsorbido

'SA-11 NCDV NCDV SA-11 SA-11

Reaccidn per 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 HUMANO CON ROTAVIRUS
DE ANIMALES
Neutralizacibn

Los ensayos de neutralizacibn estuvieron limitados a determinar el
efecto de los antisueros contra virus de humanos sobre SA-11 y NCDV, ya
gue afin no es posible medir la infectividad de los rotavirus de humano
en cultivo de células en forma reproducible, Se utilizaron los sueros
hiperinnunes producidos contra dos rotavirus de humano con capa exierna
y distintos en el patrbén electroforético de sus &cidos nucleicos (RVH
tipo 2L y RVH tipo 25) y 5 sueros de nifios convalecientes de gastroen-
teritis por rotavirus.

El Cuadro 3 muestra los itftulos neutralizantes y los cocientes de
estos titulos con respecto a los gque se obtuvieron por CIEF contra el
rmismo virus sin cara externa, estos cocientes permiten ponderar por las
diferencias en la calidad de los sueros. Aparentemente hay actividad
neutralizante significativa de ambos suero contra NCDV,., Considerando
el modelo de neutralizacibn através del blogqueo de los recepiores que
perniten la adsorcibn virus-célula, un grado de neutralizacibn muy bajo
como el que se indica contra el virus SA-11 (Cuadro 3) se considera nu-
lo porque puede ser motivado por un mecanismo distinto (por ejemplo la
unibén de los anticuerpos a un sitio adyvacente al "ant{geno de neutrali-
zacibn" y bloqueo por impedimento estérico). Dos de los sueros de nifios
convalecientes fueron capaces de neutralizar a SA-11 reduciendo su in-
fectividad en ms de ﬁn Q0% a una diluci6n de 1:6L4. Estos sueros mostrg
ron un titulo de 1 8 contra rotav1rus 51n capa externa, por lo que el
grado de neutrallzac16n sobre SA-11 se con51dera 51gn1flcat1vo; f‘

‘Estos resultados sugieren~que~algunas~cepas de rotavirus de -humano
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cruzan con SA-11 o NCDV en el ant{geno de neutralizaciébn.

Cuadro 3
Heuitralizacibén de SA-11 y NCDV por suero hiperinmune contra dos tipos

de rotavirus de humano

virus
tipo de
RVH suero hiperinmune SA-11 NCDV
2s anti RVH-1383 4 (1/8) 32 (1/1)
2L anti RVH-3222 8 (1/16) 256  (1/1)

Los nfimeros enteros son los valores reciprocos del tftulo neutralizan
te y las fracciones (f) son el cociente de el reciproco d2l titulo
neutralizante entre el reci{proco del tftulo por CIEF contra el mismo

virus sin capa externa: rec{proco del tfulo neutralizante
f =

rec{proco del titulo por CIEF

Contrainmunoelectroforesis (CIEF)

La relacién antigénica en las protefinas de la capa interna entre ro
tavirus de humano y de animales se estudid por CIEF utilizando virus
desprovistos de su capa externa y distintos sueros hiperinmunes. El1 Cua
dro 4 muestra que no hay diferenéia significativa en los t{tulos de los
diversos antisueros contra virus homblogos o heterblogos, e indica que
los antigenos internos de los rotavirus tanto de humano como de anima-
les, son muy parecidos entre si.

La comparacidn antigénica 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

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

rotavirus cde humano y dos rotavirus de animales

virus (sin capa externa)

suero SA-11 NCDV RVE-770
anti S4-11 512 512 256
anti NCDV 256 256

anti RVH-1383 32 32 16
anti RVH-3222 128 256

Los nfimeros son los valores rec{procos del tf{tulo de los antisueros

Cuadro 5

Reaccibdn cruczada por CIEF en los antfgenos de la capa externa

virus (con capa externa)

origen

del suero S4£-11 RVE-13E3 RVH-3222

hiperinmune anti SA-11 312 < 2 < 2
" anti KCDV 8 <2 < 2
" anti RVHE-1383 < 2 <2 <2
" anti RVH-3222 <2 2
"o anti RVH-770 ¢ 2

inf. natural anti EKVE-121359 16
" anti RVH-152017 4

Los nlmeros son los valores reciprocos del t{tulo de los antisueros

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

homblogo reacciona a alto t{tulo con SA-11 con capa externa, mientras

que los suerocs heterblogos reaccionan con un t{tulo mucho menor.
Los sueros hiperinmunes anti-rotavirus de humano no reaccionaron

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

situacién en estos casos parece complicarse ores, ya que
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aunque se observd una banda con estos suerés contra los virus homdlogos
con capa externa (los mismos que se utilizaron como antfgeno), la inten
sidad de esta no correspondfa 2 la cantidad de virus utilizado y a dife
rencia de lo observado con SA-11, migrd igual que la banda obtenida con
tra los mismos virus sin capa externa. La banda que producen estos vi-
rus contra el virus homblogo con capa externa parece deberse en reali-
dad a la presencia de partfculas sin capa externa en la preparacibn, ya
gue al tratar el virus completo con EDTA gue elimina la capa eXierna,

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

Figura 5

RVE=-3222
A B C D

anti RVE-3222

'L"'“’)‘ P LRI

1
Contrainmunoelectroforeis de RVH-1383 y RVH-3222 gin capa exierna (4),

i
con capa externa (B), una mezcla de ambos (C sin capa externa incu-~
N P

bado con EDTA (D) contra los sueros homblogos respectivos. Tincién con
£ I

bromuro de etidio.

La posibilidad de gue la ausencia de reaccibn se debiera a la pre-
sencia de anticuerpos cubriendo al virus con capa externa, descrita por
otros autores (44), se explord por CIEF. Sin embargo, la anti IgG huma-
na (Miles, producida en cabra) utilizada, ademés de reaccionar con los
virus de humano reaccionb con SA-11 liviano y pesado (Figura 6) obteni-

do en cultivo de c6lulas y por lo tanto sin anticuerpos. Es probable

.

que este suero contuviera anticuerpos contra rotavirus debido a una in-
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feccibn natural ﬁrevia.
Figura 6
RVH-3222 RVH-1383 SA-11
A B A B A B

Contrainmunoelectroforesis de rotavirus sin capa externa (A) y con

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

Como tarbifn es posible observar los anticuerpos cubriendo a los ro
tavirus por microscopfa electrbnica (4L4), se revisaron las preparacio-
nes de virus en cuestibn. Se observaron proyecciones o '"puentes'" entre
los virus, gue sugieren la presencia de anticuervos (Figura 7).

La presencia de anticuerpos cubriendo las partfculas virales comple
tas podria ser responsable de que se nrocugaran muy pocos anticuerpos
contra la capa e¢xterna en los sueros hiperinmunes, o de gue los virus
completos no reaccionen con los anticuerpos por tener cubiertos los si-
tios de interaccibn. Cualguiera de los dos casos hace gue no se observe

la reaccibén por CIEF de estas partfculas con los sueros homblogos o he-

terblogos.

En cambio, dos sueros de niﬁos‘convale; tGSfde gastrdenteritis

causada por rotav1ruo, selecc1onados porque tenfan: un alto titulo con-

tra rotav1rus 51n capa externa, 51 reacc1o aron con SA-11 con capa ex~f

terna,flnd;cando de este modo que SA 11”y'algun rotav1rus de humano cru
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DISCUSTION

Los resultados obtenidos indican gue existe un alto grado de reaccidn
cruzada entre los antf{genos de la capa interna y una escasa similaridad
antigénica en la capa externa de los rotavirus.

la alta reaccidn cruzada encontrada enire los antfgernos internos de
los distintos rotavirus usados, esta de acuerdo con las observacionzs ob
tenidas por IME (26). Utilizando la misma técnica con sueros de nifios o
animales convalecientes se ha éerncontrado reaccién cruzaZa entre los anti

genos de la capa externa de rotavirus de distintas esrecies, sin embargo

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

[¥n

de virus de distinto origen y sus antisueros respectivos, solo uno de
los antiszueros reacciona con el virus heterdlogo), y en un czs0 con ro-
tavirus de ratbdn (25) no se detectd reaccibdn crucada. Con sueros hiper-

-
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inmunes no se ra descesirado rzaceidn cruzada entre lo3 an
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cidad para deteciar reaccibn cruzada con sueros hiverinmunes cle
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se a que se usan rotavirus aislados de heces que han perdido su capa ex-
terna, comoc encontramos en nuestros aislados del rotavirus de humanoe

La diferencia gue se encuentra al usar los dos tipos de suszros, tam
bién podrfa deberse a una diferencia cualitativa en las respuestas inmu-
nes de animales infectados o ihmunizados por v{a parenteral. Por los re-
sultados de Yolken et al. (28) que es capaz de distinguir por ELISA entre
rotavirus que infectan a distintos animales através de sueros de convale

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

ultlmos se producen preferenc1a1mente antlcuerpos contra determinantes

comunes de los dlstlntos rotav1rus.
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-

La capacidad neutralizante gue mostraron algunos sueron anti-rotavi
rus de humanos convalecientes sobre SA-11 o NCDV, sugiere que hay reac-
cibn cruzada en el "ant{geno de neutralizacibn". Fsta es una observa-
cibn importante gue indica la posible existencia de proteccibn crucada
con rotavirus de distintas especies y permite considerar el uso de vi-.
rus heterblogos en la estra agia ara el desarrollo de una vacuna. La
explicacibn de las diferencias observadas entre sueros hiperinmunes y
de convalecientes en su capacidad neutrzlizante sobre SA-11 y NCDV (ez~
te trabajo) y en la capacidad para inhitir la hemaglutinacibn con virus
NCDV (33), es importante para definir inequivocamente la relacibn anti-
génica entre rotavirus de distintas especies.

La separacibn de rotaviruc con Yy sin capa externa gue se logra por

IEF y CIEF, acoplada a una tincibn con bromuro de etidio gue permite
distinguir a precipitados de virus de aguellos de nzaturaleza rroteica,

resulta conveniente para distinguir la reaccidn de antfgenos internos y
externos sin necesidad de hacer una separacibn previa de estos dos ti-

-

ros. Esta técnica narece adecuada

by

vara la serotirvificzeidn de rotavirus
en base a la especificidad que se observa en leos antfgencs externcs.
Con esta metodologfa se observd que alguros antisuerocs solo reaccionzn
culas viralss

con SA-11 sin capa externa, lo que indica cue en las jart

-t

completas los antfgenos internos no estédn disponibles para reaccionar

con antlcuerpos. Esta propiedad ha sido observada para otros rotavirus

‘(32) através de IME

ff'ﬂbé'dos aislados de rotavirus de humano que se utilizaron, con dic-
tinto patrbn electroforético de los &cides nucleicos, no pudieron ser
distinguidos por las propiedades antigénicas que se estudiaron. Sin em-

bargo con estos virus no se pudo estudiar la reaccibn contra ant{genos
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de la capa externa, porque no se observd en la CIEF precipitacibdn del
virus con capa externa al probzrlo contra el antisuvero inducido por es-
tos mismos virus, Zsto podrf{a deberse a gue los dos aislados de rotavie-
rus livianos de humano, obtenidos de heces, no provocaron una respuesta
inmune detectable contra los antfgenos de la capa externa, o los virus
no reaccionaron "in viiro" con los anticusrpos producidos, La ausencia
de reaccibn "in vitro" vodr{a deberse a la presencia de anticuerpos en
la capa externa de estos rotavirus, sugerida por la observacibn al mi-

croscopio electrébnico,

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

z

()

erna poirfa ser gue se utilizb un huésped distinto al gue han empleado

ctros autores.
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