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1. INTRODUCCIOf" 

Los virus que más frecuentemente están asociados o las diarreas en los cerdos son 

los Coronavirus de la Gastroenteritis Transmisible de los cerdos (GTC) (21,39) de lo Di~ 

rre1.1 Epidémica, los Rotovirus (RV) (24, 32, 34,60) y ultimamente los Pararrotavirus (PRV) 

(4,6,8,52). Existen otros virus menos frecuentes, pt!ro quizá no menos importantes, co­

mo son los Astrovirus (6) y las Calicivirus (6,52), 

En t.Aéxico actualmente no existen reportes en lo literatura sobre brotes de dia­

rrea en cerdos en. los que estén involucradas las RV o los PRV. En este trabajo se descr.i_ 

be el aislamiento de estos das virus a partir de heces de lechones con diarrea. 

Los RV se han involucrado como causantes de diarrea en diferentes especies ani­

males (3,20,24,28) incluyendo a los humanos 03,22,23,27,29). Los primeros informes 

sobre el aislamiento de los RV en los cerdos, fueron hechos por Woode y Bridger en 1975 

quienes describieron su potogénesis (59). Posteriormente los RV se aislaron en Australia 

145), los Estados Unidos (3,32) y el Reino Unido (34); en lo actualidad se han detectado 

en varias portes de 1 mundo. Durante varios ol'los se dificultó e 1 cultivo de estos virus en 

sisfemas "in vitro" (24) pero ni adicionar pancreatina a tripsino al medio de cultivo, se f~ 

voreció la replicación de estos virus (60). Este hecho vino a acelerar el conocimiento de 

lo~ ltV, tonto en e 1 aspecto molecular como serológico, 

En 1982 Bohl y Bridger separadamente, informaron lo presencia de virus semejante 

o RV en contenidos intestinales y heces de cerdos con diarrea, por lo que provisionalmen-

te les denominaron Porarrotavirus (PRV) (4) o Rotavirus porcino antigénicamente diferen-

tes (B). Otros autores hon detectado PRVen lo especie humana (19,42,48), y en oves (35) 

aunque existe discrepancia en cuanto al nombre con que se refieren. En este trabajo se 

UsCl'Ó el término (PRV) cuando se refiera a este probable nuevo grupo de virus, pero teniendo 
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en mente que todavía no se ha decidido sobre su status toxonómico. los PRV, o dife­

rencia de los RV, no se han podido reproducir en sistemos "in :tlt!:2." a pesar de la od.i. 

ción de pancreatina al medio (4); además, debido a que hasta últimas fechas se han em_ 

pezodo a detector, los conocimientos que se tienen actualmente sobre su importancia 

epizootiológica es muy limitada. 

l . Clasificación 

los RV se han clasificado dantro de la fomi lia Reoviridae, género Rotavirus; en 

esta mi:ima familia están incluidos además los géneros Reovirus, Orbivirus, Phytoreovi­

rus, Fijivirus y Cypovirus (10,29,55,40). Como <interiormente se mencionó para el ca­

so da los PRV no se ha dado actualmente una decisión oficial sobre !Al ~toxonómico 

pero pudiera pensarse que por las características que estos virus presentan se lleguen a 

considerar como un subgrupo del género Rotovirus o como un nuevo género de la fami­

lia. 

2. Propiedades fisicoquímicas y relaciones antigénicas 

Con la impo;tante contribución de 1 microscopio e lectróníco o los estudios que se 

han venido realizando sobre los diversos grupos de virus involucrados en las causas de di~ 

mio en diferenfec especies animales, se ha optado por nombrarlos de acuerdo a la morfo­

logía que estos presentan (24). Por lo que toco o los RV, en 1974, Flewett (25) sugirió 

el nombre de Rotavirus del latín~ (ruedo) a los virus que por tinción negativa presen­

taban uno morfología semejante al de uno ruedo; otrus investigadores se han referido o 

estos virus como de la Gastroenteritis Infantil (grupo Orbivirus) (36), o como agentes si­

milares a P.eovirus (34,41,45). Actualmente exisfen evidencias de las diferencias tonto 

moleculares como serológicas entre Rotovirus, Pararrotavirus, Reovirus y Orbivirus (4,23, 

29,46,49,52). Los RV poseen uno morfología icosaédrico y .so pueden observar al micro_! 
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copio electrónico como partículas con una solo cqpside (cápside interno), con un 

diámetro aproximado ck 55-60 nm, y tienen una chnsidad ck 1.38 gr/mi en gradiei:!_ 

tes de cloruro de cesio (49,60). Es más común observar a los RV con cópside doble 

lcópsick externo) con un diámefTo promedio de 65-70 nm que poseen una densidad 

de l .36 gr/mi en el mismo tipo de gradiente (29,49,60). Se ha demostrado oue en-

tre los RV de diferentes especies animales existe un grupo antigénico común osocia-

rlo o la cápside interna (5,2G36,44,52,61). Parece ser oue lo infectividod de estos 

virus en cada especie está asociada exclusivamente con las partíc;;ulos con cápsioo ·. 

externa mientras que los virus que sólo poseen lo cópside interno probablemente no 

tienen poder inrectante. Trabajos que se han realizado con el RV SAl 1 de Simio, 

han demostrado que poseen cinco proteínas estructurales VPl, VP2, VP3, VP6 y VP7 

de las cuales VPl, VP2 y VP6 se encuentran en la cópside interna, mientras que los 

otros dos VP3 y VP7 están en lo cápside externo (1, 18). Cuando se adiciono tripsi-

no al medio, paro simular las condiciones presentes en el intestino dctgado, el VP3 

se rompe paro formar dos productos finales que sor:i VP5 y VP8 respectivrnnente; pa-

rece ser que estos sirven como receptores para unirse y penetrar a las células (18). 

En relación a los PRV estos también tienen morfología icosoédrica y se pre-

sentan en las dos formas, y con los mismo1 diámetros que los RV por lo que a nivel 

de microscopía electrónico son prácticamente indistinguibles (19,52). 

En relación o antígenos comunes entre 103 diferentes aislamientos, parece 

ser aue casi no existen, ya que solo en un caso se ha demostrado reacción c:ruzada 
., 

entre dos cepos (4). En todos lo~ aislamiantos da PRV se ha ob$Clrvado que no cru-

zan antigénictJmente con los RV de vcrios especies, ni con Reovfrus y Orbivirus 

-3-



por lo que se ha sugerido aue los PRV pertenecen o un grupo diferente, ounoue algu­

nos autores lo incluyen como una variedad cil RV {4,6,8,35,42,48,52). 

Tanto los RV como los PRV poseen un genoma compuesto por 1 1 segmentos de 

ácido ribonucléico de doble cadena {ARNdc) (4,8, 12, 16, 19,35,42,49,56) que pue­

de ser ex!Toído con fenal saturado, dodecil sulfato de sodio o con 2 mercaptoetanol. 

Cuando se hoce lo electroforesis del ARNdc en gel de poliocrilomida, los segmentos 

migran en formo característico por lo que es fácil de distinguir entre lo~ RV y los PRV 

(4, 8, 19, 23, 35,48). los RV son resistentes o los ácidos y álcalis en un rango de pH 

3-9, así como o temperatura de 56ºC durante 15 minutos y por lo menos de 7 o 8 ~ 

ses r¡ 18-20ºC. Se inactivon con etanol al 70% e hipoclorito al 1% (60). 

3. Patogenia 

Desd:! el punto de visto onatomofisiológico, lo mucoso del intestino delgado 

está comformada por los vellosidades y los criptas oue están cubiertos por células 

epiteliales que intervienen en el proceso digestivo del intestino. En lo región dis­

tal de los vellosidades~ encuentran células enccrgodos de lo absorción de los nu­

trientes, mientras que en los criptas las células secretan fluidos provenientes d:! lo 

sangre hacia el lumen intestinal. Normalmente la absorción por porte ~ los célu-· 

las distales es semejante o lo secreción de los criptas; o esto s:i debe en gran porte 

que las heces presenten consistencia normal. 

los RV y los PRV atacon a los células epiteliales de los vellosidades y depe~ 

diendo de su potogenicidad pueden provocar diferentes grados de descamación celu­

lar/ OfrOfiO Y disminUCÍOO de la absorción d:! líquidos Y OU1Tienfes(3,4, 38, 4l ,45, 51) o 

·Al encontrarse estas sustancias en lo luz de 1 intestino ocorreon por efecto osmótico 

- 4 -



fluidos y electr61itos del animal lo que se manifestará clínicamente por diarrea y lo 

consecuente deshiclrotoción (4,24,58,60). Entre mayor seo lo descamación celular, 

mayor será lo probabilidad de que el animal muero. 

4. Signos clínicos y lesiones 

Lo propagación de los RV y PRV entre los animales es por vía fecal-oral. 

Los lechones infectados da manera natural y lechones infectados experimentolmen-

te muestran signos clínicos similores dentro ele los primeros 16 a 24 l1oros de lo in-

fección (3,4, 7,33); generalmente hoy depresión, cbgano al movimiento y vómito 

ocasional inrrediotomente despoos delo alimentación (4,24,60). El color y lo con-

sistencio de las heces varío de amorillo o verdoso y puede ~r acuoso, ~misólido o 

pastoso dependiendo en gran porte de la dieta. Lo mortalidad de los animales es V_!! 

riable según la patogenicidad del virus; cuando ocurre, generalmente es entre los 2 

y 4 días después de qw ha empezado la diarrea y es debida a la deshidratación se-

vero y ol síndrome ele molo absorción que impide que los animales se nutran (60). 

·A lo necropsia los intestinos aparecen con los pareoos delgados, tronspare!!._ 

tes y pueden contener más fluido del usual. En cortes histológicos hay acortomie!!._ 

to de los vellosidades que van desc:k? el duodeno al íleon de acuerdo o la severidad 

de lo infección (4, 11,38,41,51). En ciertas áreas, las lesiones pueden estar limi-

todos o lo pérdida de unas pocos células en el extremo de la vellosidad acompcl'!ado 

por infiltración de células polimorfonucleores (4,38). Los infecciones en el cerdo 

provocados por RV, PRV y coronavirus de lo Gastroenteritis Transmisible en su for-
1 

mo enzoótico pueden ser confundidas clínicamente sin embargo, la duración de la 

diarrea, lo deshidratación y los pérdidas por muerte son más elevados cuando el 
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agente responsable es el coronovirus. 

5. Diagnóstico 

En los problemas de diarrea e;s indispensable el conocimiento de los agentes 

etiológicos involucrados, pues de otro manero no SI! podrá realizar un tratamiento y 

control adecuado. Se ho observado que un mismo microorganismo puede ccusor di­

ferentes grados de intensidad de lo diarrea; esto obviamente depende de vorios fac­

tores toles como lo edad del animal, el estado inmunológico específico, :a potogen..!. 

cidod del agente, lo dósis, etc. 

Es indispensoble conocer primeramente algunos datos oue pueden ser impor­

tantes, tales como lo historio del brote y los signos clínicos, paro posteriormente r=., 

currir a los técnicos de diagnóstico disponibles. El diagnóstico de los RV y PRV se 

puede l levor o cabo de manero más exacto si los exómc:1es se realizan de preferen­

cia en los primeros 24 horas del inicio de los diarreas, yo !1.lo o partir de heces re­

colectados del animal infectcdo o .de improntas de mucoso intestinal o fragmentos ch 

intestino delgado congelados oue se seccionan con un crióstoto, y se tinan con anti­

cuerpos fluorescentes 14, 11,38,41,44, 52); los virus en los heces puede:i detectarse 

por medio del microscopio electrónico pero no se puede diferenciar entre RV y PRI/ 

(4,6, 8,49, 52). También se puede detector e 1 ARNdc del virus por extracción con 

fenal saturado o por cromatografía y posterior electroforesis en gel de poliocrilomido 

14,8, 12, 14, 19,26,42,47,57); otras pruebas de diagnóstico han sido lo contrainmun~ 

electroforesis (5, 20, 29, 36) y los pruebas inmunoen.zimáticos como E LISA, entre otros 

i¡ 9, 20, 29), Poro poder diferenciar o los RV de los PRV se pueden utilizar técnicas 

serológicos, inmunoenzimóticos o¡,, electrofo~sis del ARNdc viral, pero lo micro! 
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copio electrónico no es recomendoble por los rozones expuestos anteriormente. 
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11. OBJETIVOS 

a. Determinar la presencia de Rotovirus y Porarrotovirus en heces de lechones 

diorréicos por medio de difere:ites técnicos de diagnóstico como son la controirimuno­

e lectroforesis, lo microscopía electrónica y lo electroforesis da 1 ácido ribonuclé ico 

viral. 

b. Determinar si los virus aislados causan enfermedad en lechones susceptibles. 
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111. MATERIAL Y METODOS 

Muestras de heces.- Se recolectaron un total ele 172 muestras de heces de 

lechones diarréicos de entre 2 y 4 semunas de edad sospechosos de estar infectados 

por RV o por PRV de las cuales 58 fueron tomadas al ozor en diferentes granjas del 

país (Grupo 1) y 114 se obtuvieron de un brote de diarreas ocurrido en Texcoco, 

Edo. de /V'-éxico (Grupo 2). Los muestras se recolectaron en frascos de vidrio de 

boca ancho y algunos en bolsas ele nylon; estos se mantuvieron o -20°C hasta aue ~ 

analizaron por contrainmunoefectroforésis (CIE), microscopio electrónica (ME) y e­

fectroforésis del ARNdc viral o Rotoforesis (RF). 

Animales. - Para el aislamiento y pases de los virus se utilizaron un total ele 

21 lechone~ de 1 dio ele nacidos, de los cuales 16 fueron privados de ingerir calos­

tro y 5 se dejaron calostrar. Los animales se mantuvieron en condiciones asépticas 

en cajas de aislamiento y fueron alimentados con leche maternizado (Nesbrum) con 

Nitrofurocín (NFZ-Soluble concentrado; Lobs. Norwich pharmocal CO. ele N>éxico), 

a rozón ele l .5 gr/lt 3 veces al día. 

Tratamiento de fas muestras 

PÚrificación de los virus paro lo prueba de CIE.- A 2-3 mi de heces se les 

adicionó un volumen igual de solución salina fisiológica (SSF) se agitó durante 2 mi­

nutos en ~n vortex y se. agregó un volumen de 5 mi de Freón TF (lab. Unión Carbide), 

la solución fue nuevamente agitada durante 15 minutos y se centrifugó a l 200 x g o 

4ºC durante 60 minutos. La fase acuosa fue extraída y a cado mi se le agregó O. l 9 

mi ele Polieti!englicol 6000 fPEG) (lab. Sigma) al 50%. Nuevamente se agitó la me.!. 

clo en un vortex durante 2 minutos y se¡ incubó o 4ºC durante toda la noche; se centr.!. 
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fugó o 33000 x g o 4"C durante 75 minutos y el precipitado obtenido fue resuspendi­

do en 0.3 mi de SSF; esto fue usado como antígeno viral (12). 

Purificación de los virus para la prLieba de ME. - Se utilizaron dos técnicas : 

a. Purificación con baja y alta velocidad. - Se tomaron 2 mi de lo mucslTa de heces 

y se adicionó un volumen igual de SSF; dlspués ele 2 minutos de agitación en un vor­

tex se sometió a sonicación a 20,000 ciclov'!X?g durante lO minuto5; posteriormente 

se cen!Tifugó a 33,000 :e g a 4"C durante 75 minutos, una vez concluí da la centri­

fugación el sedimiento se desechó y el sobrenadanle se volvió a centrifugar a 80000 

X 9 a 4"C durante 75 minutos; el sedimiento obtenido se suspendió en 0.3 mi de a­

gua bidestilada quedando listo para ser teflido con ácido fosfotungstico. 

b. Purificación con una variante de la técnica de baja y alta velocidad.- Se toma­

ron 2 mi oo heces y se adicionó un volumen igual de SSF; después de 2 minutos de 

agitación en un vortex se sometió a sonicación a 20,000 cicloVscg durante lO min!:!_ 

tos, posteriormente se agregó 5 mi de Freón TF y se agitó vigor03amente durante 15 

minutos; se centrifugó a 33,000 x g o 4"C durante 75 minutos, la fase acuosa se e::!. 

trajó y se agregó O. l9 mi oo PEG al 50% por cada mi de fase acuosa obtenida; se in -

cubó a 4° C durante toda la noche y se centrifugó o 80,000 x g a 4"C durante 75 

minutos; el sedimiento obtenido se suspendió en O .3 mi de agua bidestiloda Quedando 

listo paro ser teílido con ácido fosfotungstico. 

Extracción del ARNdc viral paro lo pruebo de RF .- Se tomó 1 mi de lo mves­

tra de heces, se :<!:j"egÓ 1 mi de SSF y se sometió o agitación dun:mle 2 minutos. A 

partir de esta solución se tomó una alícuota de 0.2 mi y se le adicionaron 0.2 mi de 

una solución conteniendo docleci 1 sulfato de sodio (DSS) al 6%, 2-mercaptoetanol al 
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O .6% y ácido etilendiaminotetracético (E DTA) 36mM (12, 26); posteriormente se ogre-

garon 0.2 mi oo fenol saturado y se agitó dtKante 2 minutos; inmediatamente después 

se agregaron 0.2 mi cil cloroformo y se agitó nuevamente. Una vez concluido la ogJ.. 

tación, se sometió a centrifugación a 1,200 x 9 a 4ºC durante 15 minutos para se-

pnrar la fase acuosa aue contiene e 1 ARNdc viral. 

Descripción de los 3 técnicos usados en el diagnóstico. 

A. Controinmonoe lectroforesis {CIE) 

Fundamento.- Se basa en que al mezclar el antígeno viral con unrJ solución 

amortiguadora de pH B.6, este se cargue negativamente y tenga afinidad por el áno-

do. Esta misma solución amortiguadora se usará paro preparar una fose sólido alcoli-

na de agcrosa sobre la cual el antígeno se someterá o un cierto voltaje frente a un 

anticuerpo específico. En estas condiciones los gommoglobulinos prckticorrente no 

están cargados por lo cual solo serón arrastradas por la fuerza electroendosmótica de 

la fase sólida hacia e 1 cátodo, poro formar en su encuentro con el antígeno una bon-

da de precipitación (30). 

Material utili:zcdo: 

- Aparato completo para electroforesis (Horizontal) 

- Portaobjetos limpios y desengrasados 

-Agarosa 

- Azida de sodio 0.5% 

- Sol. amortiguadora de Babiturotos 0.1 M pH 8.6, fuerza iónico 

0.05 (Labs. Sigma) 

- Suero hiperinmune onti-rotavlrus bo\lino* 

* obtenido de temeros gnotobióticos en lo U. r.2 Nebraska, U. S.A. )'proporcionado ama­
blemente por e 1 Dr. Alfonso Torres-Medina. 
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- Antígeno viral problema 

- Control positivo: antígeno viral de rotovirus bovino * 

- Control negativo, SSF 

Procedimiento 

1. Preparar uno solución ol 1% de agoroso disoolto en un solvente formado por uno 

porte de aguo destilado y otra de solución amortiguadora, favoreciendo la dísolu-

ción de la agarosa por calentamiento (2,36). 

2. Verter cuidadosamente y con una pipeta solución ele ogarosa sobre '~ 1 portaobj~ -

to, procurando aue este último quede cubierto completamente; dejar gelificar a ter:!! 

peroturo ambiente (2). 

3. Sobre la agarosa hacer perforaciones circulares de aproximadamente 2 mm de di§. 

metro por pares dejando una separación de 5 mm entre codo perforación (2,36). 

4. Verter suficiente solución amortiguock>ra al comportimiento de cada polo en la 

cámara para electroforesis, cuidando que los polos eiueden wmergidos, posteriorme!!_ 

te sobre el reparador de los compartimientos colocar horizontalmente y en serie los 

pdrtaobjetos preparados. 

5. Cerror e 1 circuito con cintas de pope 1 filtro humedecidas con solución ammigua-

doro (como se muestra en lo figura 1) y conectcr los polos a la fuente de poder. 

6. Prender la fuente de poder y ajustar la c01Tiente a 6 - 8 mAmp pa- codo portoob-

je tos durante 15 minutos con e 1 fin de homogeni zar e 1 sistema y apagarlo (2). 

7. Diluir 1 :2 los antígenos virales con la sólución amortiguadora y depositar separa-

*obtenido de terneras gnotobióticas en la U. de Nebraska, U. S.A. y proporcionada 
amobleirente por el Dr. Alfonso Ton-erMedina. 
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Figuro 1 

Representación esquemático del aparato utilizado poro la controinmunoelectroforesis 

...---------- - . 

A · fuente de poder 

B cámara de electroforesis 

e laminillas con agaroso 
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domente uno pequef'lo alícuota en diferentes perforaciones cercanos al cátodo ( - ); 

anotando su respectiva posición, mientrw que el ontisuero cleberá ser depositado 

en los polos opuestos cercanos al ánodo ( +) (20,36). 

8. Aplicar nuevamente la misma intensidad de corriente aue en el punto 6 pero 

ahora dura11te 60-90 minutos. 

9. la lectura se hoce en cámara di fondo obscuro. 

B, Microscopia electrónica {ME) 

Dentro di las técnicas poro observar partículas virales al ME están la de 

sombreado con tetraóxido de osmio, la tinción positiva con acetato de uranilo y 

la más común, .lo tinción negativa con ácido fosfotungstico (37, 43). 

Tinción negativa con ácido fosfotungstico 

Fundamento.- Se basa en la utilización de soles pesadas como el ácido 

fosfotungstico o el fosfotungstato di sodio, que tienen la capacidad de penetrar en 

los espacios de lo estructura conformocional del virus provocando una imagen obse~ 

ro al ser irradiados p« una fuente de electrones. 

Materiales utilizados 

- Microscopio electrónico Phillips ME 300 

- Acido fosfotungstico al 2%, pH 7 

- Formvar al 2.5% en dicloroetileno 

- Rejiilas de cobre 

- Nebulizador 

- Virus semipurificado 

- Cojos di Perri 
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- Pinzas 

- Papel filtro 

- Portaobjetos limpios y desengrosados 

- Cubeto de vicrio de boca ancha 

Procedimiento 

l. Sumergir un portaobjetos limpio y de.sen(J'asado en la solución de formva- al 2,5% 

durante 10 segundos y sacarlo. 

2. Ponerlo en posición vertical y da jorlo secar. 

3. Raspar los bordes del portaobjeto con el fin de despegar las orillas de pelfcula de 

formvar. 

4. Llenar la cubeta con aguo destilada de preferencia frra hasta el ras e ir sumergía_!! 

do suavemente el portaobjetos con lo película de formver impregnado; se observa que 

lo película queda sobre lo superficie del aguo, 

5. Con las pinzas especiales depositar sobre ello las rejillas de cobre; rapidamente se 

adhieren o e.sta película. 

6. Con un pedazo de parcfilm recuperar la película completa y se dejo secar. 

7. Recolecta' las rejillas y ponerlos sobre pepel filtro, fijo. 

8. A partir de 1 purificado vi rol preparar una diluci6n 1 :2 con e 1 ácido fosfotungstico y 

depositar esto solución en un nebulizador, 

9. Con el nebulizador se realizan atomizaciones sobre las rejillas de cobre. 

to. Se deja secar en cojo de Petri cerrada y posteriormente se observen al ME. 

C. Rotaforesis (RF) 

Esta es una técnico relativamente nueva, posee una gran sensibilidad y es de 
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gran valor paro e 1 diagnóstico re los RV y PRV. 

Fundamento.- Estó basado en someter o electroforesis el extracto purificado 

de ARNdc viral ai.e está compuesto de 11 segmentos de diferente peSo molecular oue 

don un patrón ch migración elecfToforético característico. 

Material utilizado 

- Aparato completo pera electroforesis (Vertical) 

- Centrífugo 

- 2 vicHos lisos de 12 x 16 cm limpios y de!it!ngrasados 

- 2 ~paradores de plástico ele 2 x 12 cm 

- 1 peine de plástico de 20 postes de 2 x 12 cm 

- recipiente de vidrio 

- guantes pero cirugía 

fenol saturado 

- Cloroformo 

- Me:zcla gliceral-bromofenol 

- Sol. de poliacrilamida ol 30% (acrilamida-bis13crilomida) 

- 1CMED (N, N, N', N' - letrometiletilendiamino) 

- Persulfato de amonio al 10% 

- doclecil sulfato ele sodio (DSS) al 10% 

- Tris (hidroximetil-ominometono) 

- Sol. Tris amortiguadora, l .5M pH 8.8 

- Sol. Tris amortiguadora 0.25M pH 6·.a 

- glicina 
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- rretonol 

- ácido acético 

- nitrato de plato 20 mM 

- NaOH SM 

- Formoldehído 

- Extracto de ARNdc viral problema 

- control positivo, extracto de ARNdc viral de Rotovirus SAl 1 

de simio* 

- contra negativo, fenol saturado 

Procedimiento 

l. En una superficie plano engrosar moderadamente los 2 separadores y depositarlos a lo 

ancho de los extremos de uno de los vicrios. Posteriormente o manero de amporedodo 

depositar sobre estos, el otro vidrio procurando que formen un espacio entre ellos y sus 

extremos coincidan perfectamente; colocarlos sobre lo cámaro para electroforesis como 

lo indico lo figuro 2 y cerciora-se que no existan fugas. 

2. En un matraz Erlenmeyer de 125 mi preparar uno mezclo ele lo siguiente manero: 

7 ,5 mi de sol. Tris amortiguadora, l .SM pH 8 .8 

12.2 mi de agua dsstilodo 

10,0 mi de solución de poliacrilomido ol 30% 

300.0 ul de Persulfoto <h Arnonio al 10% 

15.0 ul ele TEMED 

con uno pipeta depositar esto mezclo harto llenar apro)cimadomente 3/4 portes del 

"' Mor.tenidos en lo líneo ce lulcrr MA-104 y proporcionado amablemente por e 1 Dr. Romi­
lio Espejo Torres. 
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espacio entre los vidrios y de¡ar polimerizar a temperaturu ambiente. 

3. Una vez polim<::rizado, preparar otro mezclo de la siguiente manera: 

7 .5 mi de sol. Tris amortiguadora, O .25M pH 6. 8 

19.2 mi de agua destilada 

3.0 mi de solución de poliocrilamida al 30% 

300.0 ul de DSS al 10% 

300.0 ul de persulfato ele amonio al 10% 

15.0 ul de TEMED 

y depositarla con una pipeta hasta llenar el espacio sobrante; inmediatamente después 

insertar sobre este espacio el peine y dejar polimerizar. 

4. Se extrae con cuidado el peine ouedondo asr 20 espacios (carriles) libres donde se 

depositarán los muestras. 

5. Mezclar en un tubo de vidrio 50 ul del extracto de ARNdc viral problema con l Oul 
1 

de lo solución glicerol-bromofenol (12); Depositar esto mezcla en uno de los carriles 

del gel, anotando la posición correspondiente. Esto mismo se hace.paro las muestras 

aue se auieran analizar y se Beja un carril libre para depositar una muestro positiva 

como control. 

6. Una vez colocadas las mueslras en el gel se quitan las bases de la cámara de tal 

forma que e 1 extremo inferior de 1 ge 1 quede expuesto a la solución amortiguadora. Po!. 

ferlormente se introduce al estuche de lo cámara como se observa en la figura 3. 

7. Se prepara una solución amortiguadora Trís-Glicino-DSS (31 }"y cuidadosamente se 

adiciona al interior del estuche de la cámaro procurando aue el nivel de esta solución 

haga contacto con la porte inferior del gel (y por lo tanto con el ánodo integrado o la 

- 19 -



Figuro 3 

Montaje del aparato utilizado para la rotoforesis 

-· .. Ci) ¿; .. 

A fuente de poder 

B gel de poliacrilamida 
catado 

e solución amortiguadora 
2 anOdo 
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cámaro); posteriormente es llenaclo el compartimiento oue se ericuentra en la parte su­

perior de lo cámaro donde estarán depositadas las muestras (y por lo tonto con e 1 cáto­

do integrado o la cámaro), de tal formo ctue los polos han auedodo cubiertos por lo so­

lución amortiguadora pero conectados o través de 1 gel. 

8. Se conectan los polos a la fuente de poder, se ajusto la corriente o 20 mAmp (35V) 

y se mantiene hasta que el colorante haya migrado a lo largo de 1 ge 1, hacia el ánodo, 

y salga. 

9. Se apaga la fuente de poder y se sacq_ la cámara del estuche, los vidrios son sepa­

rados cuidadosamente (usando guantes de cirugía para no manchar de graso el gel de 

lo contrario afectará lo tinción) y el gel es depositado en un redpiente de vidrio co~ 

teniendo etanol, ácido acético y agua destilada (26). Después de medio hora esto so­

lución se retiro y se adiciona nitrato de plata 20 mM (9,26) y después de media hora 

esto es retirada. 

10. Se agrega suficiente a91Ja destilada al gel para lavar el exceso. de nitrato de pla­

to y los segmentos son 1resueltos: con una solución reveladora (9, 12,26,57). Una vez 

que aparezcan los segmentos la reacción se detiene con ácido acético (9). 
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IV. RESULTADOS 

Los pruebas de diagnóstico ~ empezaron o hacer con los 58 muestras de heces 

del Grupo 1; utilizándose primeramente lo CIE. Cuando se había analizado un total 

de 48 muestras de heces re tenían yo 4 muertras (codificadas de acuerdo a la listo de 

control, con los números: l originario del Edo. de Sonora; 21, originaria del Edo. de 

Sinaloa. 23, originario ool Edo. de Sonoro y 35, originario ool Edo. de Michoocán 

respectivamente) que había presentado reacción positivo ante los anticuerpos utiliza­

dos en la prueba. Por lo aue se decidió observarlas al ME. Al realizar los exámenes 

por ME se observó c¡ue tonto en la muestra 1 como en la 23 habían partículas virales; 

y que predominaban partículas con cópside externo, mientras que en los muestras 21 y 

35 no se observó nigún tipo de partícula viral. Para corroborar estos resultados, los 4 

muestres fueron tratadas poro ser analizados por RF. Con esta prueba nuevamente se 

obtuvieron resultados positivos, tanto en lo muestra 1 como en lo 23, no así en el caso 

de muestras 21 y 35. los patrones de migración efoctroforética oo los muestras 1 y 23 

fueron diferentes entre ellos mismos y sólo uno (muestra 1) fue característico de RV de 

acuerdo al patrón formado por e 1 RV SAl 1 ch simio utilizado como control y la litera .. 

existente (12, 14,23,24,26,28,29,47,57); mientras que el otro correspondía al de un 

PRV de acuerdo o lo literatura (4,8, 19,23,35,42,48). Estos resultados sugirieron que 

que lo CIE estaba dando resultados falsos positivos por lo que no era muy conveniente· 

seguir utilizándola. Debido o la ventaja de poder diferenciar o los RV de los PRV por 

medio del patrón de migración electroforético los 10 muestras de heces restant-es fueron 

analizados exc.lusivorrente por RF entre los cuales se logró detectar en la muestro 56 lo 

presencio de RV (muestro originario de lagos de Moreno, Jol .). 
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Respecto a las 114 muestras de heces del grupo 2 provenientes de Texcoco, 

Edo. ch México todos fueron analizadas por RF y algunas por ME. En este grupo se 

se obtuvieron 51 muestras positivos o RV y 2 o PRV lo aue corresponde a un 44. 73% 

y 1 .75% respectivamente. Hasta aquí se había logrado detector, de las 172 mues­

tras la presencia de RV en 3 diferentes granjas y la de PRV en 2. Con fines de ma­

nejo en el laboratorio se codificaron ele la siguiente manera: 

Grupo l 

Muestra 1: Rotavirus Sonora-! 

Muestra 56: R.otavirus Jalisco-1 

Muestra 23: Pararrotavirus Sonoro-23 

Grupo 2 

Rotovirus-Texcoco f 

Porarrotavirus Texcoco-2 

Pororrotovirus Texcoco-11 O 

Cabe mencionar que los tres cepas de RV presentcron el mismo patrón de migr!!. 

ción electroforético, mientras que 1m los cepas de PRV el ?otrón fue di furente entre e­

llos mismos. Esto se representa en la figura 4. 

A partir de esta variedad de aislamientos se seleccionaron arbitrariamente a 

los RV Sonora-1 y PRV Sonoro-23 (cuyas morfologías y patrones de migración electro­

forética se muestran en las figuras 5,6 y 7) para probar la potogenicidad ele estos virus 

en lechones susceptibles. 

Resultados obtenidos con los RV Sonora-1.- Con la muestra de heces original 

se realizó una serie de 3 poses en un total de B lechones privados de calostro, utilizan-
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GRUPO 

A 

8 

c 

D 

Figuro 4 

Representación esquernótico de Jos patrones electrc:oréticos de di­
ferentes oislornientos de virus en heces de lechones diorréicos 

2 3 4 5 6 7 

--
.. --- -------- - -------- ----- --------------------

- -
---=i-----

CARRIL ROTA VIRUS CARRIL PARARROTAVIRUS 

Cepa Sonora -; 1 5 Cepo Sonora - 23 
1 

2 Cepa Jalisco - 1 6 Cepa Texcoco -110 

3 Cepa Texcoco - 1 7 Cepa Texcoco - 2 

4 SA - 11 (origen simio) 
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Figuro 5. Rotovlrus, partfculos con doble copslde, en 
algunas se aprecio lo penetración de colorante ;of ge­
noma. 

Figura 6. Pororrotavirus, portículas con los 
mismos coroc:~rísticm morfológicas del ro­
rovirus. 

2,3 

4 

5 
6 

'~~'.-~ 1 . . ! 

·~ ·-?. 2 
.... ~:..;..;. 3,4 

.. I 

.. 
····' .,.. 

A B C 

flg 1. Mlgrocfones electrofonStlcas de los extrac­
tos de ARNdc·del RV Sonora-l(A), RV SA1 l(B} y 
PRV Sanora-23 (C) respectivamente. 
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do como inóculo en coda pase 5 mi de una dilución 1 :5 de heces en solución salino 

amortiguadora de fosfatos (SSAF) administrados por vio oral. Es necesario mencio­

nar que el Dr. Romilio Espejo aisló el RV Sonora-1 en cultivos celulares utilizando 

la línea MA-104 con adición ele tripsina, pero no el PRV Sonora-23. 

Se probó lo potogenicidad ,dll virus aislado en cultivos celulares utilb:an­

do 3 lechones privados ele calostro para inocularles por la misma vio, o uno, 9 mi 

del sexto pose del virus en células MA-104 y a los 2 restantes, 1.5 mi del noveno 

pose. En todos los poses se anotó el período ele incubación del virus, los signos c!! 

nicos que presen•aron los animales. los resultados obtenidos en este experimento se 

muestran en e 1 cuadro 1 • Además se midió e 1 grado de excreción de virus (con base 

en lo intensidad que presentaron las bandos en e 1 gel) ele acuerdo al tiempo después 

de lo inoculación (Figura 8). 

Resultados obtenidos con el PRV, Sonora-23.- A partir de lo muestro ori­

ginal se realizó una serie de 2 pases en un total ele 3 lechones privados de calostro, 

anotando en cado pose el período de incubación mi virus, los signoi; clínicos y resu!_ 

todos obtenidos al examinar las heces recolectadas en cada pase por ME y RF. Estos 

resultados se muestran en e 1 cuadro 2. Con este mismo virus se realizó un tercer pa­

se utilizando 2 lechones privados de calostro y 5 lechones calcstrados; se anotó el ~ 

ríodo ch incubación, los signos clínicos y se midió el grado de excreción de virus en 

las heces. 

los resultados se muestran en el cuadro 3 y la figura 9. 
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Cuadrn 1 

Resultado de la inoculación de rotavirus, Sonora-1 mantenida en lechones y en cultivos celulares, 
a cerdos a 1 dra dA odad privados de cal ostro, 

lncSculo Pa$QS Na. do Perrodo de In Signos el iillcos Microscopra Rota 
lechones cuboci6n (hrs.) V6.11ito Dic1rrea M"crto elect6nica forosiS 

Heces (o) Primero 2 18 hrs 2/2 2/2 0/2 NO ND 

1 Segundo 4 17 -18 hrs 3/4 4/4 0/4 + + 
"' 'J 

Tercero 2 17 - 18 hrs 2/2 2/2 1/2 + + 

Cultivo Sexto 17 -18 hrs 1/1 1/1 0/1 ND + 
Celular 

(b) Noveno 2 17 - 18 hrs 2/2 2/2 1/2 NO + 

(o} El virus so ha mantenido en lechones no calostrados 
(b) El virus se ha adaptado a células MA-104 
ND =No determinado. 



Figura a 
Cinética de la excreción da virus en heces de lechones de 1 dra 
de edad inoculados con Rotovirus Sonora-1 

grado de 
excreción 

{rotaforcsis) 

3 

2 

1 

24 48 hrs después de la inoculación 
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1 

Cuadr~ 2 

• Resultados del primare y segundo poso del porarrotavius porcino Sonora-23 dado en le-
chones de un dio de nacidos privados de calostro. 

Posos(o) No. de Periodo de ' (b) Signos el inicos Microscopia Rotaforesis (c) 
lechones Incubación (hrs) V6mito Diarrea electrónica 

Primero 2 14-18 'J/2 '2/2 + .¡. 

Segundo 1 18 1/l 1/l + + 

o) Cada animal fue Inoculado con 5 mi de heces diluidas en SSAF {l :5) por vía O:"al 
b) Los animales c:ootinuoron con estos slgnos el rnicos hasta las 48 horas después de la ino­

culación en que se sacrificaron. 
c) En todas los muestras de heces el patrón electrofor6ttco fué idéntico. 



1 

w 
o 

Cuadro 3 

Resultado.> del tercer pase del pararrotavirus porcino Sonora-23 hechos en lechones 
do un dra de nacidos privados .o no de calo~tro. 

Lechones Número Pcrrodo de Signos el inicos Excroc i6(c )de 
incubac i6n(hrs) V6mito Diarrea Muerte Virus 0 

Sin cal ostro 2 14-17 1/2 7/2 712(b) 2/2 

Col ostrados 5 17...;j.7 NH s¡5(c) · NH 5/5 

o) Se determin6 por rotaforósls 
b) La muerte cx:urri6 a las 33 horas de Inoculados 
e) Los animales tuvieron diarrea por aproximadamente 24 horas y se recuperaron 
NH) No hubo 



grado de 
excreci(n 
(rotofores is) 

3 

2 

1 

o 

Figura 9 · 

Cinético de lo excrcció, de virus en heces de lechones de 1 dio de 
edcd inocukdos co.1 Pcrcrrot::ivirus Sonora-23 

... .. 

... l " 

l - . 

14.0 22.5 31 39,5 48 hrs después de lo inoculac.i6n 
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V. DISCUSION 

El diagnóstico ele los enfermedades diarréicas en los cerdos lactantes juegan 

un pape 1 muy importante debido o que en ellas pueden haber uno participación si mu_!_ 

tánea de varios agentes etiológicos. Algunos ele los criterios que se tomaron para co!! 

siderar las 172 muestras de heces analizadas en este trabajo como sospechosas de co'!_ 

tener RV o PRV fueron la edad de los animales enfermes, los signos clínicos QW estos 

presentaban y la alta morbilidad y bajo patogenicidad paro los animales en la granja. 

Como e 1 objetivo de este trabajo era d:itectar la pre!J}ncia tanto de RV co­

mo ele PRV y aislarlos, se utilizaron las 3 técnicas de diagnóstico anteriormente des­

critas. La técnica de CIE ha sido utilizada para la d:itección del antígeno viral te­

niendo la ventaja de poder utilizar un suero hiperinmune onti-rotavirus de cualauier 

especi~ ya que cruzan antigénicamente. Según la clasificación ele diferentes técni­

cas para la detección de RV descrito por Kapikian y colaboradores (29) la CIE es co!! 

siderada como una prueba sensible. Es probable aua los resultados falsos positivos o~ 

tenidos con esta prueba podrían deberse a que el antígeno viral n~ estaba realmente 

purificado o que el antisuero utilizado es poco especifico. Respecto a la ME y la RF 

aun<1ue las 2 presentan una sensibilidad muy semajente según Kapikian y colaborado­

res, en este trabajo se vió que la RF ofreció mucho más ventajas, algunas ele ellas 

fueron: la no utilización de un aparato considerablemente costoso, no es necesario 

lo utilizaci6n de un anticuerpo además de que se pudo diferenciar fácilmente RV de 

PIN en la mismo prueba. En relación al patrón de migración de los 11 segmentos de 

ARNdc del RV, este puede diferir ligeramente entre otro de la misma especie (14, 15, 

16, 17,27), y hay diferencias más marcados entre los virus aislados de diferentes es-

- 32 -



pecies (23,27,28,47). Esto se puede observar en los 4 primeros carriles de lo figuro 4 

si se comparan los patrones de RV con el RV SA 11 de simio; sln embargo, se conser­

vo la distribución de los 4 grupos de segmentos representados como A, B,C y D respec­

tivamente lo que los hace característicos. En e 1 caso de los patrones de PRV mostra­

dos en los carriles 5, 6 y 7 respectivamente se observo aue existe una gran diferencio 

en e 1 promedio de la migración de los 11 segmentos tanto entre ellos mismos como del 

RV SAi 1 de simio y los diferentes aislados de RV. Esta es una característica ele los 

PRV (4,8). los segmentos se pueden analizar por grupos; por ejemplo, en el caso del 

patrón mostrado en el carril 5 el grupo C está conformado únicamente por 2 segmentos, 

mientras que el grupo D por 3; en el caso del polrón mostrado en el carril 6, el grupo 

B está formado por 3 segmentos y el C por 2, esto mismo ocurrió con el patrón del ca­

rri 1 7. Es necesario mencionar que no se realizaron pruebas serológicos paro compro­

bar si los 3 virus de PRV cruzan antigénicamente. 

Por lo que respecta o la patogenicidod ele los RV y PRV se observó 0ue tan­

to en el caso de animales inoculados con heces y con el RV adoptado en células MA-

104, el período de incubación fue el mismo en todos los pases. Los signos clínicos 

fueron idénticos en todos los animales inoculados con RV y PRV siendo semejantes a 

los que se observan en el campo. A partir de estos resultados puede pensarse aue ta!!_ 

to el virus en heces osí como el virus adoptado en cultivo celular conservan su poto­

genicidad, (cuadro 1,2 y 3). E~ .relación a la patogenicidad del PRV hubo una dife­

rencia importante entre los le~hones ·sin calostrar y calostrados. En los primeros, lo 

enfermedad fue más severa o~~rvándose vómito y diorreo mientras que en los animales 

calostrados preS9ntoron dian'éa ligera durante un perfodo de 24 horas y se recuperaron; 
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esto podría atribuirse a una posible protección por parte del calostro, como se ho su­

gerido (7,50, 53, 54,62). E 1 grado de excreción ch los virus en las heces se midió por 

RF y se encontró que dentro del rango comprendido entre las 24 y los 72 horas después 

de la inoculación es posible cletel'l'~r la presencia ele virus en los heces (Figura 8 y 9). 

De manero general, los resultados obtenidos muestran que en un brote c!e di2_ 

rrea de lechones puede participar tanto RV como PRV y esto se vió en el coso de los 

muestras ool grupo 2. El bajo porcentaje de aislamiento de PRV ha sido reportado tof!! 

bién en otros países pero se desconoce el papel que juegan dentro del sindome diarré_!_ 

co. Es importante considerar la participación de los PRV yo aue actualmente se utili­

zan vacunas comerciales contra RV y como no cruzan antigénicamente, es posible aue 

los brotes de diarrea continuen a pesar ce la vacunación (7,39,50). 
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