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I. INTRCDUCCION

Los virus que mds frecuentemente estdn asociados a las diarreas en los cerdos son
los Coronavirus de la Gastroenteritis Transmisible de los cerdos (GTC) (21,39} de la Dig
rrea Epidémica, los Rotavirus (RV) (24,32,34,60) y ultimamente los Pararrotavirus (PRV)
(4,6,8,52). Existen otros virus menos frecuentes, pero quizd no menos importantes, co-
mo son los Astrovirus (6) y los Calicivirus (6,52).

En México actualmente no existen reportes en le literatura sobre brates de dia-
rrea en cerdos en los que estén involucrados los RV o fos PRV. En este trabajo se descri.
be el aislamiento de estos dos virus a partir de heces de lechones con diarreq.

Los RV s han involucrado como causantes de diarrea en diferentes especies ani-
males (3,20,24,28) incluyendo a los humanos (13,22,23,27,29). Los primeros informes
sobre el aislamiente de los RV en los cerdos, fueron hechos por Woode y Bridger en 1975
quienes describieron su patogénesis (59). Posteriormente los RV se aislaron en Australia
{45), los Estados Unidos (3,32) y el Reino Unido (34); en la actualidad se han detectado
en varias partes del mundo. Durante varios afios se dificults el cultivo de estos virus en
sistemas "in vitro" (24) pero al adicionar pancreating o tripsing ol medio de cultivo, se fa
vorecié la replicacidn de estos virus (60). Este hecho vino a acelerar el conocimiento de
los RV, tanto en el aspecto molecular ;omo seroldgico.

En 1982 Bohl y Bridger separadamente, informaron la presencia de virus semejante
a RV en confenidos intestinales y heces de cerdos con diarrea, por lo que provisionalmen-
te les denominaron Pararrotavirus (PRV) (4) o Rotavirus porcino antigénicamente diferen-
tes (8). Otros autores hon detectado PRV en la especie humana (19,42 ,48), y en aves (35)

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

userd el término (PRV) cuando se refiera a este probable nuevo grupo de virus, pero teniendo



en mente que todavia no se ha decidido sobre su status toxonémico. Los PRV, o dife-
rencia de los RV, no s han podido reproducir en sistemas "in vitro” a pesar de la adi.
cién de pancreatina al medio (4); ademas, debido a que hasta Gltimas fechas se han em_
pezado a detectar, los conocimientos que se tienen actuolmente sobre su importancia
epizootiolégica es muy limitada,

1. Clasificacién

Los RV s= han closificodo dentro de g familia Reaviridoe, género Rotavirus; en
esta misma familia estan incluidos ademds los géneros Reovirus, Orbivirus, Phytoreovi~
rus, Fijivirus y Cypovirus (10,29,55,40). Como unteriormente se menciond para el ca-
s0 de los PRV no se ha dado actualmente una decision oficial sobre un status toxondmico
pero pudiera pensarse que por las caracteristicas que estos virus presentan se lleguen a
considerar como un subgrupo del género Rotavirus o como un nuevo género de la fami-
lia.

2. Propie.dodes fisicoquimicas y relaciones antigénicas

Con la impoitante contribucién del microscopio electrénico a los estudios que s
han venido realizando sobre los diversos grupos de virus involucrados en las caqusas de dig
rrea en diferentes especies animales, se ha optade por nombrarlos de acuerdo a lg morfo-
logia que estos presentan (24). Por lo que toca a los RY, en 1974, Flewett (25) sugirid
el nombre de Rotavirus del latin rota (rueda) a los virus que por tincidn negative presen=-
taban una morfologia semeicmtg al de una ruedo;rotrus investigadores se han referido a
estos viryg como de la Gastroenteritis Infanti! (grupo Orbivirus) (36), o como agentes si-
milares a Reovirus (34,41,45). Actualmente existen evidencias de los diferencias tanto
moleculares como serolégicas entre Rotavirus, Pwﬁrrotaviru:, Reovirus y Orbivirus (4,23,

29,46,49,52). Los RV poseen una morfologia icosaédrica y so pueden obswervar al micios
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copio electrdnico como particulas con una sola cdpside (capside interna), con un
digmefro gproximado de 55-60 nm, y tienen una ¢2nsidad de 1.38 gr/ml en grodien
tes de cloruro de cesio (49,60). Es mas comin observar @ los RV con cépside doble
lcépside externa) con un diémetro promedio de 65-70 nm que poseen una densidad
de 1.36 gr/ml en el mismo tipo de grodiente (29,49,60). Se ha demostrado aue en-
tre los RV de diferentes especies animales existe un grupo ontigénico comin osocia-
do g la cépsi(.je interna (5,2036,44,52,61). Parece ser aue la infectividad de estos
virus en cado especie est@ asociada exclusivamente con las particules con capside .
externa mieniros que los virus que sdlo poseen la cdpside interno probablemente no
tienen poder infectante. Trabo]o§ gue se han reclizodo con el RV SAT1 de Simio,
han demostrado que poseen cinco proteinas estructurales VP, VP2, VP3, VP6 y VP7
de las cuales VP, VP2 y VP6 o encuentran en lo cépside interna, mientras que las
otras dos VP3 y VP7 estén en la cépside externa (1,18}, Cuando se adicione tripsi~
na al medio, para simuler les condiciones presentes en el intestino defgado, el VP3
se rompe para formar dos productos fincles que son VP5 y VP8 respectivemente; pa-
rece ser que estos sirven como receptores para unirse y penetror a los célules (18).

En relacién a los PRV estos también tienen morfologfa icosoédrica y s pre-
sentan en las dos formas, y con los mismos diametros que los RV por lo que a nivel
de microscopia electrénica son précticamente indistinguibles (19,52),

En relacidn a antigenos comunes enfre los diferentes aislamientos, porece
ser que casi no exisfen_, ya que solo en un caso se ha demostrado reaccién ecruzado
entre dos cepas (4). En todos los aislamiantos de PRV se ha observado que no c:u-

zan ontigénicomente con los RV de varias especies, nf con Reovirus y Orbivirus



por lo que se ho sugerido que los PRV pertenecen a un grupo diferente, ounoue olgu-
nos autores lo incluyen como una variedad de RV {4, 6,8, 35,42, 48, 52).

Tante los RY como los PRV poseen un genoma compuesto por 11 segmentos de
acide ribonucléico de doble cadena (ARNde} (4,8,12,16,19,35,42,49,56) que pue-
de ser exiraido con fenol saturado, dodecil sulfoto de sodio o con 2 mercaptoetanol .
Cuando se hace la electroforesis da2t ARNde en gal de poliaerilemida, los segmentos
migran en forma caracteristica por lo que es focil de distinguir entre los RV y los PRV
4,8,19,23,35,48). Los RV son resistentes o los écidos y &lcalis en un rango de pH
3-9, asi como o temperoturg de 56°C durante ¥5 minutos y por lo menosda 7 0 8 me_
ses n 18-20°C. Se inectivon con etanol ol 70% e hipoclorito of 1% (60).

3. Patogenio

Desde el punto de visto onotomofisiolégico, la mucosa del intestino delgado
esta comformeda por los vellosidades y las criptas aue estan cubiertas por célulos
epiteliales que intervienen en el proceso digestivo del intestino. En la regidn dis-
tal de las vellosidades =2 encuentran células encorgadas de la absoreidn de fos nu-
trientes, mientras que en los eriptas las célulos secreton fluidos provenientes de lo
sangre hacio el lumen intestinal. Normalmente la absorcion por parte <o los célu--
las distales es semejante a la secrecién de las criptas; o esto = debe en gran porte
que las heces presenfen consistencia normal.

Los RV y log PRV atacan o los célules epiteliales de las vellosidodes y depen
dizndo de su potogenicidad pueden pravocar diferentes grados de descomoci6n> celu~

lar, afrofie y disminucién de la absorcidn de liquidos y nutrientes(3, 4, 38, 41,45,51),

"Al encontrarse estas sustancios en la fuz del intestino acorrean por efecto ombtico



fluidos y electrdlitos del animal lo que se monifestard clinicamente por diarrea y lo
consecuente deshidratacion (4,24,58,60). Entre mayor sea fa descamacion celulor,
moyor serg la probebilidad de que el animal muera.

4, ngnos clinicos y lesiones

La propogacién de los RV v PRV entre los animales es ;;or via fecol-orel.
Los {echones infectados de manerag natural y lechones infectados experimentalmen-
te muestran signos clinicos simitores dzntro de las primeras 16 a 24 horos de lo in-
' feccidn (3,4,7,33); generalmente hoy dapresion, desgano ol movimiento y vamito
ocasional inmediatamente despuds dela alimentacién (4,24,60). L eolor y la con-
sistencia de las heces varia de amorillo o verdoso y puede wr acuosa, w:misdlida o
pastosa dependiendo en gran porte de lo dieta. La mortalidad de los animales es va
riable segin la patogenicidad det virus; cuando ocurre, genercimente es entre los 2
y 4 dios después de que ha empezado la diarea y es debida o la deshidratocién e -
vera y al sindrome de mala absorcidn que impice que los animales se nutran (60).

" A la necropsia los intestinos aparecen con las paredes delgadas, frensparen
tesy pueden. contener mas fluido del usual. En cortes histolégicos hay acortamien
to de las vellosidades que ven desde el duodeno af Tleon de acuerdo a la severidad
de lo infeccidn (4,11,38,41,51). En ciertos &eos, los lesiones pueden estor 1imi-
tedas o lo pérdide de unos pocas células en el extremo de la vellosidad acompafada
por infiltracién de células polimorfonucleares (4,38). Llos infeccionesen el cerdo
provocadas por RV, PRV y coronavirus de la Gastroenteritis Transmisible en su for-

’ .
ma enzodtica pueden ser confundidas ciinicamente sin embargo, la durecion de la

diarre o, la deshidratocion y las pérdidos por muerte son més elevadas cuando el



agente responsable es el coronavirus,

5, Diagnéstico

En los problemas de dicrreq es indispensable el conocimiento de los agentes
etiolégicos involucrados, pues de otra manera no s podrd realizar un tratamiento y
control adecuado. Se he observado que un mismo microorganismo puede ccusor di-
ferentes grados de intensidad de la diorreq; esto obviamente depende de verios fac-
tores tales como {a edad del animal, el estado inmunolégico especifice, la patogeni
cidod del agente, la dbsis, etc.

Es indispensable conocer primeramente algunos datos aue pueden ser impor -
tontes, tales como la historia del brote y los signos clinicos, para pesteriormente re.
currir a las técnicas de diagnastico disponibles. El diagnéstico de los RV y PRV &
puede |levar a cobo de manero mas exacta si los exdmenes = reclizan de preferen-
cia en las primeros 24 horas del inicio de las diarreas, yo %a o portir de heces re-
colectades del cnimal infectodo o de improntas de mucoso intesting! o fragmentos de
intestino delgado congelados que s seccionan con un cridstato, y se tinen con enti=
cuerpos flucrescentes (4,11,38,41,44,52); los virus en los heces pueden detectarse
por medio de! microscopio electrdnico pero no se puede diferenciar entre RV y PRY
(4,6,8,49,52). También e puede detectar el ARNdc del virus por extraccién con
fenol saturade o por cromatografia y posterior electroforesis en gel de poliscrilamida
(4,8,12,14,19,26,42,47,57); otras pruebas de diagndstico han sido lo contrainmuno
e lectroforesis (5,20,29,36) y las pruebas inmunoenzimaticas como ELISA, enire otras
19,20,29). Pora poder diferenciar o los RV de los PRV se pueden utilizar técnicas

serolégicas, inmunoenzimaticas o ln electroforesis del ARNdc viral, pero lo micros



copia efectronica no es recomendoble por las razones expuestas anteriormente .




1, CBIETIVOS

a. Determinar la presencia de Rotavirus y Porarrotavirus en heces de lechones
diarréicos por medio de diferentes técnicas de diagnostico como son la contrainmuno-
eleciroforesis, la microscopia electrénica y la electroforesis del aeido ribonucléico
viral.

b. Determiner si los virus aislados causan enfermedad en lechones susceptibles.



Hi. MATERIAL Y METGDOS

Muestras de heces.- Se recolectaron un total de 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 fes cuales 58 fueron tomadas ol azer en diferentes granjas def
pais {Grupo 1) y 114 s obtuvieron de un brote de diarreas ocurrido en Texcoco,
Edo. de México (Crupo 2). Las muestras se recolectaron en frascos de vidrio de
boca ancha y algunas en bolsas de nylen; estas se mantuvieron o ~20°C hasta aue e
analizaron por contrainmunce lectrofore sis {CIE), microscopia elecirénica (ME) y e~
lectroforesis del ARNdc viral o Rotaforesis (RF),

Animales. - Para el aislamiento y pases de los virus sek utilizaron un total de
21 lechoneas de 1 dia de nacidos, de los cuales 16 fueron privados da ingerir calos~
troy 5 se dejaron colostror, Los animales se mantuvieron en condiciones asépticas
en cajas de aislamiento y fueron alimentados con leche maternizada (Nesbrum) con
Nitrofuracin (INFZ-Soluble concen;rado; Labs. Norwich pharmacal CC. de México), -
arazén de 1.5 gr/lt 3 veces ol dia.

Tratamiento de las muestras

Purificacion de los virus para o prueba de CIE.- A 2-3 ml de heces se les
adiciond un volumen igual de solucién salina fisiolégica (SSF) se agitd duronte 2 mi-
nutos en yn vortex y se agregé un volumen de 5 ml de Freén TF (Lob. Unidn Carbide),
la solucién fue nuevamente agitada durante 15 minutos y se centrifugé 0 1200x g a
4°C durante 60 minutos. La fase ocuosa fue extroida y a cado ml se le agregd 0.19
mb de Polietilenglicol 6000 /PEG) (Lab. Sigma) al 50%. Nuevamente e ogité la mez

cla en un vortex durante 2 minutos y se incubs o 4°C durante todo la noche; se centri
3 i)



fugd a 33000 x g a 4°C durante 75 minutos y el precipitado obtenido fue re suspendi-
doen 0.3 ml de 55F; esto fue usado como antigeno viral (12).

Purificacidn de los virus pora la prueba de ME. - Se utilizaron dos técnicas :
a. Purificacién con baju y alta velocidad.~ Se tomaron 2 ml de la muestra de heces
y se adiciond un volumen igual de SSF; después de 2 minutos de agitacién en un vor-
tex se sometid a sonicacién a 20,000 cicloy/seg durante 10 minutos; posteriormente
se centrifugé o 33,000 x g a 4°C durante 75 minutos, una vez concluide la centri-
fugacién el sedimiento se desechd y el schrenedante se volvid a centrifugar @ 80000
x g a 4°C durante 75 minutos; el sedimiento obkenido se suspendid en.0.3 m! de o~
gua bidestilada quedando listo pere ser tefiido con Gcido fosfotungstico.
b. Purificacién con una verignte de la té¢nica de baje y alta velocidad, ~ S toma-
ron 2 ml de heces y s adiciond un volumen fgual de SSF; después de 2 minutos de
agitacién en un vortéx se sometid a sonicacidén a 20,000 cicloy/seg durante 10 miny
tos, po&feriormente se agregd 5 ml de Fredn TF y e ogitd vigorosomente durente 15
minutos; s centrifugd 0 33,000 x g « 4°C durante 75 minvtos, la Faee acuosa se ex
trajo y se agregd 0.19 m} de PEG al 50% por cada ml de fose acuosa obtenida; s in -
cubd a 4° C durante toda la noche y = centrifugd a 80,000 x g a 4°C durante 75
minutoes; el ssdimiento obtenido se suspendiden 0.3 ml de ogua bidestilada quedande
listo para ser teffido con écido fosfotungstico.

Exiraccién del ARNde viral pora lo prueba de RF.~ Se tomé 1 mi de la mues-
tra de heces, se agregd 1 ml de SSF y se sometid a ogitacién durente 2 minutoy, A
partir de esta solucién se tomd una alfcuota de 0.2 ml y ¢ le adicionaron 0.2 mi de

una solucién conteniendo dodecil sulfato de sadio (DSS) al 6%, 2-mercaptoetanol o
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0.6% y écido etilendiaminotetracético €DTA) 36mM (12, 26); posteriormente se agre~
garon 0.2 m! da fenol soturado y s agitd durante 2 minutos; inmediatamente después
se agregaron 0,2 ml de cloroformo y s ogitd nuevamente. Una vez concluida la agi
tacion, se sometid g cenfrifugacion a 1,200 x g a 4°C dwante 15 minutos pora se~
parar la fose acvosa que contiene el ARNde viral,

Descripcion de las 3 técnicas usadas en el diogndstico.

A. Contrainmunoelectroforasis (CIE)

Fundomento.~ Se basa en que al mezclar el antigeno viral con una solucion
amortiguadora de pH 8.6, este se cargue negativamente y fenga ofinidad por el éno~-
do. Estg mismo solucién amortiguadora se usard para preparar una fose sdlida alcali-
na de agarosa sobre la cunl el antigeno s2 sometera a t;rn cierto voltoje frente a un
anticuerpo especifico. En estas condiciones las gammaglobulinas prdcticamente no
estén cargadas por lo cual solo serén arrastradas por la fuerza electroendosmética de
la fase solida hacia el cétodo, para formar en su encuentro con el antigeno una ban-
da de precipitacion (30}.

Material utilizado:

- Aparato completo para electroforesis (Horizontal)

~ Portgobjetos lirﬁpios y desengrosados

~ Agarosa

- Azida de sodio 0,5%

- Sol. amortiguadora de Barbituratos 0.1M pH 8.6, fuerza iénica
0.05 (Labs. Sigma)

- Suero hiperinmune anti-rotavirus bovino*

* obtenido de terneras gnotobiéticas en la U. de Nebraska, U.$.A. y proporcionado ama-
blemente por el Dr. Alfonso Torres-Medina.

1) -



~ Antigeno viral problema

- Control positivo: antigeno viral de rotavirus bovino *

- Control negativo, SSF

Procedimiento

1. Preparar uno solucién al 1% de agorosa disue lta en un solvente formado por una
porte de agua destilada y ofra de solucién amortiguadora, favéreciendo la disolu~
¢cién de la agarosa por calentamiento (2,36).
2, Verter cuidadosamente y con uno pipeta salucién de ogarosa sobre 2l pon'oobie. -
to, procurando que este Oitimo quede cubierto completomente; dejor gelmcot" a tem
peratura ambiente (2},
3. Sobre la agarosa hacer perforaciones circulares de aproximadumente 2 mm de dig
metro por pares dejando una seporacion de 5 mm entre cada perforacién (2,36).
4. Verter suficiente solucién amortiguodora al compartimiento de cada polo en la
cmora pora e lectroforesis, cuidando que los polos queden sumergidos, posteriormen
te sobre el separador de los compartimientos colocar horizontalmente y en serie los
pdrtacbjetos preparades,
5. Cemrar el circuito con cintas de pape! filtro humedecides con solucién amortigue-
dora {(como se muestro en la Figura 1) y conecter los polos a la fuente de poder.,
é. Prender 1o fuente de poder y ajustar la corriente a 6 -~ 8 mAmp por cada portoob-
jetos durente 15 minutos con el fin de homogenizer el sistema y opoagerlo (2).

7. Diluir 1:2 los antigenos virales con la solucién amortiguadora y depositar separa-

* obtenido de terneras gnotobidticas en la U, de Nebraska, U.S.A. y proporcionada
amablemente por el Dr, Alfonso Tores-Medina,
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Figura 1

Representacion esquematice del aparate utilizedo pore la contrainmunoelectroforesis

A fuente de poder

B camora de electroforesis

C lominilles con agarosa
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" damente ung pequefa alicuota en diferentes perforaciones cercanos al cétodo ( - );
anotando su respectiva posicidon, mientras que el antisuero deberd ser depositado
en los pol;zs opuestos cercanos al dnodo ( + ) (20,34).
8. Aplicar nuevamente la misma intensidad de corviente cue en el punto 6 pero
ahora dur;unte 60-90 minutos.
9. La lectura e hace eh camara de fondo obscuro.

B. Microscopia electrénica (ME)

Dentro de las técnicas para observar particulas virales al ME estan la de
sombreado con tetraéxido de osmio, la tincidn positiva con acetato de vranilo y
la mds comin, la tincién negativa con aeido fosfotungstico (37,43).

Tincidn negativa con acido fosfotungstico

Fundamento.~ Se basa en la utilizacidn de soles pesadas como el eido
fosfotungstico o el fosfotungstato de sodio, que tenen la capacidad de penetrar en
los espacios de lo estructura conformacional del virus provocando una imagen obscu.

ra al ser irradiados por una fuente de electrones,

Materiales utilizados

- Microscopio electrénico Phillips ME 300
-; Acido fosfotungstico af 2%, pH 7
- Formvar al 2.5% en dicloroetileno
- Refitlas de cobre
= Nebulizador
~ Virus semipurificado

'« Cajas de Petri

.14 -



- Pinzas

= Papel filtro

- Portacbietos limpias y desengrasados

- Cubeta de vidrio de boca ancha

Procedimiento
1. Sumergir un portaobjetos limpio y desengrasado en la solucién de formver ol 2,5%
durante 10 segundos y sacarlo.
2. Ponerlo en posicién vertical y dojerlo secar.
3. Raspar los bordes del portaobjeto con el fin de despegar las orillos de pelfcula de
formvar.
4, Llencr la cubeta con agua destilada de preferencia fria hasta el ras e ir sumergien
do suavemente gl portaobjetos con la pelicula de formvar impregnada; se observa que
la pelicula queda sobre la superficie del ogua.
5. Con las pinzas especiales depositar sobre ellg las rejillas de cobre; rapidamente se
adhieren o esta pelicula.
6. Con un pedazo de parafilm recuperer la pelicula completa y se deja secar.
7. Recolectar las rejillas y ponerles sobre pepel! filtro, fijo.
8. A partir del purificade viral preparer una dilucién 1:2 con el &cido fosfotungstico y
depositar esta solucion en un nebulizador,
2. Con el nebulizador s reclizan atomizaciones sobre las refillas de cobre.
10, Se deja secar en caja de Petri cerrada y posteriormente se observan al ME .
C. Rotaforesis (RF)

Esta es una Kcnica relativamente nueva, posee uno gran sensibilided y es de
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gren valor para el diggnéstico de los RV y PRY,

Fundemento .~ Estd baseda en tometer o electroforesis el extracto purificado
de ARNdc viral aue estd compuesto de 11 segmentos de diferente peso molecular oue
dan un patrén de migracién electroforética caracteristico.

Material utifizado

- Aparato completo para electroforesis (Vertical)

- Cenirifuga

~ 2 vidrios lisos de 12 x 16 cm limpios y desengrasados
- 2 seporadores de pléstico de 2x 12 em

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

- recipiente de vidrio

- guantes pare cirvgia

~ fenol saturado

~ Cloroforma

- Mezcla gliceral-bromofenol

- Sol. de poliaerilamida al 30% (acrilcmid&bismcrﬂcmida) ‘
- TEMED (NN, N', N' - tetrcmetileﬁlendiumina)

- Persulfato de amonio ol 10%

- dodecil sulfato de sodio (DSS) af 10%

- Tris {hidroximetil -aminometano)

- Sol, ‘Tris amortiguadera, 1.5M pH 8.8

- Sol. Tris amortiguadora 0.25M pH 6.8

~ glicina
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- metanol
- &cido ocético
- nitrato de plata 20 mM
= NaOH 5M
~ Formaldehido
~ Extracto de ARNdc viral problema
- conirol positivo, extracto de ARNdc viral de Rotavirus SA11
de simio”
~ contro negativo, fenol saturado
Procedimiento
1. En una superficie plana engrasor moderadamente los 2 separaderes y depositarlos a lo
ancho de los extremos de uno de los vidrios. Posteriormente a manera de  emporedodo
depositar sobre estes, el otro vidrio procurando que formen un espacio entre ellos y sus
extremos coincidan perfectamente; colocarlos sobre la cémara para electroforesis como
lo indica ta figura 2 y cerciorarse que no existan fugas.
2. En un matraz Erlenmeyer de 125 ml preparer una mezcle de la siguiente meanera:
7.5 ml de sol. Tris amortiguadera, 1.5M pH 8.8
12.2 m| de agua destilada
10.0 ml de solucién de poliacrilamida af 30%
300.0 ul de Persulfato d= Amonio al 10%
15.0 ul de TEMED

con una pipeto depositer esta mezcla hasta llenar aproximademente 3/4 partes del

* Mantenidos en la linea celular MA-104 y proporcionado omeblemente por el Dr, Romi=
lio Espejo Torves.
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espacio entra los vidrios y dejar polimerizar a remperatbru ambiente .
3. Una vez polimerizado, preparar otra mezcla de la siguiente manera:

7.5 m! de sol. Tris amortiguadara, 0.25M pH 6.8

19.2 ml de agua destilada

3.0 m! de solucion de poliacrilamida af 30%

300.0 ul de DSS al 10%
300.0 u! de persulfato de amonio of 10%

15.0 ul de TEMED
y. depositarla con ung pipeta hosta lHenar el espucio sobrqnte;‘ inmediatamente después
insertor sobre este espacio el peine y dejor polimerizar.
4. S extroe can cuidado el peine auedando asi 20 espacios {carriles) libres donde se
depositaran las muestros, _
5. Mezclar en un tubo de vidrio 50 ul def extracto de ARNdc viral problema con 10ul
de la solucidn 'glicercll-bromofenol (12). Depositor esto mezcla en uno de los carriles
del gel, anotando la posicién correspondiente, Esto mismo se hoce para las muestros
que se auieran analizar y s 3eiu vn caril lik;re para depositor una muestra positiva
como control,
6. Una vez colocadas los muesiras en el gel se quitan las bases de la cémare do tal
farma que el extremo inferior del gel quede expuesto a la solucidn Qmorﬁguudoro‘ Pas.
terformente s introduce al estuche de la camara como e observa en lg figura 3.
7. % p}epara une solucién amorﬁguadom Tris~Glicing-DSS (31)'y cuidadosamente se
adiciona al intericr del estuche de la cémara procurando aue el nivel de esta solucisn

hage contacto con lo parte inferier del gel (y por lo tanto con el dnodo integrads a la
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Figura 3

Montaije del aporato otilizado poro la rotaforesis

A fuente de poder

B gel de poliacrilamido
1 catodo
C solucidn amortiguadora
‘ 2 anodo
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camara); posteriormente es lenado el compartimiento aue se encuenira en la parte su-
perior de la camara donde estarén depositadas las muestras {y por lo tanto con el céato-
do integrodo a la cémara), de tal forma aue los polos han quedade cubiertas por la so-
lucidn amortiguadora pero conectados a través del gel.

8. Seconectan los polos a la fuente de poder, s ajusta la corriente o 20 mAmp (35V)
y se mantiene hasta que el colorante haya migrado o lo largo del gel, hocia el énodo,
y safga.

9. Se apoga la fuente de poder y s soca la cémara del estuche, los vidrios son sepa-
rados cuidedosamente (usande guantes de cirugio para no monchor de graso el gel de
fo contrario afectard la ﬁqcién) y el gel es depositado en un recipiente de vidrio con
teniendo etanol, Gcido acético y agua destilada (26). Despuds de media hora esta so-
lucidn se retira y se adiciona nitrato de plata 20 mM (9,26} y después de media hora
esta es retirada.

10. Se agrega suficiente agua destilada al gel para lavor el exceso de nitrato de pla-
ta y los segmentos son iresuelfos: con una solucién revelodora (9,12,26,57). Una vez

que aparezcan los segmentos la reaccién se detiene con acido acético (9).
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IV, RESULTADTS

Los pruebas de diagndstico e empezaron a hacer con las 58 muestras de heces
de! Grupo 3; utilizandose primeramente le CIE, Cuando se habia analizado un totel
de 48 muestras de heces = fenfan ya 4 muestras (codificadas de acuerdo a la lista de
control, con los ndmeros: V originaria del Edo. de Sonorg; 21, originaria del Edo. de
Sinaloa. 23, originaria del Edo. de Sonoray 35, originaria del Edo . de Michogcan
respectivamente) que habfa presentado reaccién positiva ante los anticuverpos utiliza-
des en la prueba. Por lo que se decidid obmrvarlas ol ME, Al realizar los examenes
por ME s observé que tanto en la muestra | como en la 23 habfan particuies virales;
y que predominaban particulos con capside externa, mieniras que en fas muestres 21 y
35 no se observd nigln tipo de particula viral, Pera corroborar estos resultados, los 4
muestres fueron tratadas pora ser analizades por RF. Con esta prueba nuevamente =
obtyvieron resultados positivos, tanto en-la muestra 1 como en lg 23, no asf en el caso
de muestras 21 y 35. Los patrones de migracion electroforética de las muestras 1 y 23
fueron diferentes entre ellos mismos y sélo uno (muesrrﬁ 1) fue caracteristico de RV &
ocuverdo al patrdn formado por el RV SA11 de simio utilizado como control y la litera~
existente (12,14,23,24, 26,28,29,47,57); mientras que el otro correspondia al de un
PRV de acuerdo a la literatura (4,8,19,23,35,42,48). Estos resultados sugirieron que
que la CE estaba dandoAresu!todos falsos positivos por lo que no era muy conveniente
seguir utilizandola. Debido a la ventaja de poder diferenciar a los RY de los P.RV por
medio del palirén de migrocion electroforética las 10 muestras de heces restantes fueron
analizados exclusivamente por RF entre las cuales e logrd démetcr en la muestra 561a

presencia de RV (muestra originaria de Logos de Moreno, Jol.).
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Respecto a las 114 muestras de heces del grupo 2 provenientes de Texcoco,
Edo. de México todas fueron analizadas por RF y algunas por ME. En este grupo se
se obtuvieron 51 muestras positivas a RV v 2 a PRV lo aue corresponde a un 44.73%

y 1.75% respectivamente. Hasta agui’ se hobla logrado detectar, 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 de la siguiente manera:

Grupo !

Muestra 1: Rotavirus Sonora-1

Muestra 56: Rotavirus Jalisco-1

Muestra 23: Pararrotavirus Sonora=23

Grypo 2 ‘ -

Rotavirus-Texcoco | |

Pararrotavirus Texcoco=-2

Pararrotavirus Texcoco-110

Cobe mencionar que las tres cepas d= RV presentaron el rﬁismo patrén de migra
cién electroforstica, mientras que un las cepas de PRV el pafrén fue diferente entre e-
Hos mismos.  Esto se representa en la figura 4,

A partir de esta variedod de aisiamienrés se seleccionaron arbitrariamente o
los RV Sonora-! y PRV Sonora-23 {cuyas morfologias y patrones de migracién electro-
forética se muestran en las Figures 5,6 y 7) paro prober la potogenicided de estos virus
en lechones susceptibles.

Resultados obtenidos con los RV Sonora~l,- Con o muesira de heces original

se realizo uno serie de 3 pases en un total de 8 lechones privados de calostro, utilizan~
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Figure 4

Representacién esquemdtica de |os patrones electresoréticos de di-
ferentes aislamientos de virus en heces de lechones diarrdicos

GRUPO 1 2 3 4 5 6 7

A . —

B b
O s gy P

C ————h

D — . Gmt— ———— —

CARRIL ROTAVIRUS CARRIL  PARARROTAVIRUS

1 Cepa Sonera - | '5 Cepa Sonora - 23
2 Cepa Jalisco - | 6 Cepo Texcoco =110
3 Cepa Texcoco - | 7 Cepa Texcoco -2
4 SA - 11 (origen simio)
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Figura 5. Rotavirus, partfculos con doble copside, en Figure 6, Pararrotavirus, particulas con las
algunes se aprecia la penetracian de colorante ial ge- mismas carocteristicas morfolégicas del ro-
noma. tavirus.

A B C

Fig 7 Migraciones electroforéticas de los extroc~
tos de ARNdc-del RV Sonora~I(A), RV SAT1(B) y
PRV Sonora-23 (C) respectivemente.
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do como indculo en cado pase 5 mi de una dilucién 1:5 de heces en solucidn soling
cmortiguadoro de fosfatos (SSAF) administrades por vio oral. Es necesario mencio-
nar que el Dr. Romilio Espejo aisld el RV Sonora-1 en cultivos celvlares utilizando
fa linea MA-104 con adicidn de tripsina, pero no el PRV Sonora-23.

Se probd lao patogenicidad :del virus aislado en cultivos celulares utilizan~
do 3 lechones privados de calostro para inocularles por Iu‘ misma via, a uno, 9 ml
del sexto pase del virus en células MA-104 y a los 2 restantes, 1.5 ml del noveno
pase. En fodos los poses se anots el periodo de incubacion del virus, los signos clf
nicos que presen‘aron fos animales. Los resultados obtenidos en este experimento se
muestran en el cuodro 1. Ademés se midid el grado de excrecin de virus (con base
en la infensidad que presentaron las bandas en el ge!) de acuerdo al tiempo después
de la inoculacién (Figure 8),

Resultados obtenidos con el PRV, Sonora-23.- A partir de lo muestra ori-
ginal s realizé una serie de 2 pases en un total de 3 lechones privados de calostro,
anotando en cada puse e periodo de incubacion del ‘virus, los signos clinicos y resul
tados obtenidos al examinar las heces recolectadas en coda pase por ME y RF. Estos
resvltados s nwestran en el cuadro 2. Con este mismo virusvse realizé un tercer pa-
e utilizondo 2 lechones privados de calostro y 5 lechones cnlestrado&; e onotd el pe
riodo de incubacidn, los signos clinicos y se midié el grado de excrecidn de virus en
los heces.

Los resultados s2 muestran en el cuadro 3y la figura 9.
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Cuadro )

Resultado de la inoculocién de rotavirus,  Sonora-!
a cerdos a 1 dlo da adad privadoes do calostro,

mantenida en lechones y en cultivos celulares,

Inéeulo Posos No.de - Perfodo de In. Signes clinices Microseopia  Rota
lechones cubacién (brs.) Vénite Dierrea Mrerta  electénica  foresis
Heces (o) Primero 2 v 18 hrs 2/2 2/2 0/2 ND ND
Segundo 4 17 =18 hrs 34 4/4 /4 + +
Tercero 2 17 =18 hes 2/2 2/2 12 + +
Cultivo  Sexto 1 17 =18 Iys 1/1 1/1 01 ND +
Celular ,
(b) Noveno 2 17 =18 hrs 2/2 /2 /2 ND +

{a) El virus so ho mantenido en lechones no calostrades
(b) El virus se ha adaptado a célulus MA-104
ND = No detorminado.



Figura 8

Cinética de la excrecién de virus en heces de lechones de 1 dia
de edad inoculados con Rotavirus Sonora~l

3 -
grado de
excrecidn 2
{rotaforesis)
14
3 " . s

24 48 72 hrs después de la inoculecidn
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= Cuudro 2

. Resultados del primero y segundo pase del porarrotavius porcine  Sonora~23  dado en le-

chones de un dia de nacidos privados de calostro.

Pases(®)  No. de . Periodo de Sig;\cs elihicos &) Microscopia Rotoforesis(c)
lachones incubacién (hrs)  Vémito Diarrea electrénica

Primero 2 : 14-18 /2 /2 ¢+ o+ » +

Segundo 1 18 v o\ + K

o) Cada animal fue incculado con § ml de haces diluidas en SSAF (V:5) por via oral
b) Los animales continuaron con estos signes ¢linhicos hasta Ios 48 heras después de la ino-

culacién en que se sacrificoron.
<) En todas las muestras de heces el patrén electroforético fué idéntico.
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Cuadro 3

Resultados del tercer pase del pararrotavirus porcino  Sonora-23  hechos en lechones -
do un dia de nacidos privados o no de calestra,

Lechones Ndmero Periodo de : Signos ¢clinicos Excrecién de
incubacién(hrs) Vémito Diarrea Muorte Virus\a

Sin calestro 2 14-17 2 22 220 2/2

Calostrados 5 17-47  NH o gysle) T NH 5/5

1

a} Se determing por rotafordsls
b) La muerte ocurrié a las 33 horas de inoculados ,
c) Los animales tuvieron diarrea por aproximadamente 24 horas y se recuperaron

NH) No hubo



Figura 9 -

‘Cinética de [a excrecién de virus en heces de lec_hones.dc Y diade
edcd ineculudos coa Percrrotavirus  Sonora-23

3 - .

2 '
grodo de ] i I
excrecién
(rotafcresis)

1+ )

o

14.0 22,5 31 - 39.5 48 hrs después de la inoculasién
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V. DISCUSION

El diagnéstico de las enfermedades diaméicas en los cerdos actantes juegan
un papel muy importante debido a que en ellas pueden haber una participacién simul
fénecv de varios agentes etiolégicos. Algunos de los criterios que se tomaron para con
siderar las 172 muestras de heces analizadas en este trabajo como sospe chosas de con
tener RV o PRV fueron la edad de los animales enfermes, los signos clls'nicos auve estos
presentaban y la olta morbilidad y baja patogenicidad pare los animales en la granja.

Como el objetivo de este trabajo era detectar la presencio tanto de RV co=
mo de PRV y aislarlos, se utilizaron las 3 técnicas de diagnostico antferiormente des-
critas. Lo técnica de CIE ha sido utilizada para la deteccién del antigeno viral te-
niendo lo ventaja de poder utilizer un suero hiperinmune anti-rotavirus de cualquier
especie ya que cruzan entigénicamente. Segin la clasificacién de diferentes técni~
cas para la defeccidn de RV descrita por Kapikian y colaboradores (29) la CIE es con
siderada como una prueba sensible. Es probable aue los resultados falsos positivos ob
tenidos con esta prueba podrian deberse a que el antigeno yiral no estaba realmente
purificado o que el antisvero utilizado es poco especifico. Respecto a la ME y la RF
aunaue las 2 presentan ung sensibilidad muy semajente segén Kapikian y colaborado-
res, en este trabajo se vid que la RF ofrecidé mucho mas ventajas, algunas de ellas
fueron: la no utilizacidn de un aparato considerablemente costoso, no es nzcesario
la utilizecidn de un enticuerpo ademés de que se pudo diferenciar facilmente RV de
PRV en la misma prueba. En relacidn al patrén de migracién de los 11 segmentos de
ARNdc del RV, este puede diferir ligeramente entre otro de [o misma especie (14,15,

16,17,27), y hay diferencios mas marcadas entre los virus aislados de diferentes es-
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pecies (23,27,28,47). Esto se puede observar en los 4 primeros carriles de lo figura 4
si s2 comparan los patranes de RV con el RV SA 11 de simio; sin embarge, se conser-
va la distribucién de los 4 grupos de segmentos repre sentados como A, B,C y D respec=
tivamente lo que los hace caracteristicos. En el caso de los patrones de PRV mostra-
dos en los carriles 5,6 y 7 respectivomente se observa que existe una gran diferencia
en el promedio de la migracién de los 11 segmentos tanto entre elios mismos como del
RV SA) de simio y los diferentes aislados de RV, Estaes una caracteristica de. los
PRV (4,8). Llos segmentos se pueden onalizar por grupos; por ejemplo, en el caso del
patrén mostrado en ef carril 5 el grupo C estd conformado Gnicamente por 2 segmentos,
mientras que el grupo D por 3; en el caso del poirén mostrado en el carril 6, el grupo
B estd formado por 3 segmentos y el C por 2, esto mismo ocurrié con el patrén del co-
rril 7. Es necesario mencionar que nol sé realizaron pruebas serolégicos para compro=-
bar si los 3 virus de PRV cruzan antigénicamente.,

Por lo que respecta a la patogenicidad de los RY y PRV se observd que tan- |
to en el caso de animales inoculados con heces y con el RV adoptado en células MA-
104, el periodo de incubacién fue el mismo en todos Ios‘pases. Los signos clinicos
fueron idénticos en todos los animales inoculados con RV y PRV siendo sewiejantes a
los que se observan en el campo. A partir de estos resultados puede pensarse que tan
to el virus en heces asi como el virus adaptado en cultivo celular conservan su pato-
genicidad, (cuadro 1,2 v 3). Er}.fnelacién a la pategenicidad del PRV hubo uno dife-
rencia importante entre los leqh::nes sin calostrar y calostrados. En los primeros, la
enfermedad fue mGs severo ob;;g‘rvéndose vdmito y diarrea mientras que en los animoles

calostrados preszntaron diariéa ligera durante un perfodo de 24 horas y s recuperaron;
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esto podria atribuirse a ung posible proteccidn por parte del calostro, como se ho su-
gerido (7,50,53,54,62). El grado de excrecidn de los virus en las heces s2 midis por
RF y se encontrd que dentro del rango comprendido entre las 24 y las 72 horas despusds
de la inoculacion es posible detensr In presencia de virus en las heces (Figura 8 y 9).
De manera general, los resultados obtenidos muestran que en un brote de dig
rrea de lechones puede participar tanto RV como PRV y esto se vid en el caso de las
muestras del grupo 2. El bajo porcentoje de aistamiento de PRV he sido reportado tom
bién en otros paises pero se desconoce el pepel que juegan denfro del sindome diaméi
co. Esimportante considerer la perticipacidn de los PRV ya aue actualmente se utili-
zan vacunas comerciales contra RY y como no cruzan entigénicamente, es posible que

los brotes de diarrea continuen a pesar de ly vacunacion (7,39, 50).
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