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RESUMEN.

Los yotavirus patogenos entéricos, que afectan a una gran diversidad de especies;
son la etiologia mas importante en diarreas agudas en neonatos, r1etraso del crecimiento
asociados a atrofia de vellosidades intestinales. Existen 14 reportes sobye rotavirosis en
caprinos, a mayoria de esto no ha logrado establecer la importancia de la infeccidén en
captinos. Los objetivos del estudio; el aislar y replicar una cepa de rotavirus de origen
caprino; establecer la infeccién por rotavirus en ¢l modelo caprino; determinar la
participacién de la inmunidad pasiva materna en el desarrollo, establecimiento y secuelas
de la infeccién por rotavirus en caprinos domeésticos; establecer la infeccién experimental
en ovinos con un aislamiento de caprinos. 230 muestras (heces); 5 positivas, por rotaforesis,
(patrén  Giupo A), a partir de estas se generd un abasto viral in vitro. Se inocularon 26
caprinos y 5 ovinos. La infeccion se establecié en 8/26 caprinos, en ovinos fue negativa.
La prevalencia de rotavirus (30.7%), (26.92% Alpina, 3.85% Toggenburg), (23 08%
hembras). Los animales provenian 10 de 1aza definida (Hato positivo 1otavirus) y 21 de
raza y criollo (Hato sin circulacion viral). ELISA indirecta y Virusneutralizacion, con una
media del titulo de IgG sérica homéloga al aislamiento de 0.623 unidades de absotbancia,
compatada con 0.134 de los animales provenientes del hato libre, resultados similares en
virusneutrlizacién. Los titulos apoyan la observacion de citculacion viral en uno de los
hatos. No hubo relacion entre el titulo serologico y la infeccion. Los animales de raza
demostraron ser mas susceptibles, no relacionados con la serologia. ctiollos caprinos, no
infectaron o seroconvierten v fueron inoculados dos veces. Los resultados apuntan al
concepto de multifactorialidad de la rotavirosis, donde coinciden, factores de virulencia y
patogenicidad del virus, medio ambiénteles v los propios del individuo definidos por el
genética, estado fisiolégico del hospedador susceptible a rotavirus.

Palabras calve: Rotavirus, Rotaforesis, Vitusneutralizacién, ELISA indirecta, Caprinos.
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ABSTRACT.

Rotavirus aie the main ettologic agents of serious diarrheal disease in infants and
young childien, villous atrophy, slow growth rate, are  concomitant to the
rotavirusinfections. There are 14 reports on rotavirus infection in goats, little had been
accomplished in the understanding of this infection in this species . The goals of the
present study wete; to isolate and replicate in vifro, a caprine rotavirus wild strain ; to
establish an infection with the wild strain in conventional, domestic goats; to made some
observations on the role that passive immunity {maternal), plays in the infection by
rotavirus; establishment an infection in lambs with the caprine wild strain.230 feces
samples were collected, 5 of them wetre positive to rotavirus by PAGE (Polyacrylamide gel
eletrophoresis)}(Group A characteristics). 3 out of the 5 caprine wild strain positive
samples, were used, was obtain to infect 26 goats and 5 lambs. 8 /26 goats were infected
and any of the inoculated lambs developed the disease. The infection rate was 8 out of 26
(30.77%) (26.92% Alpine, 3.85% Toggenburg) (23.08% females). The animals origin was
10 Alpine and Toggenburg came from a herd with rotavirus circulation (original isolate)
and 21 Alpine, Toggenburg, mix breed and lambs came from herds without rotavirus
circulation. The mean of IgG serological titers from the animals of the herd with virus
circulation was 0.623 absorbance units in contrast 0.134 to the herds without viral
circulation obtained in the indirect ELISA and Virus neutralization assay. These data
supports the observation of the virus status within the groups. There was no direct
relationship between serological titers and infection. Pwre breed animals were mote
susceptible to the infection and there was not relation with their immune condition against
the wild strain. Mix breed animals were resistant to infection and did not raise antibodies in
serum after the infection, even after being re-challenged. The data from the present study
supports the idea the multifactor  variants involved in the rotavirus infection and its
relationship with viral virulence, environmental factors and the genetic and physiologic
condition as age, sex, breed, that make the individual susceptible to infection.

Key words: Rotavirus, PAGE (Polyacrylamide gel eletrophoresis),indirect ELISA,
Virus neutralization, Goat.
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1.- INTRODUCCION,

Los rotavirus son patdgenos entéricos que afectan muchas especies animales
incluyendo al hombre; representan una de la causas mas importante de diarrea aguda en
animales en neonatos y nifios. Fueron aislados por primera vez de cuadros diarreicos de
becerros por Mebus en 1969 (Mebus ef a/, 1973). Actualmente han sido identificados en
bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, equinos, caninos, felinos y gallinaceas. Estudios
realizados en diferentes partes del mundo indican que el 50% de los casos de diarrea en
nifios que requieren hospitalizacion en nifios se asocian a rotavirus y se estima que causan
entre 500,000 a 1,000,000 de muertes al afio (Mebus ez a/, 1973; Chanock, 1978; Bridger
y Oldham, 1987; Prem y Young,1993; Bishop, 1993).

Los rotavirus son agentes etiolégicos involuctados en gastroenteritis viral con
manifestaciones clinicas y subclinicas en los animales y el hombre, solos 0 acompafiados de
otros patégenos. Se reportan como la etiologia mas importante en cuadros clinicos de
diarreas agudas, retraso en el crecimiento asociado a la atrofia de vellosidades intestinales y
muerte en animales jévenes y determinan pérdidas de hasta miles de millones de ddlares en
la industria ganadera mundial. Son una merma econdmica la cual, en téxminos generales,
los productores no contemplan como significativa, ya que afecta a los animales neonatos o
muy jévenes y asumen como normal la pérdida de algunos animales en esta etapa. Por lo
que es importante desatrollar medidas de control y prevencién para las enfermedades
asociadas a rotavirus en todas las especies (Chanock, 1978; Bridger y Oldham 1987; Lee,
Meeusen y Brandon 1992). Los rotavirus presentan un amplio rango de especies
susceptibles, son evidencias de este fendmeno las infecciones heterélogas entre
aislamientos en humanos con infecciones experimentales en animales o la proteccién
conferida por vacunas con cepas de otigen animal (Bishop, 1993, Gouvea y Brantly, 1995;
Bruke y Desselberger 1996).

Actualmente existen alrededor de 14 informes relacionados con rotavirus en
caprinos en el ambito mundial, los cuales abarcan desde observaciones por microscopia
electrénica, pruebas seroldgicas, aglutinacidén, electroforesis, PCR, hibridacién y de
aislamiento viral. (Cuadro 2.3) Si la informacién existente es comparada en cantidad y
profundidad con la generada desde los afios setenta, tanto para la biologia basica del virus,
como para su patologia y epidemiologia como agente infeccioso en humanos y algunas
especies domésticas (ovinos, bovinos, porcinos, aves) la informacién en caprinos es escasa.

De los trabajos iniciales publicados sobre la infeccidn por rotavirus en caprinos, en
los 1ltimos afios han aparecido datos sobre la prevalencia seroldgica, asi como de casos
clinicos en cabritos en los que se han reportado cuadros diarreicos asociados a rotavirus;
llegando a su diferenciacién seroldégica como rotavirus grupo A y B. El primer informe de
rotavirus en esta especie fue hecho por Scott et al, (1978) y desde entonces han aparecido -
comunicaciones en Chile, Hungria, Trinidad y Tobago, Italia, Sudafiica, Espafia, Francia y
Japén, en este dltimo pais se ha encontrado una seroprevalencia del 60 % Takahashi ef
al ,(1979) en Japén y del 25 7% lovane et al,(1988) en Italia. En México se detectd la
presencia de rotavirus en el hato caprino del rancho Cuatro Milpas de Facultad de

‘_..,.
—
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Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM), el cual fue diagnosticado con base en el cuadro
clinico caracteristico de diarrea aguda acuosa, en cabritos de 6 y 8 semanas de edad; y
posteriormente, fue confirmado al observar el patrén electroforético caracteristico de estos

virus (Ayanegui et al,1997).

Mufioz ef al., (1994), reportaron un brote clinico en cabritos, sefialando, ademas de
la baja mortalidad, que los animales desatrollaron un cuadro clinico que durd de 4 a 6 dias
con una recuperacién del ritmo de crecimiento en 20 dias. Estos hechos sefialan la
importancia que puede tener para la produccién caprina, la prevalencia de esta enfermedad;
el mayor impacto en la produccion de caine de cabrito por la merma econdmica que esta
representa Por otro lado los datos serolégicos hasta el momento conocidos marcan un
indicio para intentar esclarecer el papel que esta jugando esta infeccidn, su impacto en ia
especie caprina y ante otras especies (Takahashi et al., 1979; Iovane et al,1988). Los
aspectos de epidemiologia v patogenicidad en esta especie, a pesar de ser un tema
ampliamente investigado en otros rumiantes domésticos como los bovinos y ovinos,
practicamente no se ha trabajado en los caprinos (Scott et al, 1978; Muiloz et al.,1994;
DaCosta et al.,,1994 a y b). Por lo cual se consideré importante tratar de determinar la
presencia vy papel que desempefian inmunidad pasiva contra los rotavirus en el ganado

captino,
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2.- REVISION DE LITERATURA.
2.1.-Antecedentes.

Los rotavirus fueron reconocidos por microscopia electrénica en 1973 por Bishop
logrando asociar al agente viral con los cuadros de diarrea aguda en nifios y animales
jovenes. A pesar de que las técnicas de cultivos celulares y cultivos de tejidos comenzaron
a ser manejadas en forma rutinaria desde los afios cincuenta y sesenta, no es sino hasta
1972 que se logra desarrollar la metodologia de manejo y estudio de virus entéricos, los
cuales se consideraban agentes fastidiosos, por su dificil manejo in vitro. Con el
descubrimiento del agente Notwalk por Kapikian y un afio mas tarde de los Rotavirus, por
Bishop, por observacién en microscopia electronica y el desarrollo de las técnicas que
permitieron un manejo adecuado de estos agentes etiolégicos en el laboratorio. Son virus
ubicuos, que afectan tanto a mamiferos como aves, parecen ser especificos de especie, pero
en forma experimental se han demostrado infecciones cruzadas y se considera que esto
puede estar ocurriendo en la naturaleza, siendo los animales un reservorio significativo
para las infecciones en el ser humano o interespecies (Bishop, 1993; Mufioz et al, 1994;

Kapikian et af., 1996%)

Evidencias de la posible infeccién entre diferentes especies son los aislamientos de
vitus bovinos y humanos en la India, con proteinas VP7 muy similares entre si, que
sugieren que este fendémeno es factible Estudios sobre la diversidad y variabilidad genética
de los rotavirus sefialan intercambios de material genético entre cepas aisladas de humanos
y de animales; sefialando la importancia de lograr establecer un mejor modelo de
investigacién entre las diversas especies animales y el hombre, ya que a pesar de existir
evidencias genéticas como las antes mencionadas atn no se ha logrado demostrar como se
da este intercambio de ARN (Estes, 1996 b; Palombo, 1999}

A pesar de que el reconocimiento oficial de estos virus se dio hasta 1973, ya
existian evidencias de su participacién en el cuadro diarreico de algunos animales desde
1963 por Adams y Kraft utilizando microscopia electrénica, describieron la presencia de
una particula viral de 70 nm de didmetro, en los cortes de intestino de ratones afectads por
la Diarrea Epizodtica Infantil del Ratén (EDIM). Malharbe et al.(1963) describen una
particula viral que llaman Agente Simio 11 (SA-11), obtenido este ultimo de un hisopo
tectal de un mono Vervet {Cercopithecus aethiops) v la particula viral O (“Offal”) aislada
en células de rifion de mono, a partir de la mezcla del lavado intestinal combinado de ovino
y bovino Mebus et al.,(1969) lograron demostrar la presencia de una particula viral de 70
nm, la cual fue utilizada en la inoculacion de becerros, reproduciendo el cuadro de diarrea
en conjunto con la observacién microscopica, denominando a la enfermedad (NCDV)
Diarrea de los Becerros de Nebraska En 1972, Femelius et al. replicaron el NCDV en
cultivos primarios fetales de bovino; lo mismo que los agentes simio O y murino,
descubriendo que aunque su morfologia es similar a la de los Reovitus, no son reconocidos
antigénicamente como tales. Mientras que entre si cruzaban con los ahora descritos como
rotavirus, aislados por Bishop a partir de cuadros de diarrea aguda en infantes (Kapikian y

Chanock 1996)

La mayoria de los animales experimentan la infeccién por rotavirus en una u otra
etapa de su vida, siendo evidencia de esto el alto porcentaje de animales seropositivos que
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han sido encontrados en diferentes estudios. La facilidad con la que se presenta la infeccién
se debe en parte a la excrecion del virus en altas concentraciones, tanto por animales
enfermos, como por animales asintomaticos, los cuales son responsables de la diseminacion
del virus, estableciendose infecciones enzodticas. Aunado a esto el virus es altamente
resistente a las condiciones ambientales, lo cual favorece su difusion. Los cuadros
diarreicos virales, asociados a estos virus se manifiestan en general en las cercanias del
invierno y al comienzo de la primavera, en un patrdn similar al de la influenza, aunque hay
evidencias de su circulacion en todas las estaciones (Matson, 1998).

Los individuos de todas las edades pueden ser infectados por los rotavirus y es una
causa coman de diarreas en las primeras semanas de vida en la mayor parte de los animales
y hasta los 2 afios en el humano (Muifioz et al.,, 1994 ).

La inmunizacidén ha sido la estrategia de control mas buscada para muchas de las
enfermedades virales A pesar de que en el ambito mundial se ha hecho un gran énfasis en
el desarrollo de vacunas vivas para el control de los rotavirus, tanto en el hombre como en
los animales domésticos, los resultados han sido variables; debido a que la naturaleza
segmentada del genoma que permite rearreglos gendmicos y errores puntuales, en la
lectura del ARN durante la replicacién, reacomodos genéticos durante infecciones mixtas,
que es la caracteristica mas distintiva de la genética de los rotavirus (Prem y Young 1993;
Raming, 1997) Esta situacion puede explicar la variabilidad antigénica de los distintos
grupos (A a G) y serotipos. Por ejemplo: en el grupo A de rotavirus, se han a su vez
identificado serotipos basados en la composicidn de las dos proteinas estructurales de
superficie VP4 y VP7. Actualmente también se han reconocido estos dentro de los grupos
B v C, aunado a la presencia de rotavirus virulentos y avirulentos que existen en el
ambiente, siendo posiblemente estas diferencias, la base para lograr estrategias de control
adecuado contra estos virus (Prem y Young 1993; Garcia et a/, 1996).

La induccién de la inmunidad sistémica se complica aun mas debido a que los
anticuerpos circulantes no son protectores. Anticuerpos de preferencia IgA e IgGl en
rumiantes, deberian estar presentes en la superficie las vellosidades del epitelio
gastrointestinal para lograr proteccién (Perm y Young, 1993).

Mediante las investigaciones se han tratado de entender el papel que juega la
inmunidad lactogénica, en la proteccién contia estas infecciones; relacionando la
presentacién de casos clinicos asociados a las gastroenteritis producidas por rotavirus, con
la cantidad de anticuerpos presentes en el calostro, leche, mucosa intestinal, niveles de
anticuerpos séricos especificos en las madres y en las crias, y la cantidad y calidad del
calostro ingerido por éstas mismas en diferentes especies animales. Mediante la vacunacion
o la exposicion natuial de las madres a la infeccién, se intenta incrementar la proteccién
calostral, a niveles suficientes para que los animales logren sobrepasar el periodo maés
critico para la infeccidn por rotavirus; el cual depende de la especie animal involucrada, y
puede presentarse desde las primeras semanas de vida, hasta nifios de dos a tres afios (Wells
et al, 1978; Snodgrass y Wells, 1978; Bridger y Oldham, 1987; Vesikari, 1993; Prem y

Young, 1993).



2.2-Biologia del virus.

La infeccion por rotavirus es comun en la mayoria de las especies de animales

domésticas y el hombre tanto en su presentacion clinica como subclinica. La severidad y
cuadro clinico dependen de factores como a cepa viral, la dosis infectante, factores
ambientales, la presencia de otros patdgenos y la inmunidad contra las variantes virales

{(Premy Young, 1993).

ROTAVIRUS ( Rota del latin rueda):

Ssgment Protain
Y VP - VP2 -
2 VP2 .
3: ::.vm VP4

Neautrailization —~,

/, antigen

il ves . VPE
- Subgroup

7 D Nsez antigen

6> i NP3 o A

9—/52"\.\”:7/ \ VPY

’:', Neutralization

10-__?_... NSP4 . antigen
" ,_ﬁ_,, NSPS Subcore

- any

Figura 2..ISegmentaci6n ARN, proteinas virales, esquema del virion y virus (Gracia et af.,
1996).
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Son virus ARN.

Familia Reoviridae. El téimino Reovirus (virus huérfanos respiratorios y entéricos), se
propuso originalmente para un grupo de virus aislados basicamente de los fractos
respiratorio e intestinal y que en su momento no se asociaron con ninguna enfermedad.
El genoma consiste de 10 a 12 segmentos lineales de doble cadena de ARN y la familia
contiene nueve géneros: Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus,
Aquareovirus, Phytoreovirius, Fijivirus, Cypovirus y tres géneros mas de Reovirus de
plantas. Los primeros cuatro géneros contienen patégenos importantes para los
animales en general, mientras que el resto son patégenos de plantas, peces e
invertebrados. (Quinn et al, 1994). Presentan varias capsides, en forma de capas; una
ARNpolimerasa dependiente de su asociaciéon con el viridn y un ciclo viral
citoplasmatico ( Estes,1996 a)

ARN segmentado en 11 porciones de doble cadena.

Son desnudos por lo cual toleran la extraccién por fluorocarbono, éter, cloformo;
resiste un pH desde 3 hasta 9.

Icosahédrico con una triangulaciéon T=13.

El diametro total en particula madura es de 70-75 nm (750 °A).

Densidad boyante en CsCl de 1 36g/cm *,

Sedimentacién en Sacarosa de 520 a 530 S.

Virus prototipo (SA-11). (Grupo A).

Su cultivo in vitro se ve facilitado por la accién de proteasas (tripsina).
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Forma cuerpos de inclusién intracitopldsmicos.

e Suciclo es litico
Es inactivado por: fenol, formalina, cloro, betapropilactona, etanol al 95% (Estes,1996
a).

El virién es de simetrfa icosahédrica, la cual esta constituido por tres capas de
capsides unidas en forma concéntrica alrededor de los once segmentos de doble cadena de
ARN viral que conforman ¢l genoma (Raming, 1997; Desselberger y Gray 2000). La
cépside externa con una triangulacién T=13, esta compuesta por 260 trimeros de la
glicoproteina VP7 y 60 dimeros de la proteina VP4 en forma de espiculas, esta ultima en
contacto tanto con la proteina VP7 en la cdpside externa como con la VP6 en la capside
interna. La VP7 es la proteina estructural mas abundante de la capside externa. En tanto la
proteina VP4, forma 60 espinas o espiculas en esta misma distzibucién geométrica, tiene
propiedades de una hemaglutinina, al ser modificada y generar un reacomodo en su
estructura sin fragmentarse complentamente, por efecto de la tripsina para dar origen a las
proteinas VP5 y VP8 (Estes, 1996 a; Venkataram et al., 1988; Desselberger y Gray,

2000).

La cépside interna o capa intermedia estd formada por 260 trimeros de la proteina
VP6, los cuales se distribuyen en una triangulacién T=13, intercalindose 132 canales
acuosos de fres tipos diferentes. Esta es la proteina més abundante y constituye el 51% de
la estructura del virién. Los grupos de rotavirus se encuentran determinados pot la
estructara de la proteina VP6 y todos los virus dentro de cada uno de los serogrupos,
comparten antigenos en comnin, no importando su origen (Venkatatam et al, 1988; Estes
1996 a; Desselberger y Gray, 2000).

La Nucleocépside o “core” esta constituida pot la proteina VP2, tiene un didmetro
de 37nm. Su distribucion geométrica esté asociada a los canales acuosos, s¢ encuentra en
contacto tanto con el genoma viral como con la cépside interna, la nucleocéapside,
compuesta en su mayotia pot VP2 con una triangulacion T=1, contiene a las proteinas
VP1, VP3 y el ARN de doble banda (Patton et al., 1996; Estes ,1996 a; Desselberger y

Gray, 2000).

Figura2 2. Estructura de yotavirus y distribucion eéquemética de sus proteinas
estructurales. Dodet, Heseltine y Saliou, (1997).
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2.2.1.-Genoma

El virus tiene un ARN de doble cadena divido en 11 segmentos, contenidos en la
nucleocapside, los segmentos de ARN viral varfan en tamafio desde 667 a 3302 pares de
bases el ARN viral desnudo no es infeccioso, ya que este es dependiente de su propia
ARNpolimerasa dependiente de ARN, la cual transcribe cada segmento del ARN en forma
individual a su correspondiente ARN mensajero (Estes, 1996 a). Cada segmento contiene
un solo marco abierto de lectura, con una secuencia de lectura relativamente corta y una
region altamente conservada, no codificable en cada una de sus terminaciones 5" y 37

(Raming, 1997).

Los rotavirus son los Unicos virus ARN, de los mamiferos o de las aves, que presentan
11 segmentos de ARN en su genoma, lo cnal permite su identificacion y clasificacién
basada en la migracién de estos fragmentos naturales en un campo electroforético. La
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) del ARN de rotavirus se conoce como
ROTAFORESIS y permite el reconocimiento del ARN de rotavirus a partir de la extraccidon
del genoma viral. Al término del procedimiento se puede detectar la migracién de los 11
segmentos del ARN viral en un patrén de migracion especifico, el cual facilita la
identificaciéon del mismo y ayuda a su agrupamiento (Cuadro 2.1). Sin embatgo, dado que
los rotavirus pueden manifestar una serie de variaciones en su genoma por distintos
mecanismos, como los reatreglos, intercambio de material genético en coinfecciones y
mutaciones puntuales, estos patrones, si bien pueden ser utilizados pata detectar la
presencia del virus y son una herramienta de clasificacién, no deben ser la tnica forma de
clasificar a las cepas virales (Garcia ef al., 1996; Estes, 1996 a).

Cada segmento de ARN viral comienza con una guanina, seguida de una secuencia
corta conservada en los extremos 5" v 37, la cual es una lectura sin sentido, con un marco
unico de lectura abierto (ORF del inglés Open Reading Frame); en forma general este
codifica una proteina y termina en el extremo 3 donde se encuentra una cisteina. Estas
secuencias sin sentido se encuentran altamente conservadas dentro de los virus de la familia
Reoviridae v en otras familias como Arenaviridae, Bunyaviridae y Orthomyxoviride, con
excepcion tal vez de los segmentos 9 y 11, en general se consideran monocistronicos, con
un alto contenido de A+T (58% al 67%), calculado en genes clonados de ADN (Estes,

1996a; Raming, 1997).

Cada banda de ARN viral en su poicién positiva es una copia complementaria del
ARNm del que se deriva ella. Los rotavirus codifican 6 proteinas estructurales y 5 no
estructurales y cuatro de ellas poseén una actividad de unién al ARN. El estudio de los
genes del virus prototipo SA-11 ha permitido identificar la codificacién de cada proteina
viral; sin embargo, no todas los aislados virales presentan todos los segmentos de ARN
con la misma codificacidn, la proteina VP7 puede estar codificada en los segmentos 7, 8 6

9.
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Cuadro 2.1. Composicién y funcién de las proteinas virales (Basado el SA-11),

SEGMENTO PARI;S gE G+C | AMINOACIDOS PROTEINAS QUE CODIFICA
BASE %
1 3,302 34.6 1,088 VP1, ARNpolimerasa
2 2,687 32.9 881 VP2, morfogénesis viral, fijacién de ARNI.
3 2,591 28.9 835 VP3, guaniltransferasa.
4 2,362 34,7 776 VP4, hemaglutinina/ receptor celular,
antigeno neufralizante, fusion celular
5 1,581 339 491] NSP1 unién especifica al ARNm
6 1,356 386 397 VP6, capside interna, interactian VP4, VP7
vy VP2
7 1,104 335 315(312,306) |NSP3, unién especifica de ARNm 3, en la
replicacién.
8 1,059 35.5 317 NSP2, unién no especifica de ARN
9 1,062 359 326(297) VP7, glicoproteina capside externa, fusién a
membrana celular, antigeno neutralizante
10 751 40.2 175 NSP4, glicoproteina, integrina en RER para
_ la morfogénesis viral, enterotoxina
11 667 38.6 198(92) NSP5/6 unién de ARN ;?

(Adaptado de: Prem y Young 1993; Estes, 1996a;

1996; Desselberg y Gray, 2000).

2.2.2.-Proteinas virales.

2.2.2.1.- Proteinas Estructurales.

Raming, 1997; Kapikian y Chanock,

Los rotavirus codifican seis proteinas estructurales, quienes conforman las capsides
externa, interna y la nucleocapside o core del virién.

Figura 2.3
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A) Representacién de la cépside externa de un rotavirus, distribucion y

estructura tridimensional de la proteinas VP7 (gris) y VP4 en forma de espiculas (blanco).
Los nimeros II y I sefialan la ubicacién de los canales de calcio correspondientes a cada
tipo respectivamente. B) Proteina VP4 G, porcién VP, B porcién VP5;. S region
susceptible a la tripsina (Estes, 1996a).



2.2.2.1.1.-CApside Externa:

VP7, esuna glicoproteina unida en su porcidn animo terminal a oligosacaridos 1icos en
manosa, se han determinado tres posibles sitios de glicosilacién. Su peso molecular es de
38 KDa, es codifica en los segmentos 7, 8 69 dependiendo de la cepa viral y se encuentra
en la capside externa como proteina la mas abundante de la misma en el virién maduro,
donde representa el 30%. Est4 proteina responsable de 1a union final del virus a la célula
hospedera y presenta epitopes inductores de anticuerpos neufralizantes 10s cuales definen
¢l serotipo de la cada cepa. El proceso de glicosilacion se daen su transito e insercion a la
membrana del seticulo endoplasmético 1ugoso; donde la proteina es a su vez modificada

para generar la forma madura de la misma; en su sintesis  original contiene 326
aminoacidos v en su forma madura 276. (Estes, 1996 a; Kapikian y Chancok , 1996a)

La secuenciacion de nucledtidos ha permitido determinar seis regiones altamente
conservadas y  divergentes entre los diferentes serotipos y dentro de estos, tres de éstas
secuenciaciones se asocian a la produccién de anticuerpos neutralizantes (Prem y Young,
1993; Estes, 1996a; Kapikian y Chanock, 1996a; Weclewicz et al, 1998). Se ha
demostrado que las cadenas laterales de catbohidratos no son requeridas para el proceso de
infeccién, ya que una cepa mutante de SA-11, no glicosilada es capaz de mantener su
patogenicidad. Sin embargo, la presencia y los cambios en esta union a carbohidratos se
encuentran altamente relacionados con la induccién de anticuerpos neutralizantes y las
modificaciones en la misma pueden alterar el perfil de neutralizacion (Kapikian y Chanock,

1996a).

VP4, esta codificada en el segmento 4, tiene un peso molecular de 88 KDa, cada viridn
presenta 120 unidades diméricas, se encuentta en la capside extetna, formando 60 espiculas
con una punta roma; donde constituye et 1.5% de la superficie del virion maduro. Es una
hematoaghutinina; la cual esta involucrada en la unién a la célula blanco y su penetracion a
la misma. La proteina VP4 s susceptible a la accion de protcasas como la ttipsina, en los
residuos conservados de arginina 231 y 241 al 247 el efecto de misma €S una modificaciéon
de su estructura la cual sin set propiamente fractut ada o separada por efecto de la tipsina,
sufre una ramificacién, dando origen a dos subunidades conocidas como VP5 {(un
segmento de 529 aminoécidos) que presenta tres de los mayores epitopes neutralizantes del
virién v es el sitio receptor viral una vez dividida, VP8 (fragmento de 247 aminoécidos)
que representa aproximadamente 1/3 de la proteina VP4 en el virion maduro en el
proceso de infeccion. Las modificaciones sufiidas en esta proteina por la accién de la
proteasa, determina 1a forma llamada activa o infectante del virus donde sin estos cambios
no se logra el establecimiento del virus in vifro, siendo esta una proteina determinante de
virulencia in vivo € in Vitro (Prem y Young, 1993; Estes, 1996), tiene funciones esenciales
dentro del ciclo viral, como son unién al receptor celular, penetracion celular, por lo que las
caracteristicas bioldgicas de esta proteina son importantes en fa determinacion del rango de

hospederos susceptibles, virulencia e induccion de la inmunidad (Arias et /., 1996).
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2.2.2.1.2.-Capside Interna,

VP6, esta codificada en el segmento 6 del genoma y es la mas abundante de la capside
interna y del virién en general, su peso molecular es de 44 KDa, se encuentian 780
unidades de la misma por viridn, que en forma espontdnea forman trimeros hidrofébicos
estables. Son estructuras altamente inmunogénicas y antigénicas, las cuales pueden ser
disgregadas por cambios del pH y logran una capside completa con una triangulacion
T=13. Tiene un papel muy importante en la estructura de la particula viral, ya que es el eje
de la conformacidén y organizacion de la nucleocapside y la capside externa, que se
encuentra telacionada con las proteinas VP2, VP4 y VP7, respectivamente. Por sus
caracteristicas antigénicas e inmunogénicas los anticuerpos que induce son los mas
utilizados para el diagnéstico inmunolégico y la clasificacidon de grupo, dentio de los
totavirus (Prem y Young, 1993; Estes, 1996a;).

2.2.2.1.3.-“Core” ¢ Nucleocapside.

VP1, estd codificada en el segmento 1, tiene un peso molecular de 125 KDa y presenta
cierto grado de homologia con algunas ARNpolimerasas virales, lo cual sugiere que VP1
puede ser la ARNpolimerasa (Estes, 1996 a).

VP2, codificada en el segmento 2, su peso molecular es de 94 Kda y forma la estructura
principal de la nucleocapside, se presentan 120 moléculas por virién y la forma madura de
esta proteina es fraccionada. Tiene como funcidn reclutar el ARN de doble cadena para el
ensamblaje viral, por lo que juega un papel importante en la morfogénesis del virus. Es
sensible a la temperatura, in vitro a temperaturas no adecuadas, no ensambla los segmentos
1 y 3 del ARN. Recientemente se ha demostrado su papel en la replicacién del ARNm,
para la sintesis de las proteinas del “core”.Lo cual le sugiere funciones tanto en la
transcripcion, como replicacién, aunque no se ha logrado determinar que dominios son los
responsables de cada una de estas funciones enzimaticas (Prem y Young 1993; Estes,

19962).

VP3, codificada en el segmento 3, es la proteina estructural de menor peso molecular con
88 KDa, su funci6én se ha definido como una guaniltransferasa, se encuentra involucrada en
la replicacion exdgena de ARNm (Estes, 1996a).

2.2.3.-No estructurales.

NSP1, es el producto del segmento 5, tiene un peso molecular de 53 KDa, su presencia ha
sido demostrada en células infectadas pero no en el viridén y su funcién principal se
encuentra en la union al ARNm. (Garcia et al., 1996; Estes, 1996a).

NSP2, es el producto del segmento 8, su peso molecular es de 35 KDa, se cree tiene una
funcién de unién no especifica al ARN (Garcia et al, 1996;Estes, 1996a).
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NSP3, es el producto del segmento 3, su peso molecular es 34 KDa, su funcidn es la unién
especifica del ARNm en su extremo 3 esta proteina parece unirse con los ARNm que
carecen de la secuencia poli A en su extremo 3°, estabilizando al fragmento en su
transporte para ser traducida. (Garcia ef al , 1996;Estes, 1996a)

NSP4, es el producto del segmento 10 y es una glicoproteina transmembranal; su peso
molecular aproximado es de 28 KDa. En ella se han reconocido diversas actividades
biologicas. Los rotavirus tienen una morfogénesis particular; en el armado, el virién gema
dentro del reticulo endoplasmatico rugoso y obtiene en forma transitoria una membrana
lipidica. Este proceso es mediado por la proteina NSP4, que funciona como un receptor
intracelular anclado en la membrana, como una integrina. El péptido sintético de 21 amino
acidos, correspondiente a los residuos 114-135, es donde 1eside el efecto téxico de la
proteina, tanto en el modelo de ratén, como en el de cerdo, para los rotavirus del grupo A
Contiene los epitopos para el reconocimiento de la proteina VP4. En el transito y
maduracion del virion en el reticulo endoplasmaético rugoso. Conforme madura el virién la
membrana transitoria se pierde por un mecanismo atin no bien descrito. Sin embargo, se ha
postulado la participacion de esta proteina estructural en los mismos y otra serie de efectos
biolégicos, asociados a la patogenia del virus (Garcia et al., 1996; Weclewicz er al , 1998;
Lundgren et al., 2000; Huang ef al., 2001).

El armado de las estructuras virales de los rotavirus es un mecanismo dependiente
de la presencia de Ca®™ la proteina NSP4 se ha detectado en una gran variedad de
alteraciones, en las células infectadas, asociadas a su capacidad para incrementar el Ca®*
intracelular (Garcia et al , 1996; Weclewicz et al, 1998; Lundgren et al, 2000, Huang et

al, 2001).

NSP4 juega un papel fundamental en el proceso de la muerte de las células
infectadas, los estudios mas recientes demuestran como la proteina NSP4 o el péptido
sintético del animoacido 113 al 135, tienen el efecto de aumentar el flujo de calcio dentro
de la célula en cultivos tanto de lineas celulares de insectos como de mamiferos. El efecto
citotéxico se ha vinculado con la activacién de la Fosfolipasa-C y produccién de inositol
trifosfato; con efecto litico sobre las estructuras de membrana de la célula, facilitando la
liberacion de los viriones del reticulo endoplasmatico. Rotavitus es dependiente de calcio
pata su maduracién y armado final de las proteinas estructurales en tres capas
concéntricas, 1o que de alguna forma explica el incrementar el flujo de calcio intracelular
(Prem y Young, 1993; Estes, 1996a; Weclewicz et al,1998; Tian ef a/.,2000; Huang et a/,

2001).

Ball ef al.,(1996) reconocen a la proteina NSP4 como la primera enterotoxina
viral, con la induccidén de episodios diarreicos en ratones lactantes en un patrén dependiente
de dosis y edad; su efecto como toxina parece estar asociado con el incremento en los
niveles de calcio intracelular. Durante las tiltimas dos décadas se ha demostrado que tanto
la secrecion de fluidos, como los electrolitos en especial Cl-, al lumen intestinal, puede sex
inducido tanto por el aumento de Ca®* intracelular en las células infectadas, como por la
activacion del sistema nervioso local en las paredes entéricas (Ball ef a/, 1996; Huang et

al , 2001).
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Lundgren et al., (2000) en varios modelos de infeccion in vitre sobre segmentos
intestinales trabajaron con una serie de bloqueadores de los canales de sodio y de calcio y
del receptor de nicotina en presencia de la proteina NSP4, observando una reduccién en la
secrecion intraluminal y demostraron que mas de 2/3 partes del estimulo sinaptico de
secrecién, se pueden asociar al efecto del sistema nervioso local. Sin embargo, en el cuadro
completo de secrecidon se debe considerar ademas, la participacion del proceso de
inflamacién; en el cual hay un aumento de liquido por cambios en la permeabilidad,
acompafiados de los factores de la inflamacidn, que tienen un efecto en el sistema nervioso
en forma local. Se han propuesto otros mecanismos como la infeccion directa de las
dendritas locales; ya que rotavirus se ha logrado replicar en tejido nervioso primatio. Se ha
sugerido que la NSP4 actia como una enterotoxina viral, que incrementa los niveles de
calcio intracelular facilitando la liberacidn de péptidos o aminas de las células endocrinas
de la mucosa entérica, con efecto sobre dendritas locales que disparan la respuesta secietora
{Cunlifee,1997; Lundgren, 2000).

Estudios publicados por Lee et al., (2000), muestran como, a diferencia de otras
estructuras genéticas de los rotavirus, el gen 10 esta altamente conservado en cepas
aisladas, con diversos serotipos G y P, permitiendo hacer el analisis de su secuenciacion y
establecer las relaciones filogenéticas de las diferentes cepas virales.

NSP5, es el producto de la sintesis del segmento 11, su peso molecular es de 26
KDa, es una proteina glicosilada y fosfatada; su funcién parece ser la unién del ARN (Prem
v Young, 1993 ; Estes, 1996 a; Garcia ef al , 1996)

2.3.-Clasificacion de Rotavirus.

Los rotavirus se clasifican serolégicamente bajo un esquema de multiples grupos
(Serogrupos) y con [a existencia de serotipos dentro de cada grupo. Los grupos de
rotavirus estin constituidos por virus que comparten una serie de antigenos en comun, la
mayoria de estos se expresan en las proteinas de tipo estructural y probablemente también
en las no estructurales. Los cuales pueden ser identificados por pruebas como la
inmunofluorescencia, anticuerpos monoclonales, ELISA (ensayo absorcion
inmuenzimatico) y de inmunomicroscopia electrénica (Prem y Young, 1993; Estes, 1996a;

Garcia et al., 1996).

Los rotavirus se encuentran clasificados en 7 serogrupos, utilizando a la proteina
VP6 de la capside interna para este reconocimiento, denominados de la lettas A ala G
Los grupos A, B y C se han encontrado tanto en animales como en el hombre. En tanto los
grupos D, E, F vy G tnicamente se han documentado en animales. La capacidad de
reacomodos genéticos se presenta dentro de los mismos grupos virales en una coinfeccidn;
no asi si los virus pertenecen a distintos grupos (Estes, 1996a).

El grupo A de los rotavirus es el mejor estudiado, siendo el virus prototipo el vitus de

simio SA-11; representa a los rotavirus de mayor importancia para el humano y animales
jévenes. En este grupo de rotavitus se han realizado basicamente los estudios de
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El grupo A de los rotavirus es el mejor estudiado, siendo el virus prototipo el vitus de
simio SA-11; representa a los rotavirus de mayor importancia para el humano y animales
jévenes. En este grupo de rotavirus se han realizado basicamente los estudios de
caracterizacion, existiendo poca informacién proporcionalmente de los otros grupos. Los
cuales, independientemente de ser menos frecuentes, son virus fastidiosos pata su cultivo lo
cual no ha favorecido su estudio. Los rotavirus del grupo A en humanos, a su vez se han
subclasificado en los subgrupos I y II, en funcioén del reconocimiento, por anticuerpos
monoclonales, de la proteina VP6 (Estes, 1996a; Garcia, 1996).

Cada grupo a su vez se puede subdividir en serotipos. Se conocen dos familias, los
llamados G(VP7) y los P(VP4) determinadas por la estructura antigénica de esas proteinas,
las cuales son las de mayor importancia inmunolégica y se distinguen entre si al uitilizat
anticuerpos monoclonales o policlonales neutralizantes. Los serotipos GG se denominan con
esa letra en referencia a la naturaleza glicoprotéica de la VP7, que es el antigeno de
neutralizacién mas abundante y que junto con la VP4, funciona como receptor viral A la
fecha se han definido 14 serotipos para el grupo A, tanto para virus de origen animal como
humano y se denominan G1,G2,G3.....G14 (Prem y Young,1993; Estes, 1996a; Garcia ef

al., 1996).

Los serotipos P, estdn determinados por la seroneutralizacion dirigida a los epitopos de
la proteina VP4, Actualmente se han caracterizado por lo menos 5 serotipos P,
denominados P1, P2, P3, P4 y P5. Por diferencias genotipicas en secuenciacion génica,se
han detectado hasta 19 serotipos P en el giupo A de rotavirus, lo cual complica el uso de
esta Ultima proteina en la caracterizacién de los asilamientos virales. Para el resto de los
grupos de rotavirus apenas comienzan a estudiarse estas subdivisiones. Pero son el mejor
ejemplo de la gran diversidad y variabilidad que existe en los rotavirus y de alguna forma
esto explica su elusivo comportamiento epidemiolégico (Prem y Young, 1993;

Estes,1996a).

Mediante un gran nimero de trabajos epidemioldgicos sobre el analisis y secuenciacion
del ARN de los rotavirus, se han logrado reunir una importante cantidad de evidencia
sobre la diversidad genética de las muestras virales y sobre las relaciones filogenéticas de
los aislamientos. La comparacién preliminar en la secuenciaciéon de aminoécidos de la
proteina VP7, indica un alto grado de conservacion; arriba del 91% dentro de los virus del
mismo serotipo. En tanto la variacién intratipica se estima entre el 71 y el 86%. Derivado
de estos estudios se ha logrado establecer que el serotipo de mayor distribucién a nivel
mundial en el grupo A de humanos corresponden a la clase G1; en tanto que existen otros
serotipos de menor rango geografico y mayor parentesco genético, como son los serotipos
G2 o G3, los que basicamente circulan en Asia y Australia, contribuyendo a explicar por
que las vacunas desarrolladas hasta el momento han presentado un respuesta variable a

nivel mundial (Palombo, 1999).

Los estudios sobre la variabilidad genética de la proteina VP4 son escasos y
mientras los aislamientos australianos han demostrado una gran estabilidad a lo largo de 17
afios, los estadounidenses muestran una gran variacion en tan solo dos afios (Palombo,

1999)



et al., 1996; Tian et al.,, 2000). Estos estudios han demostrado que a pesar de la alta
diversidad genética presente en los rotavirus, esta proteina no estructural parece estar
altamente comservada dentro de los rotavirus y hasta el momento solo se han logrado
demostrar tres grandes subgrupos dentro de los rotavirus del grupo A. El subgrupo I se
caracteriza por presentar una tirosina en la posicion 131, en tanto en los subgrupos II y III
se encuentra una histidina, la cual parece estar presente en la cepas mas virulentas (Pager,
2000; Cunliffe et al., 1997; Tian, 2000).

Los subgrupos formados con base en la secuencia de aminoacidos en la NSP4,
incluyen rotavirus de diversos subgrupos de VP6, serotipos G y P, tanto de origen animal
como humano; siendo una herramienta a desarrollar con mayor profundidad, debido a la
dificultad demostrada en tratar de analizar y agrupar a los rotavirus. Sin embargo, dado que
estos estudios aun no se realizan en otros grupos de rotavirus, cabe la posibilidad de
nuevamente enfrentarse con su gran diversidad genética. (Tian et al/, 2000)

2.3.1.-Electroferotipo.

La clasificacién de los rotavirus también se puede basar en variantes, con base en la
migracidn electroforética del ARN viral Para la electroferotipificacion se emplean patrones
de migracién del extracto de ARN viral en geles de poliacrialmida. Estos patrones
demuestran que existen dos electroferotipos: el “patrdn largo” y el “patrén corto”. La
diferencia se establece con base a los pesos moleculares de los segmentos 10y 11 de ARN.
Los patrones cortos poseen un peso molecular mayor que los de patrén largo, por lo que
su migracion es menor. Duiante el brote, o sea la aparicién clinica de la rotavirosis, se
puede hacer un seguimiento epidemiologico, de acuerdo con las diferencias detectadas en el

electroferotipo (Garcia ef al, 1996).

Finalmente es posible caracterizar la distribucion por grupos de las 11 bandas de
ARN, las cuales tienden a agruparse en cuatro regiones, denominadas delal alIV. Lo
que permite un acercamiento en la determinacion del posible grupo viral Los rotavirus de
origen mamifero, en el primer sector, siempre presentan 4 bandas, en tanto que los de
origen aviar presentan 5 bandas. El resto de las agiupaciones o racimos varian en su
distribucién dependiendo del grupo al que pertenezcan (Cuadro 2.2)( Prem y Young, 1993)
Estos acomodos son de utilidad para observar la diversidad genética del los rotavirus, es
una herramienta epidemioldgica importante, pero no debe ser el Unico elemento para la
clasificacion de estos virus (Garcia et al, 1996).



Cuadro 2.2. Criterios de clasificacion viral de rotavirus, agrupacién comparativa.

Cepa de Grupo | Serotipo Serotipo { Electroferotipo ( Distribucién de bandas).
referencia |VP6 |P VP4 G VP7 | Por grupo, especie animal
A 4:2:3:2, humanos, primates, porcinos, caprinos, ovinos,
bovinos, equinos, caninos, felinos, ratdn, conejos y aves.
KU A [P1A G1,G3, |humano
Wa Pl1A G4,G9.
DS-1 A PIB G2 humano.
S2 P1B Gl2
1076 A P2 Gl humano.
St3 P2 G4
NCDV A Pl Gé bovino.
UK P5 G6
B641 P5 Gb
H1 A |P7 G35 equino
H2 No G3
1338 determinado | GI3
OsU, A |P7 G5 porcino.
Gottfried P6 G4
ISU-6 P7 G9
Canino A |No G3 canino.
determinado
Ty-1 A [No G7 pavo.
determinado
Ch2 A [No G7 gallina.
determinado
B 5:1:3:2 aves. 4:2:2:3 porcinos, bovinos, caprinos, ovinos,
humano, rata.
C 4:3:2:2 porcinos, bovinos, humano, mustélidos (hurones).
D 5:2:2:2 aves.
E 4:2:2:3 porcinos.
F 5:2:2:2 aves.
G 4:2:2:3 aves.

{Perm y Young, 1993; Raming, 1997; Garcia et al, 1996; Estes, 1996a)

2.4.-SISTEMA GENETICO.

Los rotavirus se caracterizan por una enorme variacion genética, que se manifiesta
en variabilidad de electroferotipos y serotipos, donde ailin dentro de un mismo brote, se
logran aislar virus con electroferotipos y serotipos diferentes (Raming, 1997).

Se han propuesto tres mecanismos principales para explicar esta diversidad

genética.

En primer lugar la mutacién, los rotavirus como todos los virus ARN se
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consideran altamente susceptibles a un alto porcentaje, de mutaciones, debido
principalmente a su alto ritmo de replicacion, lo cual favorece los errores en la lectuta
durante la replicacion del ARN viral. Utilizando ARN de rotavirus de porcino ha
determinado para el segmento 11, un ritmo de mutacién por nucledtido de <5 x 10-5, esto
sugiere que el margen de mutacion entre el ARN original v los genomas hijos o
subsecuentes puede ser de por lo menos un nucledtido (Raming, 1997). Este fendomeno de
acuerdo con la teoria de Domingo y Holland, (1994) aplicada al concepto de quasi especies
de Eigen en la evolucidn viral (citados por Gouvea y Brantly, 1995) sugiere que los virus
ARN con una ARNpolimerasa dependiente de ARN, no presentan la capacidad de en la
lectura de material genético dutante la replicacion viral, que si posee en contraste, edicién
o correccion una ADN polimerasa, 1o que conlleva a una alta frecuencia de mutaciones.
Como consecuencia los virus; ARN, forman grupos extremadamente heterologos de
poblaciones relacionadas entre si {quasi especie) que se forman a través de un proceso de
seleccién o adaptacion de las mismas. La seleccion es dirigida también por la necesidad de
adaptacion al hospedero y al ambiente cuando los virus se encuentran circulando entre
grandes poblaciones (Gouvea y Brantly, 1995).

En segundo término se encuentra el intercambio genético o entrecruzamiento al
azar de ARN, en casos de coinfeccién ocurre en infecciones mixtas en un mismo
individuo, donde cada una de las cepas originales puede contribuir o aportar material
genético a una nueva generacién de virus, el resultado es un rapido cambio entre las
variantes resultantes y las cepas que les dieron origen, con el potencial de generar nuevos
perfiles antigénicos y rangos de hospederos susceptibles (Gouvea y Brantly, 1995). La
mejor herramienta hasta el momento para evidenciar este fendmeno, es la comparacién de
la movilidad en los electroferotipos entre las cepas de origen y las cepas secundarias,. Sin
embargo, se requiere de otras técnicas como la hibridacién para apoyar la evidencia
electroferotipica (Ver Figura 2.4) (Raming, 1997).

Los dos mecanismos antes mencionados se manifiestan con cambios en las
estructuras protéicas y favorecen la aparicion de nuevos tipos antigénicos. Estos cambios o
mutaciones claramente pueden conferir una ventaja selectiva en la virulencia del agente
infeccioso, lo mismo que generar cepas de menor virulencia. Finalmente la capacidad de
rearreglo de diversos sectores del genoma de un mismo rotavirus, tiene el potencial de
contribuir a la aparicién de nuevos genes y funciones en los rotavirus (Raming, 1997)

Combinaciones no usuales de las proteinas VP4 y VP7, que se encuentran
comunmente en iotavirus de animales o humanos, han sido encontradas en brotes
emergentes en humanos y se considera una evidencia importante para apoyar las
observaciones de infecciones interespecies Los genes VP7 y VP4 presentan una
segregacion independiente uno del otro, lo cual sugiete que el proceso de intercambio
genético entre los rotavirus de animales y el hombre contribuye a la diversidad de las cepas
circulantes en humanos (Palombo, 1999).

Finalmente, el reacomodo genético que se observa en la replicacion in vitro ¢ in

vivo, en diversos aislamientos virales, dentro de la misma c¢epa, indica que estos rearreglos
se pueden presentar en forma segregada en cada uno de los genes; contribuyendo en la
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modificacién de la expresidn fenotipica y genotipica de las cepas virales, con cambios mas
grandes que una mutacion puntual (Gouvea y Brantly, 1995).

Las poblaciones mixtas de rotavirus y su continua alteracidn y propagacion entre las
diferentes especies animales y el hombre, son la base para explicar el polimoifismo

genético de este género viral y podrian ser la ruta mds importante en la evolucion de los
rotavirus. Esta hipotesis explicaria las inconsistencias observadas en la eficiencia de los

modelos vacunales disefiados hasta el momento en contra de los rotavirus (Gouvea y

Brantly, 19935).

GENOMAS PADRES

PROGENIE INFECCIOSA.

Figura 2.4. Posible reacomodo e intercambio genético en coinfecciones por rotavirus.

Raming, (1997).
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Figura 2.5 Ciclo viral de rotavirus Meissner (1994).

La replicacién de los rotavirus ha sido estudiada principalmente en cultivos
celulares continuos de céinlas derivadas de rifién de mono, como las MA-104 (1ifién fetal
de mono Rhesus). En estos cultivos la replicacidn viral es rapida, las primeras particulas
virales obtenidos en los cultivos a 33 °C, se pueden detectar entre 10 y 18 hrs
posinoculacién. Muchos de los detalles de la misma no se han logrado reconocer
directamente en los rotavirus y se infieren del ciclo de los reovirus. El tropismo de los
rofavirus, en una infeccién natural es por los enterocitos diferenciados o maduros-del
intestino delgado, no se han hecho estudios del ciclo viral en lineas celulares derivadas de
los mismos. Sin embargo, por los trabajos publicados con microscopia electronica, del
intestino de animales infectados el ciclo puede ser muy similar al desarrollado en los
cultivos de lineas celulares (Estes, 1996a).

El ciclo viral se divide en varias etapas: adsorcién, penetracién, denudacion,
replicacién citoplasmatica, armado de particulas virales y finalmente la lisis celular y
liberacién de los viriones.
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El inicio de ciclo viral depende del tratamiento o accidén proteolitica de enzimas
digestivas como la tripsina in vitro, esta accidn fracciona y modifica a la proteina VP4 en
tres posibles posiciones en diferentes cepas virales, con  residuos conservados de
arginina, 231, 241 y 247 de la proteina VP4 del rotavirus SA-11 de simio, modificando su
estructura sin fraccionarla completamente en los polipéptidos VPS5 y VP8, esta accion
favorece el reconocimiento inicial del sitio receptor en la célula blanco, sin ser la unica
proteina que participe en este proceso, en segundo lugar al modificarse la estructura de la
proteina se desestabilizan las cépside cxterna e interna favoreciendo el proceso de
denudacién vital. (Scott et a./, 1981; Arias et al , 1996; Este, 1996a;). Este proceso parece
desarrollarse también en el lumen intestinal por la accién de las enzimas pancreaticas, como
antesala a la infeccidn del enterocito (Ruiz ef al., 1997).

El siguiente paso en el proceso de la infeccién es la interaccidn de una o mas de
las proteinas con uno ¢ mas receptores celulares en la membrana plasmatica de la célula
hospedera, sin embaigo la identidad del receptor celular especifico no se ha determinado, y
en el proceso s¢ han implicado tanto a la proteina VP4 como a la VP7. La interaccion
inicial con el sitio receptor parece estar asociada a la fraccién VP8 y se ha demostrado para
una serie importante de asilamientos, en especial de origen animal, que estaria vinculada
con estructuras asociadas a acido sidlico. Sin embargo, la mayoria de los aislamientos en
humanos parecen ser acido sialico independientes y muchas cepas de origen animal ain
mantienen la capacidad de infectar las células tratadas con neuroaminidasas, esto sugiere
que la dependencia de é4cido sidlico, esta mds asociada al serotipo P que al origen del
aislamiento (Méndez er al, 1996; Ciarlet y Estes, 1999)

La mayoria de los rotavirus aislados de animales se unen a receptores celulares
con alto contenido de acido sidlico. Estudios con el virus SA-11, en cultivos de MA-104,
han dado como resultado mas de 13,000 unidades receptor. Lo anterior fue demostrado
por Bastardo v Holmes en 1980, tratando a diferentes cultivos celulares con
neuroaminidasa o colocando los aislamientos virales en contacto con compuestos ricos en
fetuina y mucina, con lo que se reducia la infeccion viral iz vitro. Evidencias mas recientes
indican que existe mas de un receptor, s¢ han identificado estructuras de tipo
glicoconjugados como ganglidsidos, glicolipidos neutros o glicoproteinas, sin embargo, ain
cuando las células son tratadas con neuroaminidasa el vitus logra establecer la infeccion.
Esta unién se encuentra mediada por otros epitopos diferentes de VP8 especifico para
acido sidlico, se ha observado que la unién con acido sidlico puede ser suprimida y la
proteina VP4 puede interaccionar con un segundo receptor siendo esta una unién mucho
mas especifica que la primera (Estes, 1996a; Méndez ef al., 1996; Cuadras et al., 1997). La
entrada viral via adsorcién a 4cido sidlico parece claramente depender del tipo P de la cepa,
en tanto las cepas acido sidlico independientes parecen lograr el reconocimiento del sitio
receptor por la interaccion de la VP7 y la VP4, Méndez et al, (1996 y 1998) reportan
cambios en la estructura antigénica de la VP4, dependiendo de su interaccidn con diferentes

VP7.

El mecanismo de entrada de los rotavirus a la membrana celular es ain un gran
debate, la mayoria de los estudios indican la penetracion directa a ttavés de la membrana
en la fase lipidica de la misma, con la marca momentanea en la membrana del espacio de
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entrada, esto demostrado por fluorescencia en liposomas en pH neutro, seguida de cambios
en la permeabilidad de la membrana en cultivo celular, esta seria la forma maés viable. Sin
embargo, no se descarta la activacion de la endocitosis via receptor celular, pero parece que
esta ruta conlleva a una infeccién no productiva asociada a los cambios de pH en el proceso
de formacién de la vesicula endocitica (Ruiz ef @/, 1997; Cuadras et al, 1997).

La penetracion de la particula viral tarda entre 60 y 90 minutos a partir de la
adsorcion de la misma, se encuentra dentro de la célula se activa la transcriptasa viral y se
inicia la sintesis de ARNm en el citoplasma celular. Se ha sugerido que al penetrar el
virién a la célula, el medio bajo en Ca ** facilita la denudacidn ya que el armado de la
capside y liberacion de ARN viral es dependiente de calcio, atn no se ha determinado si la
perdida de la capa externa se presenta en el paso transmembranal o una vez que se
encuentra dentro de la célula (Estes, 1996a; Cuadras et al, 1997). Reportan que las
proteinas VP4 y VP7 se mantienen enclavadas en la membrana, en tanto Ludert et al.
(1996) describen la denudacioén intracelular asociada a un medio bajo en calcio vy ala
activacion de la transcripcién

El fenémeno de cambios de permeabilidad se ha observando en diferentes virus
como poliovirus, reovirus, adenovirus, influenza, estomatitis vesicular, Semliki Forest,
Sendai y vaccinia, una vez que penetra el virus se inducen cambios en la permeabilidad de
la membrana celular, permitiendo la entrada de macromoléculas como algunas toxinas,
este fendmeno no muy bien entendido parece presentarse sin importar cual sea la ruta de
entrada del virus (Cuadras et al, 1997).

Pequefias cantidades de VP1 y VP3 se mantienen dentro de la nucleocapside
original con las 11 dobles bandas de ARN. El siguiente paso es la transcripcidn, que se
encuentra mediada por una ARNpolimerasa dependiente de ARN (VP1) y requiere tanto de
la presencia de ATP, como de un sistema celular funcional ya que en temperaturas debajo
de 4°C o en ausencia de ATP no hay replicacién viral. La transcripcion es asimétrica y cada
una de las transcripciones, comienza en la regidn 5° conservada no codificable, continua
sobre el marco de lectura abierto (ORF), para terminar en su correspondiente regién 37,
dando como resultado un duplicado complementario de la banda positiva en forma de
ARNm. Estos ARNm funcionan como moldes tanto para la traduccién a proteinas, como
para la replicacion gendémica. Durante la infeccion por rotavirus los procesos de sintesis de
las bandas de sentido negativo, de los ARNm y del empaquetamiento de los ARN de doble
cadena, son eventos simultdneos (Patton et a/., 1996). Estudios donde se generan las
condiciones para la replicacion gendmica in vitro en sistemas libres de células, se reporta
que el 20% del ARN se mantiene en doble cadena y el 80% como bandas sencillas
(Raming, 1997; Estes, 1996a)

Estos sistemas de replicaciéon libre de células, indican que el complejo de
replicaciéon esta constituido por VP1 y VP2, pequefias cantidades de VP6 y un alto
porcentaje de proteinas no estructurales NSP3 vy en menor proporcién NSP1, NSP2 y NSP5
cuyas funciones se han vinculado a favorecer la unién del ARN. Se ha propuesto un modelo
hipotético, donde en forma secuencial se agregan las proteinas VP2 y VP6 como una
precapside mediada por la proteina VP1, VP3 y las proteinas no estructurales 1,2,3 y 5. Sin
embargo, la imposibilidad de separar totalmente a estos elementos, no ha permitido
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establecer si todas estas proteinas son indispensables para la replicacién o coexisten con la
transcripcion simultdneamente. Gallegos y Patton, (1989), reportan la presencia de
proteinas no estructurales asociadas a diversas zonas del citoesqueleto ademds del
viroplasma, lo cual sugiere que estan involucradas en facilitar el movimiento de las
nacientes particulas virales (Gallegos y Patton, 1989; Estes, 1996a). Las proteinas VP7 y
NSP4, son sintetizadas en ribosomas asociados a reticulo, en tanto el resto de ellas se
sintetizan en ribosomas libres (Estes, 1996a)

Los datos publicados por Gallegos y Patton, (1989), indican que las particulas VP2
y VP6 de la nucleocépside comienzan a agregarse en forma consecutiva formando una
precapside vy esta se presentan simultdneamente con la replicacién.

Los rotavirus se ensamblan en el viroplasma citoplasmatico, gemando al interior del
reticulo endoplasmico rugoso, guiados por las proteinas NSP4 enclavadas en la membiana
como integrinas, donde las particulas virales se encuentran transitoriamente envueltas. La
envoltura se pierde en el transito al interior del reticulo y es finalmente reemplazada por la
‘capside externa de los viriones maduros. La proteina VP4 en combinacién con el
reconocimiento de la NSP4 aparentemente guia este proceso. El armado final de la
:precapside formada por VP2 Y VP6, parece no ser dependiente de calcio, ya que en
‘medios restringidos de calcio se logran ensamblar viriones de doble capside, en tanto el
agregado final de la capside externa con VP7 y VP4 solo se presenta en medios ricos en

calcio (Estes, 1996a).

Finalmente la liberacion viral, se asocia a citolisis donde se vuelve a dar un papel
relevante a la NSP4, con el incremento intracelular de calcio, la activacién de fosfolipasa-
C, la consecuente desestabilizacién de las membianas celulares y la liberacién de los

viriones maduros (Estes, 1996a).

2.6.-EPIDEMIOLOGIA.

Los rotavirus se han destacado por ser los agentes etiolégicos virales mas frecuentes
en la gastroenteritis aguda de neonatos y nifios menores de dos afios en todo ¢l mundo y se
consideran ubicuos. Han sido aislados de nifios tanto en paises desarrollados como en los
del tercer mundo, con motbilidades similares, sin embargo la mortalidad en los primeros es
menot {Kapikian, 1996a). Dentro de las especies domésticas estos han sido aislados en
becerros, corderos, lechones, cabritos, potros, cachorros de canino y felino y aves (Blood,

1986)

En humanos se ha demostrado una morbilidad similar en paises desarrollados como
en no desarrollados, considerando a los rotavirus como un virus democratico, que presenta
perfiles de distribuci6én similares en animales y en el hombre, sin embargo la sobrevivencia
en los primeros es mayor, debido a sistemas de atencién hospitalaria tempranos en humanos
y a sistemas de manejo, en la explotacién animal, de mejor calidad nutricional y menores
complicaciones con patégenos secundarios. En Medicina Veterinaria el comportamiento
similar debe considerar que el equivalente a los tratamientos hospitalarios para nifios esta
restringido basicamente a especies como equinos, caninos, felinos o animales de zoologico
y no es la generalidad de la produccién animal.
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similar debe considerar que el equivalente a los tratamientos hospitalarios para nifios esta
restringido basicamente a especies como equinos, caninos, felinos o animales de zoolégico
y no es la generalidad de la produccion animal.

Los rotavirus presentan una ruta de transmision oro-fecal. Son altamente resistentes
a la inactivacidén por medios fisicos. Un gran niimero de particulas virales se libera durante
los cuadros de infeccion y una dosis muy baja es suficiente para asegurar la transmisién y
establecimiento de la infeccién. Aunando a esto, la contaminacién de fuentes de agua v
alimentopor el virus, su persistencia en las instalaciones y el hecho de que tanto animales
como humanos infectados con diversas cepas, pueden ser fuentes de infeccién entre unos y
ofros; asegura la amplia difusidn de la enfermedad (Desselberger y Gray, 2000).

Los rotavirus presentan un amplio rango de hospederos susceptibles y algunas
cepas muestran evidencias de pocas restricciones en las infecciones interespecies, como se
ha demostrado experimentalmente con infecciones heterélogas, con el uso de vacunas
preparadas con virus de origen animal en la inmunizacién de nifios o con la replicacién de
aislamientos humanos en otras especies animales (Gouvea y Brantly, 1995).

La infeccién por rotavirus ha demostrado estar restringida por la edad, los cuadros
clinicos mas severos se presentan en animales jévenes; en ¢l humano el rango mds critico
es de 1 a 6 afios de vida; en bovinos y equinos la mayor incidencia se presenta en los
primeros 10 dias de vida; para los ovinos se reportan casos desde poco menos de 3
semanas de vida a los tres meses; en lechones de las primeras dos semanas a las 4 y 8
semanas de vida; en caprinos los datos publicados evidencian cuadros clinicos desde los 6
dias de nacidos, 20 dias, hasta 12 y 16 semanas; en caninos y felinos se reporta alrededor de
las seis semanas de vida (Blood, Henderson y Radostits 1986; Prem y Young, 1993;
August, 1993; Ciarlet ef a/ ,1998b). La prevalencia de la infeccién por rotavirus en infantes
neonatos no ha sido examinada sistemdaticamente, pero existe un alto indice de infecciones
asintomaticas circulando en los cuneros de los hospitales a nivel mundial. Existen reportes
de cuadros clinicos en nifios mayores de esta edad y en adultos, lo mismo que en bovinos
y ovinos, asociados en general a cepas atipicas, presentes en regiones geograficas bien
delimitadas de Asia, como en ¢l caso de infecciones con cepas atipicas del Giupo B en
adultos humanos asociado al contacto con rumiantes o del Grupo C en adultos y nifios
preadolescentes en contacto con cerdos (Kapikian y Chanock, 1996a).

El modelo de infeccion en el conejo ha permitido demostiar la susceptibilidad en
individuos mayores, los animales son infectados con rotavirus arriba del afio de edad y esto
induce lesiones tipicas de la enfermedad en los animales. El modelo murino presenta
evidencias similares, sin embargo en esta especie aunque el adulto puede infectarse. no
desarrolla el cuadro clinico o sus lesiones. Los trabajos 1eportados por Ward y Saif
(Dessaelberger y Gray, 2000) utilizando a cerdos gnotobidticos como modelo de infeceién
demuestran la susceptibilidad de estos animales a cepas de origen humano hasta las seis
semanas de edad. Kodituwakku, (1990) monitorea la excrecion intermitente de rotavirus
por vacas gestantes sin manifestacién clinica y brotes endémicos en becerros a lo largo
de 7 meses. Estos datos indican una circulacién constante del virus en las poblaciones que
actian como fuente o reservorio del virus y aseguran su difusién a nivel mundial Una
seropositividad del 90% en adultos humanos, bovinos y ovinos, apoya adn mas el constante
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En términos generales parece existir una asociacién entre el subgrupo de rotavirus,
su patron de distribucion en el electroferotipo y el serotipo de la cepa, con la especie
susceptible. Los avances en biologia molecular permiten evidenciar la transmisién de los
rotavirus entre diversas especies animales incluyendo al hombre, al facilitar la
identificacién de los aislamientos de acuerdo a las caracteristicas que permiten ubicarlos
dentro de los sistemas de clasificacién de los rotavirus Un ejemplo de lo anterior son
rotavirus de los serotipos G5, G10 o Pucrs, subgrupo I (VP6 del grupo A), del
electroferotipo largo, caracteristicos de aislamientos en animales que han sido detectados
cada vez con mas frecuencia en humanos. Algunas de estas cepas virales originales de
animales, muestran evidencias de recombinaciones con cepas de humanos, como resultado
de una transmisién interespecies (Gouvea y Brantly, 1995).

La estacionalidad es una caracteristica importante de estas infecciones virales y
antes que los rotavirus fueran indentificados, se conocian a estos episodios infecciosos
como “gastroenteritis invernal y vomito invernal”. De un total de 34 estudios de
estacionalidad en diferentes partes del mundo se observé que en las zonas de clima
templado los brotes clinicos se presentan en las temporadas de otofio-invierno, mientras que
-en las regiones tropicales esta estacionalidad es menos marcada, con circulacion viral todo
el afio (Garcia et al., 1996; Parashar et al., 1998). En Norte América se observa el inicio
de brotes por rotavirus en humanos en los meses de octubre a noviembre en México, para
seguir de diciembre a febrero en los Estados Unidos y finalizar en el inicio de la primavera
en Canada, la razén de esta distribucién es desconocida, pero se repite en forma ciclica
(Meissner, 1994; Kapikian et al., 1996b; Garcia et al, 1996). En los Estados Unidos se
registra también un movimiento oeste-este, detectandose los primeros brotes anualmente en
el sur oeste del pais para terminar en el noreste en los meses de marzo abril (Kapikian y
Chanock, 1996a; Parashar et al.,1998) .

2.7.-PATOGENESIS Y PATOLOGIA.

La capacidad de los rotavirus para causar enfermedad (diarrea) es la mejor
definicién de su patogenicidad, su virulencia describe la intensidad o la magnitud con que
el virus o una cepa viral causa enfermedad, cuando es comparado con otto rotavirus ¢
cepa. La virulencia y la patogenicidad dependen de un gran nimero de factores del
hospedero vy el virus, en el hospedero la presencia de 1eceptores celulares para el virus,
edad, estado inmunolégico, nutricional y genotipo. Los factores virales incluyen dosis
infectante, capacidad de diseminacién entre hospederos, tropismo celular o la capacidad de
diseminarse entre poblaciones especificas de células y la capacidad de causar la enfermedad

(Burke y Desselberger, 1996)

La patogenicidad de los 1otavirus no depende de un gen en especial, sino que esto
parece estar relacionada con las posibles variantes de cada uno de ellos, en las diversas
cepas, en relacion con su hospedero. Dicho de otra forma, los 11 genes del rotavirus
pueden ser el determinante de patogenicidad en cada cepa u hospedero en particular
(Butke y Desselberger, 1996; Meissner, 1994).



La forma endémica de rotavirus es causada por la transmisién entre
individuos, los rotavirus puedes ser excretados en heces a niveles de 107 a 10" particulas
infecciosas/ml de materia fecal y son suficientes diez particulas para establecer la infeccion
cuando todos los factores de patogenicidad virales y los del hospedero estan presentes
(Kapikian y Chanock,1996a; Estes, 1996a).

Los rotavitus soportan el transito gastrico con sus condiciones enzimaticas y de pH
y llegan al lumen duodenal, se ven expuestos al efecto de proteasas como la tripsina y
pancreatina, las cuales fraccionan y modifican la estructuza a la proteina VP4, modificando
su estructura, sin fraccionarla en las porciones VPS5 y VP8. La porcién VP8 funciona
como teceptor viral, el cual va establecer la interaccidn inicial virus-célula. La capacidad
de hemaglunitacion de esta proteina indica, en un gran niimero de aislamientos, en especial
de cepas de origen animal, que el receptor celular es una proteina de membrana con acido
sidlico o glicoconjugado vy las céiulas blanco por parte del hospedero, son enterocitos
maduros ubicados de la mitad a la cresta de la vellosidad intestinal (Kapikian v Chanock,

1996).

Una vez fijada la particula viral en este reconocimiento inicial, la VP7 parece
establecer un contacto sitio receptor mas especifico, que no se ha logrado demostrar
claramente, donde se involucran estructuzas como ganglidsidos, glicolipidos o
glicoproteinas. El rotavirién inicia la penetracidn al enterocito, en particular en yeyuno,
ayudado por el efecto denudante de la modificacién estructural en la proteina VP4, en
intima relacion con VP7 y VP6, penetra a la célula blanco como un virién de dos céapsides,
ya sea por penetracién directa o endocitosis Se establece en las cercanias del reticulo
endoplasmético rugoso, donde inicia la replicacidén y traduccioén de proteinas virales, con
periodo de incubacién de 24 a 48hrs promedio (Kapikian y Chanock, 1996a; Estes, 1996a).

El vitus también ha sido enconttado en células caliciformes, células endoctinas
epiteliales y macréfagos de la lamina propia. Las células infectadas presentan cisternas
alargadas en el reticulo endoplasmatico y miciovellosidades cortas (Garcia ef al, 1996).

El inicio del ciclo viral y la sintesis de sus productos establecen el cuadro clinico y
patolégico de esta enfermedad. Por un lado el metabolismo celular es desviado a la
replicacion viral y no al mantenimiento de la integridad de la misma; la aparicién de la
proteina NSP4 en la célula determina varios efectos simultaneos:

a) Aumenta los niveles de calcio intracelular funcionando como una enterotoxina y
estimula la traducciéon de la sefial para secrecion de cloro intracelular
dependiente de AMPc, favoreciendo la salida de cloro al lumen intestinal,
seguida de salida de agua, sodio y potasio para compensar al cloro e inicia la
diarrea (Cunilifee ef al., 1997; Pager, Alexander y Duncan 2000).

b) El aumento de calcio intracelular s¢ ha relacionado con la activacion de
Fosfolipasa C y con desestabilizacién de las membranas celulares que favorece
la liberacién de los viriones maduros. La destruccién de enterocitos maduros
reducen la capacidad de absorcién intestinal, aumentando el contenido del
lumen. La activacién de Fosfolipasa C también activa la respuesta inflamatoria
local contribuyendo a la pérdida de liquido (Estes, 1996a).
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reducen la capacidad de absorcién intestinal, aumentando el contenido del
lumen. La activacién de Fosfolipasa C también activa la respuesta inflamatoria
local contribuyendo a la pérdida de liquido (Estes, 1996a)

c) La destruccion de enterocitos maduros tiene varias consecuencias como la
hiperplasia de las criptas intestinales, reposicién del epitelio intestinal con
células inmaduras, que carecen de disacaridasas (maitasa, sucrasa y lactasa), por
lo cual los individuos infectados no tiene Ia capacidad de utilizar estos azicates,
importantes en lactantes, quedando los mismos ademdas a disposicién de la
flora bacteriana local y funcionando ellos y sus productos de fermentacion
como solutos con un poder osmotico importante en ¢l lumen, lo cual favorecerad
aun mas la salida de liquido (Kapikian y Chanock, 1996a; Giono, Escobar y
Valdespino, 1993).

d) Se ha reportado un efecto de la NSP4 sobre el sistema nervioso local con la
activacién de la diarrea, ndusea y voémito (en monogastricos) Mediante la
utilizacion de bloqueadores de canales de calcio, sodio y nicotina en secciones
de intestino, se ha logrado demostrar como en presencia de esta proteina se
puede activar o inhibir la salida de liquido al lumen intestinal no infectado. En
este estudioc Lungren ef @/ (2000) pioponen que el aumento de calcio
intracelular en el enterocito, libera aminas y/o péptidos que tienen la capacidad
de estimular dendritas en las terminaciones nerviosas libres debajo de la capa
epitelial, activando tanto a células endocrinas como reflejo del sistema nervioso

loca.

Las células epiteliales muertas son sustituidas por células inmaduras de las criptas
dando como resultado diarreas tipicas de los rotavirus, mala absorcién, por la disfuncion
celular sumada a una disminucion del area total de absorcién por la atrofia de la vellosidad,
estos cambios sc observan en zonas intercaladas con mucosa normal. Se observa una
hiperplasia compensatoria en las criptas y su consecuente hipersecrecion. Se han postulado
algunos cambios en la microcirculacion local, asociados a isquemia y a los subsecuentes
cambios estructurales en la vellosidad intestinal en reparacién (Burke, 1996).

La signologia de la enfermedad va a estar directamente relacionada con la edad del
individuo y el grado de lesion, en un espectro que varia desde la infeccion asintomatica a
diarrea leve, hasta la diarrea severa con deshidratacién desde parcial hasta letal, asociada a
los cambios ya desctitos en el intestino (Giono, Esbobar y Valdespino 1993; Gaicia et al,,
1996; Ciarlet et al., 1998a). Las lesiones pueden instalarse en un periodo de 24 a 48 his una
vez inciada la infeccidn, las vellosidades intestinales pueden recuperarse en el lapso de 7
dias, sin embargo suelen requerirse 10 a 21 dias para recuperar el ritmo de crecimiento de
los animales afectados (Blood, Henderson y Radostits 1986; Mufioz et al., 1995).

2.7.1.-Manifestaciones Clinicas:

La signologia depende de al edad del individuo infectado y la severidad del
cuadro clinico, pudiendo resumirse en:

e Vémito ( monogastricos) a las 24 a 36 hrs post infeccién que cede a las 48 6
72hrs.



Se considera afebril o tan solo se presenta una febricola.
Diarrea 24 a 48 hrs post infeccidn, su duracién promedioesde 3a 5 dias y la
severidad de la misma depende de la edad del animal y del cuadro clinico,
es una diarrea amarillenta, totalmente liquida, hasta heces ligeramente
pastosas.

o Deshidratacidn, letargia e irritabilidad, que dependerdn de la severidad del
cuadro clinico.

¢ El cuadro diarreico, por mala absorcion e intolerancia a la lactosa y otros
azucares, puede prolongarse hasta 20 dias.

o El cuadro clinico puede llevar al hospedero a la muerte por deshidratacion.

¢ En individuos inmunosuprimidos o inmunocomprometidos ¢l cuadro clinico
puede volverse crénico.
(Kapikian, 1996a).

2.7.2.-Lesiones Macroscopicas.

A la necropsia ademas de los signos de deshidratacion, se observa distension del
intestino delgado, con conteniendo acuoso amarillento. Sin embargo, pueden no observarse
cambios macroscopicos mayores y esto dependera de la severidad del cuadro clinico

{Trigo, 1998).
2.7.3.- Lesiones Microscopicas.

Se caracterizan por necrosis apical de la vellosidades intestinales, seguida de
acortamiento y atrofia de las mismas, hipertrofia compensatoria de células de las criptas
intestinales, desprendimiento de la lamina basal en las vellosidades infectadas, infiltracién
de células mononucleares en la lamina propia. A nivel celular la microscopia, permite
observar distensién de las cisternas del reticulo endoplasmatico e hinchazén de las
mitocondrias (Giono, Escobar y Valdespino 1993). Las lesiones se presentan en zonas
intercaladas con tejido normal, afectando principalmente yeyuno en segundo término al
ileon y en menor proporcién al duodeno (Ciarlet et al., 1998a; Garcia et al., 1996).

2.8.-Tratamiento.

La principal herramienta de tratamiento para la gastroenteritis por rotavirus es la
terapia de fldidos, con reposicién paraenteral de liquidos y electrolitos. En la terapéutica a
infantes se ha observado una rehidratacién satisfactoria con diversos sueros orales, con
soluciones de electrolito de sucrosa y glucosa. Soluciones similares basadas en harinas de
arroz y de maiz se han suministrado a infantes afectados con rotavirus Se favorece la
lactancia materna, a pesar de continuar con los cuadros de diarrea y vomito, la idea es
lograr mantener un equilibrio entre los liquidos perdidos y el aporte diario de los mismos
(Kapikian y Chanock, 1996a).

En el caso del humano se ha demostrado que es importante no suspender la
lactancia materna, va que se observé que los en Jos nifios donde continuaba el
amamantamiento, la duracién del cuadro clinico y severidad del mismo era menor,



comparado con los casos en que se suspendia. En un inicio se considero que este efecto se
debia a la presencia de anticuerpos neutralizantes en la leche materna. Sin embargo,
cuando se a intenté alimentar a nifios con cuadro clinicos por 1otavirus con leche de vacas
inmunizadas, el resultado no fue igual. Por un lado la leche bovina es rica en lactosa y en
el momento del cuadro clinico por rotavirus no es posible disponer de la misma,
favoreciendo atin més el cuadro de diarrea con la presencia de solutos a disposicién de la
flora normal y que intestino no puede aprovechar o absorber, con poder osmoético en el
lumen intestinal. En la leche materna de humanos se ha detectado la presencia de una
glicoproteina de 46 kDa, con oligosacaridos en su porcién N-terminal 1lamada
lactadherina, que es producida por las células epiteliales la glandula mamaria durante la
lactancia, la cual no es modificada en el proceso digestion del infante y tiene la capacidad
de unirse a las proteinas de la cdpside externa, bolqueando los receptores virales de las
regiones ricas en acido sialico. La lactadherina purificada, en experimentos irn vitro, reduce
la infeccidon en cultivos celulares, funcionando como una competencia homéloga del
receptor celular del hospedero. Evidencias como la de esta glicoproteina, sugieren la
participacién de grupos similares de carbohidratos en los tratamientos con soluciones de
electrolitos y harinas de arroz y maiz. En un principio se postulé que la base de estos
tratamientos era en primera instancia mantener en el lumen intestinal un sustrato para la
utilizacién de la tripsina y reducir el efecto de la misma sobre las particulas virales y en
segundo lugar se propuso que el efecto se podia atribuir a sus propiedades astringentes
(Newburg v Petresen, 1998).

Para el tratamiento clinico de esta gastroenteritis en primer lugar se bede recuperar
y mantener el balance electrolitico y evitar la deshidratacién del individuo. La terapia de
fluidos se recomienda sea con base en la solucién de rehidratacion oral y parenteral que la
OMS (Organizacién Mundial para la Salud) ha desarrollado para el cuadro clinico
asociado a esta gastroenteritis viral, buscando un rapido balance electiolitico. Las
recomendaciones dietarias se han establecido tanto para los animales como pata los niftos
donde se recomienda en forma paralela a la terapia de fluidos continuar con una dieta ligera
con base en harinas o leches maternas en humanos no en rumiantes. Finalmente en el
tratamiento de la rotavirosis es importante un buen diagndstico y no se recomienda en estos
casos ¢l uso de antibidtico, los cuales tienden a agravar los cuadros clinicos, por un lado
alteran la flora normal, la cual tarda mas en reestablecerse una vez terminado en cuadro
clinico v en segundo lugar predispone a la colonizacién por gérmenes potencialmente
patogenos como Pseudomonas, Klebsiella, Clostridium y/o Candida, favoreciendo lasa
infecciones secundariasdel huésped, el incremento de la resistencia bacteriana y de los
costos de tratamiento. Estos Ultimos son argumentos de peso para, tratar de conocer y
entender aiin mas el comportamiento de los rotavirus en las diversas especies susceptibles

(Meissner, 1994).
2.9 -INMUNOLOGIA.
29 1 -INMUNOLOGIA EN LA ROTAVIROSIS.

A pesar de ser una infeccién limitada a la supetficie de la mucosa intestinal los
rotavirus inducen una respuesta local y sistémica, los animales desarrollan una inmunidad
activa contra rotavirus después de una infeccién natural, esta es generalmente especifica
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importancia contra rotavirus y se correlaciona con la presencia de anticuerpos protectores
en sus secreciones. La presencia de anticuerpos neutralizantes es proporcional a la
proteccién, contra la infeccion por rotavirus, la IgA secretoria es mds efectiva en la
proteccion comparada con la participacién de IgG e IgM, ya que la primera es mis
resistente a la degradacion proteolitica en el lumen intestinal y es la inmunoglobulina més
abundante en la secreciones mucosales de la mayoria de la especies La mejor inmunidad
mucosal es inducida por inmunizacion oral. Los anticuerpos circulantes no son protectores

(Prem y Young, 1993) .

Van Pixteren et al, (1998, 1999) demostiaron la induccidon de anticuerpos
neutralizantes de las clases IgA, en la mucosa intestinal dos semanas post infeccién en
corderos gnotobiodticos, no calostrados. En este mismo trabajo se observé un incremento en
los linfocitos B y en las células presentadoras de antigeno en el tejido linfoide asociado en
particular en las placas de Peyer en yeyuno a los 5 dias post infeccién, en tanto los
anticuerpos neutralizantes son detectados 7 dias después del desafio.

La inmunidad pasiva en los neonatos es adquirida através del calostro y /o la leche y
se conoce como inmunidad lactogénica, es la Unica forma viable de lograr la proteccién de
los individuos neonatos. Nuevamente es la IgA la inmunoglobulina predominante y
eficiente en la leche materna humana. En los rumiantes este lugar lo ocupa la IgG1, la cual
aumenta su concentracion tras la inmunizacion de las madres (Prem y Young, 1993).

La inmunidad celular ha demostrado jugar un papel importante en la eliminacion del
virus, en el modelo del ratén se ha detectado actividad T citotéxica a los 7 dias post
infeccién (Prem y Young, 1993). En contraste Franco y Greenbetg (1997), demuestran en
1atones desnudos, deficiente en células T, que estos logran producit [gA vy eliminar la
infeccion por rotavirus, sugieren como explicacion la activacién de linfocitos B, T
independientes asociados a linfocitos Bl en la mucosa y peritoneo, en contraste con la
esperada activacion de clonas de linfocitos B IgA, via su interaccién con linfocitos T CD4.
La actividad citotoxica especifica contra rotavirus es restringida al complejo mayor de
histocompatibilidad. Los linfocitos T CD8+ han demostrado también tener una
participacion importante en la eliminacién viral, ya que en animales deficientes en este
grupo celular la infeccion por rotavirus se vuelve crénica (Prem y Young, 1993). McNiel ez
al, (1995) demuestran como animales inmunodeficientes en linfocitos CD8+, pero
positivos a la produccién de IgA, con infecciones crénicas por rotavirus logran eliminar la
infeccién con la adopcién de clonas activas de células T CD8+ contra rotavirus. En tanto
animales deficientes en CD8+ e IgA, logran eliminar al virus tras la transferencia de clonas
CD8+ positivas a rotavirus, indicando el importante papel de estos linfocitos en la
eliminacion viral, aunque no indispensable. La actividad de linfocitos T especificos contra
rotavirus se ha encontrado tanto en la Idmina propia como en los esplenocitos y esto
demuestran tener tanto una actividad homotipica, como heterotipica, por lo cual Offit y
Dudzik., (1988) postulan que la respuesta heterotipica que se observa en rotavirus, tras
infecciones subsecuentes con serotipos diferentes en la primo infeccién o la proteccién
conferida tras la vacunacidn con cepas de origen bovino en nifios, esta relacionada con la
activacién de estas clonas de linfocitos T, siendo estos mas importantes en establecer la
memoria de las respuestas, que en la eliminacidn de la primoinfeccion.



Esta circulacidn de células Ty B son evidencia del movimiento constante de estos
grupos celulares entre los drganos linfoides, explican la seroconversién o aparicién de
anticuerpos séricos, después del desafié mucosal y se reportan como un buen indicador de
los niveles protectores una vez inducida la respuesta inmune en la mucosa intestinal Se
proponen como indicadores en el desarrollo de las vacunas orales contra rotavirus (Brown
et al, 2000) En el modelo murino con ratones P2-microglobulina negativos, se ha
observado que la eliminacién del virus del intestino corrrelaciona con la presencia o
aparicién de la respuesta especifica a IgA (Franco y Greenberg, 1997) Ratones JuD
negativos (deficientes de c€lulas-B), fueton capaces de eliminar por completo la infeccién
por rotavirus, pero permanecen susceptibles a cualquier reinfeccidn. Esta observacién
sugiere que lo linfocitos B juegan un papel preponderante en el control de la infeccidn por
rotavirus (Franco y Gieenberg, 1997; Oldham y Bridger, 1992). En las aves se ha
demostrado también la participacion de células NK en la eliminacién viral (Prem y Young,

1993).

Brown y Offit (1998) seiialan la participacién de macréfagos en el desplazamiento
de los rotavitus al tejido linfoide exfraintestinal, detectando por inmunofluorescencia
proteinas virales 48hrs post inoculacién en los macréfagos de la placa de Peyer y
posteriormente en los de la lamina propia y el nodo linfatico mesentérico, en menor
proporcion se demuestran proteinas virales en células B y no se detectan en linfocitos T o
en células dendriticas. En contraste otros trabajos se sefiala que las células presentadoras
de antigenos los macréfagos, Linfocitos B, células dendriticas son las responsables de
iniciar y mantener la respuesta inmune especifica al virus. La induccién de la respuesta
inmune virus especifica, inicia en la Placa de Peyer, sugiriendo una importante
participacién de los macrdfagos en la presentacién y activacidn de la respuesta humoral, sin
descartar la activacién T dependiente ya citadas. Finalmente este desplazamiento de los
rotavirus por los macréfagos del GALT, podria ser la ruta de invasion a tejido renal y
sistema nervioso central, raramente reportada en infantes inmunocomprometidos

Utilizando ELISAs convencionales la mayor respuesta esta dirigida principalmenté
a VP6, pero el resultado en el reconocimiento de esta proteina no se puede correlacionar
con el grado de proteccién en el animal, en el caso de las proteinas VP7 y VP4 si existe
una correlacion entre anticuerpos neutralizantes y proteccion. La respuesta inmune
especifica contra rotavirus es proporcional a la concentracidn de estas estructuras en el
totaviridbn y es basicamente homotipica y dirigida a epitopos especificos en ambas
proteinas (Prem y Young, 1993).

Van Pinxteren et. al, publicaron en 1998 y 1999, dos trabajos sobre vacunacion y
proteccion natural a rotavirus utilizando corderos gnotobiontes, demuestran una respuesta
inmune importante en los animales desde los seis dias de vida, con la aparicién de IgA e
IgG tanto mucosales como séricas a los 8 dias post infeccién o vacunacidn, la aparicion de
I¢G fue mas temprana, en tanto IgA demostrd una capacidad neutralizante mayor, En las
mismas publicaciones los autores exploraron la respuesta mediada por el tejido linfoide,
asociado a las diferentes regiones del intestino, através de la amplificacion de] ARNm de
las distintas citocinas involucradas en la coordinacién de la respuesta inmune IL-2, 1L-4,
IL-6, IFN v v factores de crecimiento celular, detectando la principal respuesta al desafio
viral en las placas de Peyer yeyunales a los tres dias postinfeccién, en forma similar a lo
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reportado por Bruce ef al., (1995) y Van Pixnxteren ef al, 1998 y 1999) se sugiete que es
aqui donde se esta induciendo el cambio en la sintesis de IgM a IgA en una respuesta Th2.

2.9.2,-CONSIDERACIONES SOBRE INMUNOLOGIA EN RUMIANTES.

A diferencia de los lagomorfos, primates y roedores, otros mamiferos no tienen la
capacidad de transferir anticuerpos séricos a sus crias durante el desarrollo fetal, los
ungulados tienen placentas (epitelio corial) impermeables a inmunoglobulinas (Tizard,
1992; Salmon, 1999). Los ungulados tienen la capacidad de montar una respuesta inmune
primaria, aun sin recibit la proteccién de los anticuerpos maternos, pero dicha respuesta
requiere de un periodo importante para establecerse y suele ser mas largo que el requerido
por algunos patdgenos para instalarse, por lo cual la ingestion de calostro 1ico en
inmunoglobulinas y células del sistema inmune, que son translocadas de la glandula
mamaria, es esencial para la sobrevivencia de los animales neonatos. Al recibir el calostro
el animal presenta un perfil inmunolégico similar al adquirido por su madre tras el
estimulo normal de su sistema inmune (Salmon, 1999).

Debido a la falta de estimulacién previa al sistema inmune del recién nacido, estos
son incapaces de montar una respuesta protectora en las mucosas respiratorias y digestiva,
14pida y eficiente. La inmunidad lactogénica en roedores y primates se ha asociado en
términos generales a la presencia de IgA secretora, especifica contra los patégenos mas
comunes paia la mucosas matetnas y son transportadas via la asociacién del desarrollo de la
glandula mamaria en la gestacién y la inmunidad propia de la hembra. En los rumiantes
adultos se ha demostrado que predomina la presencia de IgG1 sobre la IgA en la mucosa
intestinal y en las secreciones de la glandula mamaria, en tanto en la mucosa respiratoria
predomina la IgA (Lee, Meeusen y Brandon,1992; Salmon, 1999) . Estos hallazgos dan
indicios de la importancia que puede tener la IgG1 en los rumiantes sin descartar el papel
de la IgA (Salmon, 1999).

Existen diferencias significativas en los isotipos predominantes en el calostro del
bovino y los porcinos y a pesar de que dichos estudios no se han desarrollado en caprinos,
parece valida la hipétesis bajo la cual se deben estar comportando en forma similar en
estos utltimos (Salmon, 1999). El cambio en el isotipo predominante en la respuesta
mucosal se sugiere que depende de la interaccidn entre células presentadoras de antigeno,
linfocitos T y linfocitos B, tanto en la mucosa gastrointestinal como en el desarrollo de la
glandula mamaria y factores hormonales involucrados en la misma (Lee, Meeusen y
Brandon 1992; Fitzpatrick et al.,1992) La expresion de los diferentes isotipos en la mucosa
de los rumiantes es ain un area por investigar, en ¢l modelo murino se reconoce
actualmente que la expresion de IgA es mediada béasicamente por IL-5 e IL-6, en una
respuesta celular dependiente de IFN-y. La IgA mucosal tiene dos origenes, por un lado
estan los linfocitos B de las Placas de Peyer y en segundo lugar los linfocitos Bl de la
cavidad peritoneal (Husband, Bao y Beaglry, 1999). La proteccion mucosal pasiva en los
animales neonatos depende del suplemento continuo de IgA dimérica en los monogastricos
e IgG1, pero no IgG2, en los rumiantes. La inmunidad lactogénica humoral, en la mucosa
intestinal, es dependiente de la traslocacién de IgA e IgGl de la glandula mamaria a la
leche y el calostro y/o de la emigracién de linfoblastos IgA de la lamina propia intestinal
materna a la glandula.. La mayor parte de IgG1 es transportada desde suero, aunque existe
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intestinal, es dependiente de la traslocacion de IgA e IgGl de la glindula mamaria a la
leche y el calostro y/o de la emigracién de linfoblastos IgA de la lamina propia intestinal
materna a la glandula.. La mayor parte de IgG! es transportada desde suero, aunque existe
sintesis de IgG1 local durante la lactacion (Dréau et al, 1995; Salmon, 1999; Hein y

Dudler, 1999).

Después del destete, los neonatos son capaces de montar una respuesta inmune
mucosal y los destetes tempranos no parecen intervenir en la capacidad de madurar esta
caracteristica (Salmon,1999). En los rumiantes se ha reportado una comunicacién o
transporte que no manifiesta [a misma eficiencia en el trafico entre la gldndula mamaria y el
tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT), comparado con los monogastricos La
impotrtancia de esta observacion radica en la sospecha de una proteccidén materna menos
eficaz en rumiantes, comparada con la conferida por los monogastricos en general En
porcinos se ha demostrado una marcada preferencia de los linfocitos originados en la
mucosa intestinal a desplazarse hacia la glandula mamaria, soportando la idea de que la
inmunidad materna adquirida por la cria en sus primeros dias es un espejo de aquella
diversidad de agentes a los cuales se enfrenta la madre. En bovinos y ovinos los estudios
realizados hasta el momento seffalan deficiencias en esta conexidén entre el MALT v la
gldndula mamaria, donde se ha observado un preferencia de los linfocitos originados en el
tracto gastrointestinal por los nodos linfoides periféricos y por el tejido mamario,
asumiéndose una proteccion de menor eficiencia que en monogastricos (Harp, Runnels y
Pesch, 1988; Salmon, 1999, Rothkétter, Pabst y Brailey,1999) .

2.10.-METODOS DE DIAGNOSTICO.

Las manifestaciones clinicas de la gastroenteritis aguda causada por rotavirus no son
suficientes para Hegar a un diagnéstico etioldgico, ya que son semejantes a las presentadas
por una infeccidén bacteriana. Por este motivo se requiere de técnicas de diagndstico de
laboratorio diversas pata su estudio y diagnéstico.

2.10.1.- Microscopia electrénica.

Se basa en la observacién microscépica de particulas virales caracteristicas
por un rayo de electrones generado por un filamento de tungsteno (pistola de electrones),
donde la imagen puede ser resuelta en un rango de 100um a 10 nm con lentes
electromagnéticas, que permiten la alineacién de los electrones para permitir la observacion
de las mismas. Detecta al rotavirus en concentraciones de 107 a 10° por ml de heces. Esun
método rapido v eficiente que tiene la ventaja de permitir la observacién de simultdnea de
otros microorganismos. La inmunomicroscopia electrénica es una vatiante del método
anterior, utilizando anticuerpos que provocan la aglutinacion de las particulas virales, se
puede utilizar para favorecer la observacion en bajas concentraciones virales o en el caso de
contar con anticuerpos monoclonales como una herramienta de tipificacién (Garcia et al.,
1996; MacRae y Srivasta, 1998; Presscott, Harley y Klein, 2000).



2.10.2.-Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Se conoce como ROTAFORESIS y permite la identificacion de ARN del rotavirus
en muestras de heces. Consiste en hacer una extraccién del ARN viral, colocar una muestra
en un gel de poliacrilamida y someterla al paso de corriente. Al término del procedimiento
se puede detectar la migracion de los 11 segmentos del ARN viral. El patrén de migracion
es especifico, por lo tanto se presentan ligeras variaciones entre muestras analizadas Esta
técnica presenta varia ventajas no son influidas por las vatiaciones de serogrupo y serotipo,
es un técnica rapida (2hrs) detecta desde 10 particulas por gramo de heces (Espejo et al.,
1978; Giordano et al., 1991; Garcia et al ., 1996).

2.10.3.-Seroneutralizacion.

Las respuestas inmunes de los animales pueden emplearse para el diagndstico
Primero con la presencia de anticuerpos especificos se identifica a un antigeno. Segundo al
contar con un anticuerpo especifico en el suero es posible determinar si un animal ha estado
expuesto a un antigeno especifico. Es evidente que la presencia de anticuerpos para un
microorganismo especifico en un determinado suero indica la exposicion previa a un
epitopo que existe en ese microorganismo. Sin embargo, no proporciona en forma
automatica una prueba de que en ese momento exista una infeccion. Este antisuero contiene
una muestra heterogénea de anticuerpos de sus diversas clases. La prueba de
seroncutralizacion es una prucba altamente especifica pata la deteccién viral, estima la
capacidad que tiene el anticuerpo para neutralizar la actividad biolégica del virus cuando se
mezclan in vitro. Estas pruebas se emplean en cultivos celulares o animales en
experimentacién donde los virus tiene efectos reconocibles sobre el sistema indicador. Es
posible evitar que los virus infecten a las células después de que el anticuerpo especifico se
haya combinado con ellos y después de que haya bloqueado los sitos criticos de fijacion.
Esta 1eaccion es la base de las pruebas de neutralizacion que se utilizan para identificar
virus desconocidos o para medir la actividad especifica antiviral de los anticuerpos. Las
Pruebas de neutralizacién son altamente especificas y muy sensibles. Las pruebas de
neutralizacién en cultivos de tejido son especialmente adecuadas en el caso de aquellos
virus que inducen efectos citopaticos y que se identifican con facilidad por hemaadsorcion,
ya que ambas reacciones pueden inhibirse mediante una exposicion previa del virus a los
anticuerpos (Tizard, 1995; Presscott, Hatley y Klein, 2000).

2.10.4.-Ensayo Inmuno Absorbente Ligado a Enzimas (ELISA). Indirecta.

ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) es una prueba de unidén
primaria entre antigeno y anticuerpo y se puede utilizar tanto para detectar como pata
cuantificar los anticuerpos como los antigenos. La prueba es una inmunoadsorcion
indirecta; detecta anticuerpos y no antigenos, se basa en la fijacién de antigenos proteicos
en placas de poliestireno. Posteriormente se coloca el suero problema en los diversos pozos
de las placas, se incuba y da un tiempo pata establecer la reaccién antigeno-anticuerpo.
Seguido de varios lavados donde se retira todos los componentes del suero que logran
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fijarse en una union especifica. Se incuba con un segunda anticuerpo, el cual se caracteriza
por estar ligado o unido a un complejo enzimatico y ser un anticuerpo generado en una
especie diferente para cual se esta determinado la presencia de anticuerpos especificos
Finalmente previo otra serie de lavados se coloca en sustrato especifico con el cual
reaccionara la enzima ligada al anticuerpo secundario, de tal manera que se genera una
reaccion con color. La intensidad del color sera proporcional a la cantidad de
inmunoglobulina especifica al antigeno que se encuentre suero que se esta ensayando. La
intensidad de la reaccidon puede ser valorada a simple vista o de preferencia mediante
espectrofotometria (Tizard, 1995; Presscott, Hatley y Klein, 2000).

2.10.5.-Ensayo Inmuno Absorbente Ligado a Enzimas (ELISA). Sandwich.

La prueba de inmunoadsorcion emparedado es un método altamente sensible para la
determinacidn de antigenos. En esta prueba la superficie de poliestireno esta cubierta con
anticuerpos especificontra rotavirus, éstos pueden estar dirigidos a los determinantes
antigénicos de Grupo VP6 o Serotipo G (VP7) o P(VP4). Luego se agrega la solucidn de
antigenos como pueden ser sobrenadante de cultivo celular infectado o filtrado de heces,
seguido de algunos lavados, se agrega el segundo anticuerpo similar al ptimero en sus
determinantes antigénicos, pero unido a o conjugado a alguna enzima. Esta reaccién es
revelada con la aplicacién del sustrato especifico para reaccionar con la enzima ligada. La
intensidad de la reaccion de color se relaciona directamente con la cantidad de antigeno
captado. Esta es la base de muchas de las ELISAs comerciales existentes para deteccioén de
rotavirus, sin embargo tiene una gran desventaja dado que estas han sido disefiadas paza el
diagndstico rapido hospitalario, estan dirigidas a rotavirus del giupo A en especial a
rotavirus del grupo humano, por lo que es frecuente encontrar resultados falsos negativos.
En contraste las ELISA dirigida a la serotipificacion, las cuales no son de uso rutinario en
diagnoéstico, contienen anticuerpos monoclonales y se usan casi exclusivamente en estudios
epidemioldgicos o de control de poblaciones vacunadas (Tizard, 1995; Garcia et al, 1996;

Presscott, Harley y Klein, 2000).
2.10.6.- Aglutinaciéon en Latex.

Es una prueba cualitativa para la deteccién directa de antigeno de rotavirus en
muestras fecales humanas. Se emplean particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos
contra el virus, las cuales son mezcladas con una suspension fecal diluida y cuando ésta
contiene antigeno de rotavirus ocurre una reaccion de aglutinacion visible. Con este método
se permite la determinacién de serotipos em 10 minutos. Al igual que en la ELISA
emparedado se tiene la desventaja de ser disefiadas en base a los rotavirus aislados en
humanos y aun en esta especie no son totalmente confiables debido a la gran diversidad
antigénica ya mencionada de estos virus (Sukura et al., 1990; Garcia ef al., 1996).

2.10.7.- RT-RCP. Reaccion en cadena de 1a Polimerasa.

La metodologia conocida como RCP, por sus siglas en inglés polymerase
chain reaction, permite la rapida amplificacion de ADN gendémico. Puesto que los rotavirus
son virus ARN, es necesatio primero convertir el ARN de doble cadena a ADN mediante ¢l
uso de la transcriptasa reversa. Su alta sensibilidad puede detectar desde 2 pg de ARN viral
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B y C y para los serotipos G y P. Esta prueba se utiliza basicamente en la tipificacién de
cepas y estudios epidemioldgicos, no en el diagnéstico rutinario (Garcia et al, 1996;
Suzuki et al., 1993; Barardi ef al , 1998).
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2.11.-JUSTIFICACION

Se ha observando en forma relativamente constante y sin explicacién, un periodo
de perdida de peso y episodios diarreicos en el desarrollo del cabrito (Thea, 1995), de las
posibles patologias que pudieran estar involucradas; Eimeria spp, E.coli y algunos virus,
dentro de éstos $e dirigié el interés a los Rotavirus, que por las caracteristicas de sus
cuadros clinicos podrian asociase a este fenémeno, encontrandose poca informacion
existente sobre los mismos en el ganado caprino

Debido a las limitantes que representa el estudios de la infecciones en humanos, s¢
han establecido una serie de modelos animales para, la comprension de la patogénesis ¢
inmunidad mucosal en hospedadores naturales para el virus. Los modelos mas utilizados
han sido el ratén, conejo y cerdos gnotobiontes, donde la mayor parte de los trabajos se
han dirigido al comportamicnto de la cepas virales que afectan al humano o la especies
homéloga del aislamiento viral En tanto en medicina veterinaria, se ha investigado en
porcinos, bovinos y ovinos sin set éstos estudios tan extensos como los realizados con los
modelos desarrollados para la rotavirosis en humanos (Desselberger y Gray, 2000)

Hasta la fecha no se han publicado estudios sobre la patogenicidad de los rotavirus
en caprinos bajo condiciones paturales, la mayotia de los autores no han logrado demostrar
una asociacion entre excrecién viral y el cuadro diarréico, donde pueda ser sefialado como
agente causal del cuadro clinico sin lugar a dudas (Muifioz et a/ 1994; Berrios et al, 1988).
La prevalencia de los rotavirus parece estar incrementandose, desde su primeta descripcion
en los afios 70, pero los datos publicados en los estudios muestran diferencias entre las
especies. Sin embargo, la distiibucién y significado de los mismos en los caprmos s¢
desconoce (Mufioz et al., 1995). Debido 2 la alta convivencia que en nuestro pais se da
entte ovinos y caprinos en tebafios y explotaciones mixtas existe la posibilidad de la

infeccidn interespecie.

Los modelos animales han sido utilizados para definir los pardmetros de la
infeccion producida por rotavirus, patogénesis, enfermedad, tespuesta inmune y eficiencia
vacunal, por lo cual en el presente trabajo se busco establecer un modelo de infeccion para
rotavirus en ganado captino, cumpliendo con los postulados de Koch y valoar la
participacién de la inmunidad pasiva y activa en el establecimiento del cuadro infeccioso

por rotavirus.
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Cuadro 2 3 Referencias bibliograficas de rotavirus en caprinos

Antor Técnicas Referencia Titulo,
Scott. A.C. eral |{Microscopia 1978, Vet. Rec Rotavirus in goats
electronica
Yvore,P. ef al ELISA comercial. | 1984 INRA Epidemiological survey of
Publications diarthoea in new bomn kids in the
Touraine region de France.
Berrios, EP et | Rotaforesis, 1988 Avances en Deteccion de rotavirus en caprinos

al.

Aislamiento viral.

Ciencias Veterinarias

de San José de Maipo, Regidn
Metropolitana de Chile.

Iovane G. et @/ | Seroneutralizacion | 1988, Acta Med. Vet. | Ricerche sulla presenza e diffusione
de anticorpi per rotavirus negli
ovini e caprini dell Italia Centro-
Meriodionale.

Legrottaglie,R , | Rotaforesis, 1993, Microbiologica { Isolation and identification of

etal. Aislamiento viral rotavirus as aetiological agents of
neonatal  diarthoea In  kids,
Electrophoretical characterization
by PAGE.

Da Costa Rotaforests, 1994, Onderstepoort . | Isolation and preliminary

Mendes. et al Aislamiento vizal. characterization of caprine
rotavirus.

Muifioz. M, et ELISA sandwich, 1994, Small Rotavirus excretion by kids in a

al. Aglutinacién en | Ruminant Research. | naturally infected goat herd.

latex comercial,
Rotaforesis.
Da Costa Rotaforesis, 1994, Journal of the | Rotavirus in Saanen goats
Mendes et al Aislamiento Viral. | South African
Veterinary

association

Kaminjolo.J S

Aglutinacion
latex comercial

en

1994, Birt Vet ]

Rotavirus Infection in calves,
piglets, lambs and goat kids in
Trinidad.

Mufioz. M et al. | BLISA sandwich, 1995, Res Vet Scis. | An outbreak of diarthoea associated
Rotaforesis. with atypical rotaviruses in goat
kids.
Wang Rotaforesis, 1995, Chinese J Virol | Investigation and identification of
ZhengDang et | ELISA comercial, atypical rotavirus from animals and
al, Hibridacion. humans.
Gueguen, C er | ELISA comercial, |1996, Veterinary Caprine and bovine B rotaviruses in
al Rotaforesis, Research. western France: group
PCR. identification by Northern
hybridization.
Ayanegui, e af | Rotaforesis, 1997, Reunion anual | Diagnédstico de Rotavirus caprino

Aislamiento viral

de investigacion
pecuaria

utilizando la técnica de
electroforesis del ARN en geles de
poliacrilamida (PAGE).
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2.12.- HIPOTESIS
Los rotavirus son agentes infecciosos ubicuos, con un rango de especies susceptibles
amplio, abarcando tanto mamiferos como aves, por lo que es factible la infeccién tanto con

aislamientos virales homologos, como heteroldgos. La Inmunidad pasiva, conferida por el
calostro, tiene un efecto protector contra la infeccién neonatal producida por rotavirus.

2.13.-OBJETIVOS
2.13.1 - Aislar y replicar en el laboratorio una cepa de rotavirus de origen caprino
2.13.2.- Establecer la infeccién por rotavirus en el modelo caprino.

2.13 3 - Determinar la participacion de la inmunidad pasiva materna en el desarrollo,
establecimiento y secuelas de la infeccion por rotavirus en caprinos domésticos

2.13.4 - Establecer 1a infeccidon experimental en ovinos con, un aislamiento de rotavirus de
caprinos.

TESIS CON
- FALLA DE ORIGEN| »




3.-MATERIAL Y METODOS.

El presente trabajo requirié de un muestieo de campo previo para la bisqueda del
aislamiento viral inicial y posteriormente se desarrollo la fase de laboratorio, misma que
fue realizada en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud Animal y en el
Laboratorio de Necropsias de Facultad de Estudios Superiotes Cuautitlan, ubicada en el
Campo IV, L-503 de la Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM. Carretera
Cuautitlan-Teoloyucan, Km 2.5, Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

Con la finalidad de facilitar el seguimiento del desartollo experimental, se
establecieron por separado diferentes técnicas y ensayos, en ¢l orden que fueron requeridos
para, los cuatro experimentos principales que constituyeron el trabajo

3.1.-Aislamiento de rotavirus caprino.
3.1.1.- Coleccion de muestras.

Un total de 310 muestras de heces fueron colectadas; 230 de caprinos, 39 de
ovinos, 35 de bovinos, 4 de humanos vy 2 de caninos, en un rango de edad, del nacimiento
hasta a las 10 semanas de vida y en algunos casos hembras adultas en al final de gestacién
o recién paridas. En el caso de las especies diferentes a los caprinos estas fueron tomadas
como una medida paralela de observacion de circulacidn viral, dado que en todos los casos
estos convivian con la especie caprina.

3.1.1.2.-Caracteristicas generales de los rebaiios evaluados.

A) Hato caprino y ovino del Centro de Produccion Agropecuaria, de la Facultad de
Estudios Supetiores Cuautitldn, UNAM.
Ubicacion: Carretera Cuatlitlan —Teoloyucan Km 2.5, Cuautitldn Izcalli Estado de
México.
Hato captino, en el que las razas predominantes fueron Alpina y la Toggenburg
Explotacién con presencia de bovinos, ovinos, equinos, conejos, aves de engorda.
Periodo de estudio: de 30 de enero al 22 de mayo de 1997, muestreo semanal.
Se colectaron, 43 muestras de heces de caprinos, 39 muestras de heces de ovinos y 17
muestras de heces de bovino.

B) Hato caprino del rancho Cuatro Milpas, del Centro de Enseflanza, Investigacion y
Extensidén de Produccién Bovina y Caprina, de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNAM
Hato caprino en el que las razas predominantes fueron Alpina y Toggenburg.
Explotacion mixta con presencia de bovinos lecheros y ciervos.

Ubicacidn: Autopista México- Querétaro, Km 44, Tepozotlan, Estado de México.
Periodo de estudio: de 7 de marzo al 22 de Mayo de 1997 (muestreo semanal).
Se colectaron, 96 muestras de heces de caprino y 9 muestras de heces de bovino.
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C) Hato caprino del Centro de Ensefianza, Investigacién y Extension en Produccion
Agricola y Ganadera, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. UNAM
Hato caprino de raza Boer.
Explotacion mixta con presencia de bovinos especializados para la produccién de carne.
Ubicacion: Carretera Chalco Mixquic, Chalco, Estado de México.
Periodo de estudio: de 5 marzo al 16 de abril de 1997 (muestreo semanal).
Se colectaron 12 muestras de heces de caprino y 9 de heces muestras de bovino

D) Caprinos adultos, rastro del municipal de Atizapan de Zaragoza, Estado de México.

Raza: Angora
Origen: Nuevo Leodn.
Ubicacion: Colonia Centio, Atizapan de Zaragoza, Estado de México.
Periodo de estudio: de 30 de enero al 22 de mayo de 1997 (Muestreo semanal)
Se colectaron 29 muestras de heces de caprinos.

E) Caprinos de diversas explotaciones, adultos y crias dentro de las primeras 10 semanas
de vida en los estados de Querétaro, San Luis Potosi, Durango, Nuevo Ledn,

Guanajuato.
Periodo de estudio: en muestreo unico
Se colectaron 54 muestras de heces de caprinos.

F) 4 muestras de heces de humanos y 2 de caninos.
Origen: Cuautitlan, Estado de México.

Se muestrearon otras especies que en su momento convivian con los caprinos, para intentar
determinar la circulacidn de rotavirus en las diferentes explotaciones.

3.1.2.-Evaluacion de l1a muestra,
3.1.2.1-Coleccion y conservacion de las muestras de heces.

El muestreo de heces se realizé en forma directa, tomando una muestra rectal, en
una bolsa de plastico, la posteriormente se identificé con el numero de animal, edad
aproximada, procedencia y fecha del muestreo.

Las muestras se conservaron en congelacion a —20°C hasta el tratamiento de extraccidn
del ARN viral y su corrimiento electroforético.

3.1.2.2.- Rotaforesis.

Se utilizo una electroforesis del ARN en gel de poliacrilamida (PAGE) de acuerdo
a la técenica del manual de diagnéstico vy tipificacién de Rotavitus del INDRE (Garcia ef
al., 1996). Se realizé la extraccidén del ARN viral, la electroforesis y finalmente la tincién
con nitrato de plata, buscando la presentacién del patrén electroforético caracteristico de
11 bandas, correspondientes al ARN segmentado en forma natural, de los rotavirus (Figura
2.1) (Anexo I).
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3.1.3.-Aislamiento viral.

Las muestias que fueron positivas en la técnica de rotaforesis fueron seleccionadas
para intentar el aislamiento viral. Se adaptd la técnica descrita para aislamiento viral del
vitus de la poliomelitis humana del INDRE (Giono, Escobar y Valdespino,1994),
(Apéndice I).

-Pretratamiento de las heces para la infeccion de los cultivos celulares, de acuerdo a la
técnica descrita por Scott ef al , (1981), (Apéndice I).

~Cultivo celular, infeccidn in vitro 'y cosecha viral de acuerdo a la técnica descrita por
Urasawa et al, (1981, (Apéndice ).

-Se considerd aislamiento positivo, por observacién de efecto citopatico catacteristico, con
formacién de sincitios, agregados en forma de nodos, la formacidén de una red sobre el
monoestrato (semejante a una red de pescador) y finalmente la retraccién de estos en los
nodos sincitiales vy lisis final del cultivo celular (Figura 4.3), (Urasawa ef al., 1981).

- Confirmacién de la infeccion in vitro por la cepa de rotavirus aislada de los caprinos, por
la técnica de rotaforesis previamente descrita comparando el pattén observado en las
muestras clinicas originales, con el recuperado del cultivo celular (Rosen ez af., 1994)

3.2.- Infecciébn por rotavirus en un modelo animal caprino.

3.2.1.~ Abasto viral.

Mediante la infeccidn in vitro productiva se confirmé que la cepa de rotavirus fue
aislada de los caprinos y se corrobord con la técnica de 1otaforesis previamente descrita
comparando el patiéon la distribucion de las 11 bandas de rotavirus agrupados (4:2:3:2)
entre el sobrenadante de cultivo celular infectado con efecto citopdatico caracteristico y la
muestra de campo inicial positiva (Rosen et al., 1994).

De las muestras positivas en aislamiento viral, confirmadas por rotaforesis se
formd el abasto viral para preparar la inoculacién de los animales en condiciones
controladas. Se utilizaron las técnicas previamente descritas en el 3.1. La pureza del
aislamiento viral fue monitoreado mediante la observacion y comparacioén del patrén de
migracién electroforético desde el aislamiento inicial, hasta logran el abasto viial requerido
para el experimento, donde no se observaron variaciones en el mismo. (Figura 4 2)

Para lograr el abasto viral requerido se trabajo con pases consecutivos en cultivos
celulares de células MA-104, hasta alcanzar el volumen de 450 ml (Apéndice I).
Finalmente el abasto viral fue titulado después de 10 pases in vifro, para lo cual se
prepararon 2 microplacas de 96 pozos para cultivo celular con células MA-104 inoculadas
en diluciones decimales del abasto, siguiendo la técnica de Urasawa ef al., {1981). Se
incubaron las microplacas a 37°C en estufa de CO,. Se realizd la lectura buscando como
punto de corte el Ultimo pozo que presentara efecto citopatico, a las 24, sin modificacion a
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las 48, y 72hts post infeccion. Hasta obtener un efecto litico estandarizado en la dilucion
de 107® unidades virales ( Apéndice I)

3.2.4.3.-Preparacion del indculo.

De acuerdo a la técnica seflalada por Snodgiass y Wells, (1978), la cual
consistente en incubar 2Zhrs a 37°C, 9 ml de sobrenadante de cultivo celular infectado con
cepa aislada de caprinos, propagada en monoestrato de células MA-104, titulado a 10°
particulas virales/ m] con Imi de la solucién de tripsina (10ug/ml). Con la finalidad de
permitir el fraccionamiento y modificacion de la estructura de la proteina VP4 y favorecer
asi el estado de infeccién (Apéndice I).

3.2.2.- Seleccion de animales.
GRUPO1

El grupo 1 se formo con diez animales provenientes del hato caprino del Rancho
Cuatro Milpas, Centro de Ensefianza, Investigacidn y Extensién de Produccién Bovina y
Caprina de la Facultad de Medicina Vetetinaria y Zootecnia. UNAM ubicado en
Tepotzotlan, Estado de México Razas Alpina y Toggenburg

De este rebafio se 1ealizé el aislamiento viral inicial, un afio antes del desafio
experimental, s¢ considerd que se trata una poblacidn expuesta a Rotavirus caprino,
demostrado por rotaforesis positiva y aislamiento vital Las caracteristicas de los animales
empleados se presentan en el cuadro 3.1

Cuadro 3.1 Pardmetros de descripcion del estado fisioldgico (edad, sexo, raza, peso,
identificacién), de los animales del Grupo 1. Hato con demostiada circulacion viral previa
por aislamiento viral.

Nimero Edad Sexo Raza Peso | Rotaforesis en periode de adaptacion
1 9 semanas | Macho Alpina 12kg Negativo
4 9 semanas | Macho Alpina | 22kg Negativo
7 - 9 semanas | Macho Alpina 13kg Negativo
2 8 semanas | Macho Alpina 13ke Negativo
3 8 semanas | Hembia | Toggenburg | 7kg Negativo
6 8 semanas | Hembia | Toggenburg | 9kg Negativo
5 7 semanas | Macho | Toggenburg | 9kg Negativo
8 7 semanas | Hembra| Alpina 10kg Negativo
9 7 semanas | Macho Alpina Skg Negativo

10 control 7semanas | Macho Alpina 11kg Negativo

(No inoculado).




GRUPO II

El grupo II se formd con diez animales provenientes del hato captino del Centro de
Produccion Agropecuaria, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM, ubicado en
el Km 2.5 de la carretera Cuatlitian—Teoloyucan, Cuautitlan Izcalli Estado de México. Hato
caprino con predominancia de las Alpina y Toggenburg.

En este rebafio caprino no hubo deteccion de rotavirus por rotaforesis con cuatro
afios de! monitoreo por (Ortiz, 1996; Guillén, 1998) y por los resultados del presente
trabajo. El cuadro 3.2. resume las caracteristicas de los animales empleados.

Cuadto 32 Parametros de desctipcion del estado fisiolégico (edad, sexo, raza, peso,
identificacién), de los animales del Grupo II. Hato donde no se demostré circulacién viral

previa

Nimero Edad Sexo Raza Peso | Rotaforesis en periodo de adaptacion
25 9 semanas | Hembra Alpina 13kg Negativo
28 9 semanas | Hembra | Toggenburg | 11kg Negativo
29 9 semanas | Macho Alpina 15kg Negativo
30 8 semanas | Hembra Alpina 13kg Negativo
27 8 semanas | Hembra Alpina 10kg Negativo
26 8 semanas | Macho Alpina 14kg Negativo
21 7 semanas | Hembra Alpina 10kg Negativo
22 7 semanas | Macho | Toggenburg | 10kg _ Negativo
23 7 semanas ;| Macho | Toggenburg | 8kg Negativo
24 control | 8 semanas | Hembia Alpina 12kg Negativo
No
inoculado)
GRUPO III

El grupo III se formé con seis animales provenientes del hato caprino del
Laboratorio de Reproduccién ubicado en el Centro de Produccién Agropecuaria, Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, ubicado en el Km 2.5 de la carretera Cuatlitlan
~Teoloyucan, Cuautitian Izcalli Estado de México. Es un hato de ganado caprino criollo de
animales originarios de los estados de Zacatecas Y San Luis Potosi En este rebafio caprino
no hubo deteccién de rotavirus por rotaforesis con cuatro afios del monitoreo por (Ortiz,
1996; Guillén, 1998) y por los resultados del presente trabajo. El cuadro 3 3 resume las
caracteristicas de los animales.
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Cuadro 3 3. Parametros de descripcién del estado fisioldgico (edad, sexo, raza, peso,
identificacién), de los animales del Grupo III. Hato donde no se demostré circulacién viral

previa

Nimero Edad Sexo Raza Peso | Rotaforesis en periodo de adaptacion
11 9 semanas | Macho | Criollo | 11.5kg Negativo
12 9 semanas | Macho | Criollo | 7.5kg Negativo
15 7semanas Macho | Criollo | 7.5kg Negativo
16 7semanas | Macho | Criollo | 6.0kg Negativo
13 4semanas | Macho | Criollo | 5.5kg Negativo
14 4semanas | Macho | Criollo | 4.5kg Negativo
GRUPO 1V

El grupo IV se formé con cinco animales provenientes del hato ovino del
Centro de Produccién Agropecuaria, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM,
ubicado en el Km 2.5 carretera cuatlitldn—-teoloyucan, Cuautitlan Izcalli Estado de México.
Hato de ganado ovino Ramboullet v Columbia. En este rebafio ovino no hubo deteccién de
rotavirus por rotaforesis con cuatro afios del monitoreo por (Ortiz, 1996; Guillén, 1998) vy
por los resultados del presente trabajo. El cuadio 3.4 resume las caiacteristicas de los
animales

Cuadro 3.4. Patametros de desciipcion del estado fisiologico (edad, sexo, raza, peso,
identificacién), de los animales del Grupo IV. Donde no se demostrd circulacion viral

previa.

Namero Edad Sexo Raza Peso Rotaforesis en periodo de adaptacién
1B 8semanas | Macho | Criollo | 19kg Negativo
2B 8 semanas | Macho | Criollo | 19kg Negativo
3B 8semanas | Hembra | Criollo | 15kg Negativo
4B 8 semanas | Hembra | Criollo | 15kg Negativo
5B control 8semanas | Macho | Criollo | 11kg Negativo
(No inoculado)
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3.2.3.- Alojamiento:

En la etapa experimental, los animales fueron alojados en las instalaciones de
aislamiento del Laboratorio de Necropsias, de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, unidad cerrada, con facilidades de limpieza y desinfeccién de instalaciones vy
aislada de la zona de produccién animal, de la misma Facultad. Los grupos fueron
manejados para el desarrollo experimental en distintas épocas, grupo I (Julio 1999), grupo
III ( Enero 2000), Grupo II y IV simultaneamente (Abril 2000).

3.2.4.-Manejo experimental:
3.2.4.1.-Recepcidn.

A la recepcidn, los animales fueron pesados, se les asignd un numero de
identificacion para el experimento, siguiendo uno consecutivo, el cual se colocd con
marcador indeleble en la cara inteina de ambas orejas y sobre el dorso. De cada uno se
tomé una muestra de sangre con anticoagulante y otia para obtener suero, pot
exsanguinacion yugular, una muestra de heces para realizar la rotaforesis y se realizd el
examen clinico general. Se ubicaron los animales en su alojamiento y se les ofrecié agua y
alimento at libitum (Cuadro 3 5).

Cuadre 3.5. Descripcidn del manejo y frecuencia de los mismo, en los animales desde la
recepcién hasta la finalizacion de cada uno de los experimentos y caracteristicas de la
alimentacién.

MANEJO FRECUENCIA DESCRIPCION
ALIMENTACION Cada 24hrs Alfalfa achicalada
Prepartina de Purina (12% humedad, 15% de proteina, 2% grasa, 12 5% fibra,
8% cenizas, 50 50% E L N, 0.95% Calcio, 0.65% Fosforo).
“at libitum’. stempre se colocé suficiente alimento, de tal forma que los
animales en un periodo de 24hts no se 1o terminaban
AGUA Cada 24hrs Cambio de agua fresca y limpia, siempre se colocé més agua de la que
consumian los animales
PESAJE A larecepcidn y
Al sacrificio
TOMA DE Diariamente de la La toma se realizé con bolsa de plastico, directamente del recto, seguida de
MUESTRAS DE recepeidn al sacrificio su debida tdentificacién.
HECES
TOMA DE A la recepcidon y al [ Obtencién de muestra por venopuncién yugular, con jeringas desechables
MUESTRAS DE sacrificio estériles nuevas para cada case y se separo en dos tubos uno para obtencién
SANGRE/ SUERO de suero y la otra se conservé con EDTA para hemograma
TEMPERATURA Cada 24 hrs, de la Se utilizo termdmetro rectal. Siempre antes de iniciar el manejo limpieza y
recepeion al sacrificio alimentacién de animales ¢ instalaciones Y su posterior registro

3.2.4.2.- Adaptacion.

El periodo de adaptacion en cada uno de los grupos experimentales fue de 5 dias,

dutante los cuales se observd

clinicamente a los animales, cada 24 hrs se registrd
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temperatura rectal, se colectd una muestra de heces para la rotaforesis vy se realizaron
movimientos de rutina para la limpieza y alimentacidn.

3.2.4.3.~Administracion del indculo.

Se utilizé la técnica descrita por Snodgrass y Wells, (1978) (Apéndice I),
para la administracion del indculo a los animales. Empleando una sonda de aplicacion
intraesofagica (jeringa plastica de 12¢c adaptada a un tubo plastico semiflexible de 1 ¢cm de
diametro y de 25 cm de largo sellados en la union de los mismos) Se depositaron 10ml de
la suspension viral ya activada (por pretratamiento con tripsina 3.1.3 y Apéndice)
llegando hasta el rumen de cada animal Se oftecié ' de la racién alimenticia 1 h antes
de la inoculacién y 6hrs después de a inoculacidn, el resto de la racién. Los datos de la
observacién clinica se describen en el Cuadro 3.6.

Los animales control se manejaron con la misma técnica, pero en lugar del indculo
recibieronl0 ml de solucidn salina fisiolégica estéril y se mantuvieron dentro de la misma
unidad del laboratorio de necropsias, pero en instalaciones separadas y permanecieron
aislados del resto de los animales inoculados.

Cuadro 3.6, Resumen de los procedimientos de observacién clinica, descripcion vy
frecuencia de los mismo desde la recepcion hasta la finalizacion de los experimentos.

Observaciones. Descripcién. Frecuencia
Temperatura °C Rectal. Cada 24 hrs.
Alteraciones Forma y consistencia de las heces, como indicador del|Cada 24 hrs
Gastrointestinales. establecimientos de la infeccién por rotavirus,
Alteraciones en vias Tos, exudado nasal. Dificultad respiratoria. Cada 24 hrs
respiratorias. Como indicador de las condiciones de alojamiento.
Alteraciones de Anorexia, decaimiento, como indicador de estado fisioldgico y | Cada 24 hrs
comportamiento establecimiento de la infeccidn por rotavirus.
Presencia de Grado, por observacién clinica, elasticidad cuténea Cada 24 hrs
deshidratacion.

3.2.4.4.-Pruebas de patologia clinica.

Se colectdé una muestta de sangre con y sin anticoagulante (EDTA), pot
venopuncién yugular de cada uno de los animales del experimento a la recepcion, en
algunos casos durante el experimento y nuevamente de todos los animales a la eutanasta.
Cada una de las muestras fue sometida a las siguientes pruebas clinicas:

Hemograma:
Conteo rutinario de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, leucocitos, linfocitos,

neutrofilos, baséfilos, eosindfilos, monocitos y plaquetas.
Bioquimica clinica: proteinas totales, albumina y globulina.

La finalidad del muestreo fue tener como control de los pardmetros clinico sobre el
estado fisiologico de los animaies, durante el periodo de desafio, dado que la rotavirosis es
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una infeccién donde no se reportan cambios diramaticos de estos parametros, en las
pruebas de patologia clinica utilizadas de rutina Considerando que se utilizaron caprinos
domésticos convencionales para los experimentos, provenientes de una poblacién normal y
no animales gnotobiontes o libres de patdgenos especificos, el modelo de infecciéon por
rotavirus podria verse alterado por la presencia de otros patégenos

3.2.4.5.- Rotaforesis.

Se colectaron muestras de heces de cada animal desde el dia de la recepcion hasta el
dia de la eutanasia. Se sometieton a la técnica de rotaforesis de acuerdo a lo desctito en el
inciso 3 1 2 2, como herramienta de monitoreos de excrecién viral durante el expetimento.

3.2.4.6.-Necropsia.

La ecutanasia se realizé por insensibilizacidn con choque eléctrico directo y
posterior desangrado por corte en el plexo axilar vy se realizé la necropsia mediante la
técnica rutinaria (Moreno, 1990). Se evaluaron las lesiones macroscopicas, se removié el
aparato digestivo y se procedié a la toma de muestras para la histopatologia.

Los animales se sacrificaron considerando los grupos, edad y los dias postinfeccién.
Lo anterior con el objetivo de colectar para el estudio de histopatologia, muestras de tejido
de animales en diferentes estadios de infeccién en le casos de los aquellos positivos a la
rotavirosis y comparar con los negativos ¢ intentar hacer el seguimiento de 1 desarrollo de
la lesién asociada a rotavirus; De acuetdo con el diagrama de sactificio, para cada grupo
experimental (Cuadros 3.7, 3.8, 3.9y 3.10),

GRUPOT.

Cuadro 3.7. Cronologia del sacrificio por eutanasia e identificacidn y edad de los
animales del Grupo 1 de experimentacidn.

Dia.
: 0(1(2 (3 !14(5(6(7 (8|9
Edad Identificacion | 1 N N N
del animal.

7 semanas 9 *E 9
7 semanas 8 *E 8
7 semanas 5 *k 5
8 semanas 6 *k 6
8 semanas 2 #k 2
8 semanas 3 ok 3
9semanas 1 *ok 1
9 semanas 7 ok 7
9 semanas 4 ok 4
Control 10 -- 10

** Indculo viral (I); -- Inoculo SSF (Solucidn Salina Fisioldgica); N Necropsia



GRUPO 11

Cuadro 3.8 Cronologia del sacrificio por eutanasia e identificaciéon vy edad de los
animales del Grupo Il de experimentacién.

Dia.

Edad Identificacion [0 |1 |2 |3 [4 |5 |6 |7 |8 |9

del animal. 1 N N |N
7 semanas 22 ek 22
7 semanas 21 Ek 21
7 semanas 23 w% 23
8 semanas 30 ** 30
8 semanas 27 ok 27
8 semanas 26 ok 26
9semanas 25 *k 25
9 semanas 28 ok 28
9 semanas 29 *k 29
Control {-) 24 - 24

** Indculo viral (I); -- Indculo SSF (Solucién Salina Fisiolégica); N Necropsia

GRUPO I11.

Cuadro 3.9. Cronologia del sacrificio por eutanasia e identificacién y edad de los
animales del Grupo Il de experimentacion.

Dia
Edad Identificacion | 0 |1{2(3|4|5|6|7 (10 dias| 18 [19 (20 |21 (22 (23 (24
Del animal. I intervalo RI

N
4 semanas 14 ok *k* / / / / /
4 semanas 13 ok wEE 1/ / / / / /
7 semanas 15 *k j s 15
7 semanas 16 ok ook 16
9 semanas 12 *ok Hokk 12
9 semanas 11 ok wAR 11

*#* Inéculo viral (I); *** Reinoculacion (RI) (Segundo desafio); -- Indculo SSF (Solucion
Salina Fisiologica); N Necropsia; / Animales que murieron por lesiones traumaticas antes
del terminar el periodo experimental, pero no desarrollaron cuadro clinico por rotavirosis.
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GRUPO 1V .

Cuadro 3.10. Cronologia del sacrificio por eutanasia ¢ identificacion y edad de los
animales del Grupo IV de experimentacién

Dia.
Edad Identificacion 0 (1(213(4[5 [(6{7|8 |9
del animal. 1 N N [N
8semanas 1B *x IB
8semanas 2B o 2B
8semanas 3B *ok iB
8semanas 4B *k 4B
8semanas | 5B Control (-) - 5B

** In6culo viral (I); -- Indculo (Solucion Salina Fisiologica); N Necropsia
3.2.4.7.- Histopatologia.

Durante la necropsia se colectaron muestras de aproximadamente 1 cm 3 de nodo
linfaticos mesentéricos, higado, bazo, duodeno (a 30 cm del piloro), yeyuno (a 100cm del
corte anterior), ileon {(a 30 cm de la valvula ilieocecal) y colon (a igual distancia 30 cm de
la valvula ileocecal).

Las muestias fueron fijadas en formalina amortiguada al 10%, se incluyeron en
parafina y se hicieron cortes de 6 micrdémetros de espesor, posteriormente se tifieron ¢con
la técnica de hematoxilina y eosina, segun rutina (Desselberger y Gray, 2000).

3.3.- Evaluacién de la participacion de la inmunidad pasiva materna.

3.3.1.- Seleccion de grupos experimentales.

De acuerdo al origen de los animales, rebafio con y sin circulacion de rotavirus, se
evalud la respuesta sérica de los individuos al virus Grupo I: poblacién donde, de acuerdo
a las evidencias de citculacién viral, se esperaba una poblacion con anticuerpos protectores
de origen materno; especificos contra la cepa de inoculaciéon (homéloga): y los grupos II,
III y IV, poblaciones donde, de acuerdo a las evidencias de no circulacion viral, se esperaba
una poblacion sin anticuerpos protectores de origen matermo para la cepa de desafio.

3.3.2.- Virus Neutralizacion.

El ensayo de Virus neutralizacion se desarrollé modificando la técnica descrita por
Ward et al, (1990). Los autores utilizaron para determinar titulo viral la deteccién
particulas virales en los cultives infectados, por fluorescencia con anticuerpos marcados
contra rotavirus, mientras que en el presente trabajo se utilizé el factor de dilucion, un



pozo antes de observar un monoestrato celular sin el efecto citopatico, para determinar el
titulo de seroneutralizacién en cada caso (Apéndice I).

3.3.3.-ELISA Indirecta
Se empleo la técnica adaptada de Ternyinck y Aviameas. (1989), (Apéndice i)
3.4.- Anilisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron evaluados con la paqueteria estadistica Stat Graphics
1994-1999 analisis ANOVA multifactorial, Xi’.



4.- RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. AISLAMIENTO VIRAL, ABASTO VIRAL Y CARACTERIZACION.

4.1.1.-Tamaiio de la muestra.

De las 310 muestras de heces colectadas, 5 de

la especie caprina resultaron

positivos en la rotaforesis, los animales pertenecian al rebafio del Rancho Cuatro milpas de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM vy se encontraban entre las 6
y 8 semanas de vida. Las muestrtas de ovinos, bovinos, caninos y humanos resultaron

negativas (Cuadro 4 1).

Cuadro 4 1. Resultados de la deteccion de rotavirus en animales, utilizando la técnica de
rotaforesis en las heces de caprinos, basandose en la observacion del patrén de distribucién
caracteristico, de las 11 bandas de ARN viral, en geles de poliacrilamida tefiidos con plata,

utilizando como control positive el extracto de ARN viral de un brote en humanos.

MUESTRAS MUESTRAS TOTAL.
POSITIVAS NEGATIVAS

ESPECIE Numero de muestras Nimero de muestras Niumero de muestras

CAPRINO 5 225 230

OVINO 0 39 39

BOVINO 0 35 35

HUMANO 0 4 4

CANINO 0 2 2

TOTAL 5 301 310 ]

1 2 3 4 5 6

Figura 4.1 Corrimiento electroforético del extracto de ARN viral de muestras de heces de
caprinos. Carril No.l 2, 3, rotavitus caprino, 4 y 5 negativos a rotavirus, 6, ARN viral de
rotavirus de humano
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4,1.2.- Aislamiento y abasto de rotavirus.

Una vez identificadas las cinco muestras positivas, se procedié a intentar el
aislamiento viral por separado de cada una de ellas; cada una de las muestras se proceso de
acuerdo a la técnica descrita pata aislamientos del virus de la poliomelitis humana (Giono,
Espino y Valdespino, 1994) y el pretratamiento con tripsina descrito por Scott ef @/ ,(1981)
y finalmente se procedié a la propagacién en cultivo celular con base a lo publicado por
Urasawa et a/,(1981). De las cinco muestra, tres lograron adaptarse al cultivo celular,
confirmandose por la observacion del efecto citopatico caracteristico (Figuta 43) vy la
observacion del corrimiento electroforético caracteristico en gel de poliacrilamida después
de tres pases in vitro (Figuia 4.2)

Después de tres pases in vitro de la cepa aislada, se mezclo ¢l sobrenadante de los
cultivos celulares infectados, para generar abasto viral de 450 ml requerido para el
indculo de los animales en el modelo de infeccion en caprinos, en ovinos y los ensayos de
ELISA indirecta y Virus neutralizacion. El sobte nadante de los cultivos infectados fue
cosechado durante 10 pases, donde el 90% de la recoleccidn fue guardada en congelacion a
~70°C generando un abasto comun y el 10% se usé previd tratamiento con tripsina para
infectar nuevamente cultivos celulares. Al alcanzar el volumen deseado se procedié a
titular el abasto viral con un titulo final de 10® particulas virales/ ml de sobrenadante
cosechado El abasto viral fue monitoreado constantemente con la observacién del efecto
citopatico y pureza de la cepa de aislamiento con rotaforesis (Figuras 4 2 y 4.3)

Figura 4 2. Monitoreo por rotaforesis de los pases hechos en cuitivos celulares (MA-104),
infectados por rotavirus aislado de capiinos. Carriles 1) Aislamientos virales mas de 3
pases 2) 10 pases, 3) 4 pases, 4) y 5) vacios 6) control rotavirus humano.
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Figura 4.3. Efecto citopatico A) cultivo celular MA-104 sin infectar y B) efecto citopético
en cultivo postinfeccion (72hrs).

-~ TESIS CON 2
FALLA DE ORIGEN| °




4.1.3.- Caracterizacién del electroferotipo

En las cinco muestias positivas a rotaforesis se observd un patrén electroforético
caractetistico de los rotavirus del grupo A con una distribucién de bandas 4:2:3:2 y
comparada con €l ARN control de aislado humano presenté un patrén de corrimiento largo
(Figuras ?jl yv4.3)

AW B -

[ 3% 3

iy

A

Figura 4.4 Comparacién de distribuciéon de bandas producidas por el virus grupo A de
rotavirus, A) aislamiento de humanos, B) Aislamiento de caprino

4.2.-DISCUSION.

Se colectaron 310 muestras, sobre una poblacién abierta de caprinos y algunas
especies que convivian en ese momento con los caprinos, en un periodo de 5 meses
(enero-mayo), donde se detectd un solo brote clinico por rotavirus, con cinco muestras
positivas en caprinos. La recoleccion de muestras en caprinos se detuvo en 230 muestras,
que fue cuando se logré el objetivo de detectar y aislar una cepa de rotavirus, que
funcionara para genera: el abasto viral requerido como inécuio en el Experimento II.

Los aislamientos positivos se obtuvieron del hato caprino del rancho Cuatro
Milpas de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, ubicado en el
municipio de Tepotzoltlan Estado de México, México, cuando se presenté un brote de
diarrea en cabritos, alas ocho semanas de haberse iniciado la paricién. El brote comenz6
a finales del mes de abril, | semana después de haberse presentado una inundacién por
lluvias, los animales habran permanecido en corrales inundados durante dos dias. El brote
tuvo una duracion de 1 semana, el diagndstico se realizo por rotaforesis y por aislamiento
viral, posteriormente no fue posible detectar nuevamente la presencia del virus por ninguno
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de los métodos. La enfermedad, con un corto periodo de incubacién, afectaba
principalmente a los cabritos y la presencia de una diarrea acuosa abundante, afebril,
sugeria un cuadro clinico por rotavirus, Debido a las condiciones en que se presentd el
brote de diarreas y al mal drenaje de las instalaciones, en un inicio se diagnosticé como un
cuadro atribuido a Eimerias, ya que la explotacion presentaba en forma constante altas
cargas parasitarias. Sin embargo, no se establecié tratamiento alguno contia coccidiosis y
el cuadro clinico cedi6 en una semana, a pesar de continuar el periodo de lluvias. Sobre la
presencia de rotavirus en esta zona se tenian en un brote diarréico en bovinos asociado a
E coli verotoxigénica, donde en algunos casos se encontré también la presencia rotavirus

(Valdivia et al ,2000)

Los rotavirus presentan un patron de infeccién estacional, en humanos, bovinos
(Disenteria de Invierno) y en cerdos se ha observado un aumento en la presentaciéon de
casos clinicos durante los meses de invierno (Chang et al., 1999; Bridger, 1994) En los
paises o zonas de clima tropical se ha observado la presentacion viral continua en el afio,
aumentando en los meses mas frios (Kapikian y Chanock, 1996a; Parashar et al.,1998). En
Norte América, en un estudio retrospectivo de 5 afios, LeBaton et al., (1990) establecieron
un pattén de movimiento de los brotes de rotavirus en humanos, donde se observé la
aparicién de los primeros brotes en México en los meses de octubre-noviembre, para
alcanzar el pico de incidencias los que comienzan a descender en febrero-matzo; en tanto
que en los Estados Unidos el brote comenzd en los meses de noviembre-diciembre,
movilizandose de sur a norte, llegando a Canada en diciembte-enero. En el mismo estudio
se calcula que el petiodo de presentacion de los cuadros diarreicos por rotavirus en
humanos, es de un promedio de tres meses en México, llegando a seis meses en Canada.
Dado que no existen datos similares para las especies domésticas y menos en caprinos, se
podria esperar un comportamiento estacional similar para el grupo A de rotavirus al que
presenta la infeccion en humanos. El trabajo antes citado seitala que son muchos los
factores climaticos, geograficos y propios del virus, los que deben contribuir a este
comportamiento caracteristico, de distribucion estacional y geografica de los rotavirus. Se
considera la hipdtesis de que las temperaturas bajas y la humedad relativa alta, facilitan la
trasmision viral, favoreciendo la sobre vivencia del virus en fomites (LeBaron ef af., 1988;

Puerto et al., 1993).

Contrario a lo esperado, de acuerdo con la bibliografia consultada sobre rotavirus; el
brote natural no se detecté en los meses de primavera (abril), época en nuestro pais
cuando incrementa en forma significativa la temperatiia ambiental Sin embaigo, en la
literatura se menciona que los brotes de rotavirus comienzan con cambios climaticos
importantes, de acuerdo con lo antes sefialado, y dependen de muchos factores
ambientales, idiosincrasicos y virales. El presente brote se presenté seguido de un cambio
climatico dramatico, con un periodo de calor seco y en pocos dias, un temporal con fuertes
lfuvias, inundaciones y disminucidon dramaética de la temperatura. Aunado al estiés
generado por el cambio climatico, se agregd el generado al permanecer los animales dos
dias con sus instalaciones inundadas. El tnico reporte en caprinos que sefiala la época de
afio en que este fue detectado es el de Scott et @/, (1978) reportan en primer caso de
rotavirus en caprinos en los meses de mayo y junio en Inglaterra sin emitir ninguna
opinién acerca de la importancia que la estacién del afio pudiera tener.



En contraste, en el mismo periodo se encontraba el hato caprino del Centro de
Produccion Animal de la Facuitad de Estudios Superiores Cuautitlan, de acuerdo con el
monitoreo por rotaforesis. La explotacidn se ubica a una distancia de unos 4 Km del hato
donde se realizd el aislamiento viral, los animales se vieron sometidos a los mismos
cambios climéticos, pero sin la inundacion debido a la ubicacién de la explotacién y la
diferente construccion de las instalaciones. A diferencia del primer hato, este habia
concluido el periodo de paricidn a finales de febrero, por lo que la cantidad de individuos
jévenes susceptibles era menor y en segundo lugar en el hato, de acuerdo a los datos de los
trabajos previos de Guillén (1998) y Ortiz (1996) y los del presente trabajo, no se ha
detectado la circulacion de rotavirus en los ultimos cuatro afios. El aislamiento en campo y
la presentacién del brote clinico de rotavirus en caprinos confirman el concepto de la
participacion multifactorial para el establecimiento de la infeccién por rotavirus. Donde
juegan un papel importante todos los factores de patogenicidad con que cuentan los
rotavirus, asi como los factores predisponentes del medio ambiente y del individuo. .

Respecto al brote en el Rancho Cuatro Milpas durante el periodo de muestieo se
colectaron heces de hembra adultas, sin lograr detectar la presencia del virus. Kodituwakku
y Harbour (1990) reportan la excrecidon constante de rotavirus por vacas gestantes, sin
presentar cuadro clinico, en una explotacion con problemas recurrentes diarreicos en
becerros, considerando a los adultos como portadores sanos del virus y diseminadores del
virus. Fu y Hampson, (1989) y Garcia Sanchez et al., (1993), concuerdan con esta
observacion en la que vacas adultas pueden excietar en forma intermitente bajas cargas
virales, suficientes para perpetuar la infeccidn en el hato; infectando a los neonatos, sin ser
detectadas por la técnica de rotaforesis. Las hembras, que participarian como factor
exponencial, liberando el virus y los neonatos eliminarian una gran carga viral; y una vez
infectados, serian estos la fuente de contaminacion de aguas y alimentos, y de la infeccion a
los animales susceptibles, perpetuandose asi el ciclo (Mufioz et al., 1995). Bridger (1994),
en un brote de rotavirus atipico ocurrido en bovinos, sefiala que probablemente la no
deteccion del virus después de cinco dias de habeise iniciado ¢l brote, se debié a la falta
de sensibilidad de la técnica de rotaforesis. La técnica empleada parece tener buena
sensibilidad cuando se aplica a muestras procedentes de cuadros diarreicos y no parece
tener la misma sensibilidad cuando se trabaja en poblaciones abiertas. Tal vez para
detectar la circulacién viral en animales que no manifiestan cuadro clinico, se deba
incrementar el numero de muestras por animal, por dia o utilizar pruebas de mayor
sensibilidad como la de RT-PCR.

El aislamiento viral de caprinos, de acuerdo con el patrén electroforético
observado, probablemente pertenece al Grupo A, con una distribucion de bandas 4:2:3:2 y
al ser comparado con el ARN control de rotavirus aislado de humanos (Figura 4.4)
(DaCosta et al , 1994; Garcia ef al., 1996; Estes, 1996a; Bruke, 1996; Legrottaglie et al.,
1999). El grupo A de rotavirus es el mas abundante en la naturaleza, esta involucrado en las
rotavirosis de animales neonatos y ha sido descrito por Berrios et al., (1988) en Chile;
Mufioz et al., (1994, 1995b, 1996) en Espafia; DaCosta ef al., (1994a, 1994b) en Sudéfiica;
Gueguen et al., (1996) en Francia y Legrottaglie er al, (1999)en Italia. En el estudio al
igual que en los anteriormente citados, la infeccidn por rotavirus en cultivo celular, fue
dependiente del pretratamiento con tripsina (Scott ef al., 1981; Urasawa et al., 1981; Arias

et al., 1996).
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Hasta la fecha son pocos los aislamientos virales de caprinos y la mayoria de ellos
solo han sido caracterizados parcialmente. De estos, la mayoria se considera que pertenecen
al Grupo A de rotavirus. Sin embargo, algunos investigadotes han reportado la presencia
de rotavirus del grupo B; Mufioz ef al , (1995b, 1996) v Berrios ez a/ , (1988) basados en el
patrén electroforético de sus aislamientos y Gueguen et @/, (1996) utilizando la prueba de
Northen Blot, siendo considerado como un grupo emergente en la mayoria de las especies
animales. En ovinos se ha observado con mayor frecuencia, que en otras especies, la
presencia de rotavirus del Grupo B, Fitzgerald er a/, (1995), estos aislamientos han
demostrado tener una alta relacién genética con rotavirus aislados de bovinos, lo
suficientemente alta, como paia colocar a los aislamientos en ovinos en el genogrupo
bovino. Debido a lo anterior se ha considerado que los rotavirus de origen ovino y bovino
forman un grupo comun y que existe la posibilidad de que sean epidemiolégicamente
intercambiables entre especies. Fitzgerald, er al,, (1995) y Pratelli ef al, (1999) en Italia
sefialan una gran similitud entre los genotipos rotavirus del Grupo A aisiados de ganado
bovino y caprino. Evidencias como las anteriores, hacen necesatio resaltar la importancia
de conocer el comportamiento de las diversas cepas de rotavirus, que pudieran estar
interactuando con los caprinos y cual es el lugar epidemiolédgico de esta especie doméstica
ante la posibilidad de movimientos interespecie (Fitzgerald et al., 1995)

Durante el presente trabajo a pesar de no contar con las edades de todos los
animales muestreados, los casos positivos a rotavirus, por aislamiento y rotaforesis, se
encontraban en la poblacién de 6 a 8 semanas de vida, en el momento del brote y a pesar
de existir animales recién nacidos en ellos no se logrd determinar la presencia del virus. Es
una caracteristica bien definida entre los rotavirus la resistencia o susceptibilidad a la
enfermedad, asociada con la edad. En el humano, la edad mas susceptible, para ser
infectado por cepas patégenas, se encuentra en el rango de los 2 a los 5 afios de vida
(Estes, (1996a); Kapikian y Chanock., 1996a Parashar et al , (1998).

Saif y Ward. (En Desselberger y Gray, 2000), citan diversos trabajos donde se
demarca la susceptibilidad en cerdos gnotobiontes a cepas de rotavirus humanas hasta las
seis semanas de vida y en conejos y ratones hasta los primeros quince dias de vida. Bridger,
(1987); Bridger, et al. (1994, 1998a y 1998b) sefialan la circulacién de cepas de baja
patogenicidad en bovinos durante la primera semana de vida, lo mismo en porcinos y de
cepas de alta patogenicidad hasta las seis semanas de vida. Las citas anteriores por un lado
resaltan la caracteristica restriccion  de la edad en la susceptibilidad a rotavirus, pero
también dan evidencias de que esta depende tanto del hospedador, como de las
caracteristicas genéticas de la cepa infectante.
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4.2.- RESULTADOS EXPERIMENTO II : MODELO DE INFECCION ANIMAL EN
CAPRINOS.

A los tres grupos formados con captinos de diferentes; origenes, razas y edades se
les administré un méculo viral infectante, con una sonda esofagica, con 10 ml del abasto
viral de 450 ml de sobrenadante de culitivos celulares infectados con el aislamiento de
rotavirus de caprinos, titulado a 10° particulas virales/ ml y pretratado con tripsina, para
activar la capacidad infectante del aislado de rotavirus, por el fraccionamiento parcial y
modificaciéon de la proteina VP4 en VP5 v VP8 (Scott et af ., 1981). Todos los animales
tuvieron un periodo de adaptacién de cinco dias en los que no se observé excrecion viral
alguna. La observacion de signos clinicos y constantes fisiolégicas comenzoé desde el atribo
de los animales, hasta el término de cada uno de los experimentos Cuadros 4.2 y 4.3

Cuadro 4 2. - Observacion de signos clinicos (diarrea) para los grupos I y II a partir de la
inoculacién con rotavirus y deteccidn de virus por rotaforesis, grupo.

DIAS [o*° [1 [2 3 T[4 |5 |6 |7 |8 [9 [Rotaforesis.

£ L4 k% wR *% *% *k ok ®w
GRUPO 1 Numero N N N
7 semanas 9 *0 | + + +
7 semanas 8 o - + + + +
7 semanas 5 ®0 - - - - - - - - - -
8 semanas 6 ® . - + +
8semanas 2 *0 - - - - - - _
8 semanas 3 *0 - - - - - - - - - N
9 semanas 1 *0 - - - i
9 semanas 7 *0 - - - - - - - - - -
9 semanas 4 *0 - - - - - - _
Control(-} 10 —°
7 semanas SSF
GRUPO 11 N N N
7 semanas 22 *0 - - - - - N
7 semanas 21 9 - - - + + +
7 semanas 23 ®© . . - - - - - -
8 semanas 30 *e - - - + + + + + + +
8 semanas 27 *0 - - + + + + + + + +
8 semanas 26 *o - - - - + + + + + +
9 semanas 25 e - - - + T
9 semanas 28 ®e - - - . - - - - B
9 semanas 29 *0 - - - - - - - - .
Control(-) 24 -~ -- - - -- - - - — - -
8 semanas SSF

*® Indica dia de inoculacion. (Con sobrenadante de cultivo celular infectado); ** Indica dias
postinoculacién; --Indculo SFF en los animales control 10 ml Solucion Salina Fisioldgica estéril; - Indica
negativo a la presentacion de diarrea; + Indica positivo a la presentacion de diarrea; N Necropsia.
Nota: Todos los animales se mantuvieron clinicamente sanos durante el periodo de observacion.
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Cuadro 4.3 - Observacion de signos clinicos (diarrea) para el grupo III a partir de la
inoculacion con rotavirus y deteccidn de virus por rotaforesis

01121314 (5|6 |7 |8 18 17 |18 11920 |21 |22 |23 |24 | Rotaforesis

DIAS | #0]* |# |® [% |% [& | [s [dias 000 i jo [k % g% & %

GRUPO II1 inter

val
Edad Namero 2 N
4semanas | 14& |*°)1- [- [- |- [- |- - - - ARV, -
4semanas | 13& |*°[- |- |- |- |- [- - - - VAR YR -

Tsemanas 15 [#°|~ |- [- {- |- |- - -

Tsemanas 16 |*°(- |- |[- [- - |- - -

9semanas 12 |*°|- |- |- |- |- |- - .

Bl Hf B ] %} %
]
1
[
H
1
1
|

9semanas 11 [*eq- |- |- |- 1- |- _ _

*[ndica dia de inoculacién (Con sobrenadante de cultivo celular infectado);. * Indica dias postinoculacién; -
-Indica negativo a la presentacion de diarrea;+ Indica positivo a la presentacidén de diarrea; / Sin lectura;
°o®Reinoculacién; & Animales que murieron antes de terminar Ja segunda fase ;N Necropsia.

Nota: Todos los animales se mantuvieron clinicamente sanos durante el periodo de observacion.

4,2.2.-Temperatura.

Esta constante fisioldgica se utilizé como un monitor del estado general salud de
los animales, dado que para los presentes experimentos se utilizaron animales
convencionales, provenientes de dos hatos diferentes. En segundo lugar el cuadro clinico
de rotavirosis se catacteriza pot ser afebril. No se observé una diferencia estadistica
significativa en las temperaturas medias de animales positivos o negativos al
establecimiento del cuadro clinico por rotavirus. Temperatura 1ectal normal en caprinos 39
+/- 0.4°C ( Blood, Henderson y Radostits, 1986), (Cuadro 4.4)



Cuadro 44. Media de temperatura corporal por animal desde recepcion hasta ela
finalizacion del cada uno de los experimentos, donde no se detecto una diferencia
estadistica entre los animales que desarrollaron rotavirosis y los negativos a la misma .Los
animales que desarrollaron cuadro clinico se mantienen dentro de un rango de temperatura
normal.

Media de Temperatura | Media de Temperatura
animales positives a la | animales negativos a la
Enfermedad. °C. Enfermedad. °C.
GRUPOL | | Edad .
9 7 semanas. 38.3
8 7 semanas. 39.3
5 7 semanas, 38.6
6 8 semanas. 39.1
2 8semanas. **40.66
3 8 semanas. 38.7
1 9 semanas. 39.1
7 9 semanas. 38.6
4 9 semanas. 39.6
10 Control(-) 7 semanas 3072
Inéculo SSE.
GRUPO
1L
22 7 semanas. 39.0
21 7 semanas. 39.1
23 7 semanas. 39.0
30 8 semanas. 39.0
27 8 semanas. 39.7
26 8§ semanas. 39.0
25 9 semanas. 38.9
28 9 semanas. 39.0
29 9 semanas. 39.2
24 Control(-} 8 semanas 387
Inéculo SSF.
GRUPO
I11.
14 4semanas. 38.7
13 4semanas. 38.6
15 7semanas. 38.9
16 7semanas. 38.8
12 9Ysemanas. 38.8
11 9semanas. 38.5

** Animal con proceso neuménico. No desarrollo cuadro clinico por rotavirus; Control (-),
animales inoculades con SSF ( Solucidn Salina Fisiolégica Estéril).
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4.2.3.- Pruebas clinicas ( Biometria hematica, albamina y globulinaj.

Las pruebas clinicas se utilizaron al igual que la temperatura como un
monitor de sobre el estado de salud de los animales. Antes y durante del experimento, en
rotavirosis no se reportan cambios significativos en estos parametros. No se observo una
diferencia estadistica significativa en las temperaturas medias de animales positivos o
negativos al establecimiento del cuadro clinico por rotavirus

Cuadro 4 5. Distribucién dentro de los gmpos y edades de los animales positivos y
negativos; en la observacién del cuadro clinico (diairea) y las pruebas de rotaforesis/
aislamiento viral

Edad. 4 4 T 7 8 8 9 9 | Rotaforesis/ | Rotaforesis/ | Tot
(semanas). Aislamiento | Aislamiento
viral/ viral/
Cuadro Cuadro
clinico. clinico.
Rotaforesis/ { Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg
Aislamiento Total Total
‘gzzgm Positivos. | Negativos
clinico.
Grupo.
I. 2 1 1 2 0 3 3 6 9
. 1 2 3 0 1 2 5 4 9
II1. 0 2 0 2 H 2 0 6 6
Controles. 0 1 0 1 0i 0 0 2 2
Rotaforesis
Aislamiento Total 0 3 4 1 8
viral/ Positivos
Cuadro "
clinico.
Rotaforesis/
Aislamiento | Ty 2 6 3 7 18
v1ral{ (?uadro Negativ'os
clinico.
Total 0 2 3 6 4 4 1 7 26

Pos. (Positives), Neg. ( Negativos)

La rotaforesis positiva, los aislamientos virales positivos, solo se presentaron en
aquellos animales que desatrollaron el cuadro clinico caracteristico con diatrea de pastosa a
liquida. El perfil electroforético se mantuvo sin mayor alteracion desde el aislamiento
original, durante la recuperacion para el abasto viral, como en las muestras recuperadas de
los animales desafiados con esta cepa viral, con excepcion del animal 26 del grupo II quien
en las ultimas dos extracciones de ARN viral muestra un cambio en el perfil de migracion
en el gel de poliacrilamida.
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Figura 4 4 Extracto de ARN viral postinfeccion animal, No9, 7 semanas de edad, Grupo I. Se observa
patrén electroforético caracteristico y periodo de excrecion viral .Carril 1) Reaslamiento viral post
eutanasia, 2) 48hrs post indculo, 3) 72 hrs post inéculo, 4) 72 hrs post indculo, 5) Control abasto viral.
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Figura 4.5.- Extracto de ARN viral postinfeccion animal, No.8, 7 semanas, Grupol. Se observa
patrén electroforético caracteristico. y periodo de excrecién viral; Carril 1) 48 hrs post indculo, 2)

72hrs post indculo, 3) 96hrs post indculo,4)120hrs post indculo.
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Figura 4.6. Extracto de ARN viral postinfeccion animal, No6, 8 semanas de edad,
Grupo 1. Se observa pation electroforético caracteristico y periodo de excrecion
viral; Carril 1) Control abasto viral, 2) ,3) y 4) No se detectd rotavirus y 5) 48hrs
post inéculo.

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

Figuia 4 7. Extracto de ARN viral postinfeccion animal, No27, 8 semanas,Grupo II. Se
observa patrén electroforético caracteristico y periodo de excrecién viial; Carril 1) Control
abasto viral, 3) 72hrs post indculo, 4) 96hrs post indculo, 5)120hrs post indeulo, 6)144hrs
post indculo.
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Figura 4.8. Extracto de ARN viral postinfeccion, animal No26, 8§ semanas,
Grupo 11, Se observa patrén electroforético caracteristico y petiodo de
excrecion viral; Carril 1) 144hts post indeulo, 2), 3) y 4) Vacios,5) Control

abasto viral.

Figura 4 9. Extracto de ARN viral postinfeccién, animal No30, 8 semanas, Grupo Il
Se observa patrén electroforético caracteristico y periodo de excrecion viral
Excrecién viral en rotaforesis; Carril 1),Control inéculo, 2) y 3) Vacios, 4) 144hrs

post indculo.
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Figura 4.10. Extracto de ARN viral postinfeccién, se observa patrén
electroforético caracteristico y periodo de excrecion viral, excrecion viral en
rotaforesis; Carril 1) Vacio, 2) No21, 7 semanas, Grupo II 96 hrs post
indculo,3) Vacio 4) No 25, 9 semans de edad, Grupo II, 120 hrs hrs post
inéculo.

Figuia 4.11. Extracto de ARN viral, aslamiento viral post eutanasia Grupo I, se observa
patrdn electroforético caracteristico; Carril 1) Control abasto. 2) animlal No6, 3)
animal No8, 4) animal No 9.
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Figura 4.12. Extracto de ARN viral, aslamiento viral post eutanasia Grupol I,
se observa patrén electroforético caracteristico; Carril 1) animal No27, 2)
animal No26, 3) animal No.21, 4) animal 5 No.30.

Nota: Geles individuales .
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4.2.4~ANALISIS ESTADISTICO DEL LOS RESULTADOS DEL EXPERIMENTO
II.

El analisis estadistico no paramétrico se realizé con la paquetetia STAT Graphics 94-99, se

utilizaton cuadros de frecuencias para conocer la distribucién de los animales positivos y
negativos en la observacion de rotaforesis, con respecto a las variables que caracterizaron
la seleccion de los grupos experimentales hato de origen de los animales, grupo, raza, sexo
y edad. La prueba de Xi’ se utilizé para determinar la relacion de dependencia o
independencia de las variables antes citadas y el estado de rotavirosis de los animales
utilizando la técnica de rotaforesis como observacion,

4.2.4.1.- Distribucién de frecuencias en observacion clinica, rotaforesis y
aislamiento viral.

Cuadro 4.6.- Distribucién de frecuencias de resultados positivos y negativos entre las
observacion del cuadro clinico de rotavirus (diatrea) y los resultados de las técnicas de
Rotaforesis (Patrén de corrimiento electroforético caracteristico) y  Aislamiento viral
(observacion del efecto citopatico). En los casos positivo y en los negativos se observé un
correspondencia del 100% entre los resultados de los mismo.

Rotaforesis/ Rotaforesis/ Total
Aislamiento viral/ | Aislamiento viral/
Diarrea Positivo | Diarrea Negativo

Rotaforesis/ 8 (30.77%) 0(0%) 8 (30.77%)
Aislamiento viral/
Diatrea. Positivo

Rotaforesis/ ((0%) 18 (69.23%) 18 (69 23%)
Aislamiento viral/

Diarrea. Negativo
Total 8 (30.77%) 18 (69.23%) 26 (100%)

4.2.4.2-Efecto de origen, grupo, raza, sexo y edad sobre la presentacion de rotavirosis
en los caprinos inoculados con la cepa de aislamiento,

Dado que la correlaciéon en los casos positivos y negativos entre la observacion
clinica, rotaforesis y aislamiento viral fue de un 100%, se utilizd la variable rotaforesis
positiva para hacer las siguientes correlaciones para el analisis de frecuencias y determinat
en la prueba de Xi?, la dependencia o independencia de esta observacién contra las cinco
variables que se consideraron de mayor significado en el desatrollo del modelo de infeccidén

en caprinos
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42421- Andlisis y grafica de distribucion de frecuencia y prueba de Xi® utilizando la
respuesta Rotaforesis en relacidn a la variable hato de origen del animal.

Cuadro 4.7 Distribucion de frecuencias de resultado en rotaforesis con base al origen de
los animales.

Cuatro Milpas Almaraz Total
Rotaforesis Rotaforesis.
Positivo. Negativo.
Rotaforesis 3(11.54%) 5(19 23%) 8 (30.77%)
Positivo
Rotaforesis 7(26.9%) 11(42 31%) 18(69.23%)
Negativo
Total 10 (38.46%) 16 (61.54%) 26(100%)
Barchart for ROTAFORESIS by ORIGEN
" ' ' : ORIGEN
0 ] 4-MILPAS
o - I ALMARAZ
5
B
pos
2
0 2 4 6 8 10 12
frequency

Figura 4 13 -Gréfica, Distribucién de Frecuencia de Rotaforesis, dependiendo del hato de
origen del animal -Milpas: hato con previa circulacién viral, Imaraz: hato negativo
a la deteccidn de circulacion viral).

Xi2 Df P-Valor
0.00 1 0.9464
0.00 1 1.000 (Corteccion de Yates)

Ho= La variable de ORIGEN es independiente de la observacion de ROTAFORESIS
POSITIVA, dado que el Valor - P > 0.10. Se acepta la Hipdtesis y se consideran variables
independientes ya que se presentaron animales positivos y negativos a rotavirosis en ambos
hatos de origen.
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42422- Analisis y grafica de distribucién de frecuencia v prueba de Xi*
utilizando la respuesta Rotaforesis en relacion variable grupo del animal.

Cuadro 4 8 - Distribucion de frecuencias de resultado en rotaforesis con base al grupo de
los animales..

Grupo 1 Grupo 1I Grupo III Total
Rotaforesis |3 (11 .54%) 5(19.23%) 0 (0%) 8 (30.77%)
Positivo
Rotaforesis | 7(26.9%) 5(19 23%) 6 (23 68%) | 18(6923%)
Negativo
Total 10 (38.46%) |10 (38.46%) [6(23.68%) 126{(100%)
Barchart for ROTAFORESIS by GRUPO
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Figura 4.14 -Grafica Distribucién de Frecuencia de Rotaforesis, dependiendo del Grupo
del animal; Grupo I (animales de raza Alpina y Toggenburg, provenientes de hato con
previa circulacion viral);5/~ Grupo II (animales de raza Alpina y Toggenbuig, provenientes
de hato sin deteccidn previa circulacién viral), < Grupo III (animales Criollos,
provenientes de hato’sin deteccién previa circulacién viral) .

Xi2 Df P-Valor
4 441 2 0.1105

Ho= La variable de GRUPOQ es independiente de la observacién de ROTAFORESIS
POSITIVA, dado que ¢l Valor-P es = 6 >0.10. Se acepta la hipdtesis. Se consideran
variables independientes ya que se presentaron animales positivos y negativos a 1otavirosis
en dos de tres  grupos.
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4.24.2.3.- Andlisis y grafica de distribucion de frecuencia y prueba de Xi* utilizando la
respuesta Rotaforesis en relacion a la variable raza del animal.

Cuadro 4 9 - Distribucion de frecuencias de resultado en rotaforesis con base a la raza de
los animales

Alpina Criolla Toggenburg. | Total
Captina
Rotaforesis{ 7 (26 92%) | 0(0%) 1(3.85%) 8 (30.77%)
Positivo
Rotaforesis | 6(23.08%) [6(23.08%) |6(23.08%) |18(69.23%)
Negativo
Total 13(50%) 6{23.08%) |7(26.92%) [26(100%)

Barchart for ROTAFORESIS by RAZA
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Figura 4.15.-(géfica Distiibucion de Frecuencia de Rotaforesis, dependiendo del la Raza
del animal. Alpina (distribuidos tanto en el Grupo I como en II, inoculados una vez),
Toggenbuig (distribuidos tanto en el Grupo I como en II, inoculados una vez),
Criolla (animales del Grupo III, inoculados dos veces sin desarrollar rotavirosis)

Xi2 Df P-Valot
5.66 2 00591

Ho= La variable de RAZA es independiente de la observacion de ROTAFOBfSJS
POSITIVA, dado que el Valor-P < 0.10. se rechaza la hipdtesis, Son Variables
Dependientes. Se considera variable dependiente ya que de los 8 animales positivos 7
pertenecen a la raza Alpina, 1 a Toggenburg y ninguno a Criolla.
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42424 Andlisis y grafica de distribucién de fiecuencia y prucba de Xi?
utilizando la respuesta Rotaforesis con relacion a la variable sexo del animal

Cuadio 4 10Q - Distribucidn de frecuencias de resultado en rotaforesis con base al sexo del
animal.

Hembra Macho Total
Rotaforesis |6 (23.08%) | 2(7 69%) 8 (30 77%)
Positivo
Rotaforesis | 3(11.54%) 15 (57 69%) | 18(69.23%)
Negativo
Total 9(34.62%) |17 (65.38%) [ 26(100%)
Barchart for SEXO by ROTAFORESIS
T ! ' ROTAFORESIS
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Figura 4 16 -Gréfica Distribucién de Frecuencia de Rotaforesis, dependiendo del sexo del
animal. Hembras y Machos se encontraban distribuidos en forma aleatoria en los tres
grupos. + Positivos, * Negativos.

Xi2 Df P-Valor
8.33 1 006039

Ho= La variable SEXO es Independiente de la observaciéon ROTAFORESIS POSITIVA,
dado que el Valor -P < 005 se rechaza la hipdtesis Sen variables dependientes. Se
considera variable dependiente ya que de los & animales positivos 6 (23.08%) pertenecen a
las hembras las cuales representaban el 342 % de la poblacién total y 2 (7.69%) a los
machos los cuales representaban al 65.38% de la poblacién
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42425 Andlisis y grafica de distribucion de frecuencia y prueba de Xi?
utilizando la respuesta Rotaforesis con relacidn a la variable edad del animal.

Cuadro 4.11.- Distribucion de frecuencias de resultado en rotaforesis con base a la edad
del animal.

4 Semanas |7 Semanas |8 Semanas |9 Semanas | Total
Rotaforesis | 0{0%) 3(11.54%) |4(1548%) 1(3 85%) 8 (30 77%)
Positivo
Rotaforesis | 2(7.69%) 6(23.08%) |[3(11.54%) |7 (2692%) |[18(69 23%)
Negativo
Total 2(7.69%) 9 (34.62%) [7(26.92%) |8 (30.77%) |26(100%)

Barchart for ROTAFORESIS by EDAD
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Figura 4 17 -Gréafica Distribucion de Frecuencia de Rotaforesis, dependiendo de la edad
delpanimal. Las edades<~7 y= 9 semanas se presentaron en los tres Grupos, la edad
* 8 semanas en los Grupo Iy Il yla edadm 4 semanas unicamente en el Grupo III.

Xi2 Df P.Valor
4 446 1 0.2163

Ho= La Variable EDAD es Independiente de la observacion ROTAFORESIS
POSITIVA, Dado que el P-Valor > 010 se acepta la hipotesis son variables
independientes. Se considero independiente ya que presentaron rotavirosis animales de tres
de 4 rangos de edad.
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Cuadro 4.12 - Resumen de los resultados la prueba de Xi* relacionando las observaciones
de rotaforesis positiva correlacionada en un 100% con el cuadro clinico de rotavirosis y
asilamiento viral, con las variables de mayor importancia en la definicién de los grupos

experimentales.

Variable. | Dependiente. Independiente.

Edad. 8 animales positivos al desafio con
rotavirus(30.77%), distribuyéndose de la
siguiente forma 3(11.54%) en las 7
semanas de vida, 4 (1538%) en las
semanas de vida y [ (3.85%) a las nueva
semanas de vida.

Sexo. 8 animales positivos al desafio con

rotavirus(30.77%), distiibuyéndose
de la siguiente forma 6 hembras
(23.08%) v 2 machos (7.69%).

Raza.

8 animales positivos al desafio con
rotavirus(30.77%), distribuyéndose
de la siguiente forma 7 de raza
Alpina (2692%) y 1 de raza
Toggenburg ( 3.85%).

Grupo

La distribucion de grupo esta
determinada por raza.

8 animales positivos al desafio con
rotavirus(30.77%), distribuyéndose de la
siguiente forma 3 en el grupo I (11 54%)
y 5 en el grupo 1 (19.23%).

Origen.

8 animales positivos al desafio con
rotavirus(30.77%), distribuyéndose de la
siguiente forma 3 en el grupo proveniente
del rancho 4-milpas (11.54%) y 5 del
grupo proveniente de Almardz (19.23%).




4.2.5.- Lesiones microscopicas.

La observacién microscopica de las diversas secciones representativas de las
principales regiones del intestino por animal. En los cortes de histopatologia se busco la
lesién caracteristica de la infeccién por rotavirus definida con la presencia de atrofia, fusién
de las vellosidades intestinales acompafiada o no por necrosis y epitelio desprendido en la

cresta intestinal

4.13 - Cuadro, distribucidn de lesiones histopatologicas

| Organo.  [Duodeno.  [Yeyuno. |[Ileon. Colon.
Grupo. Edad. | Rotaforesis |[A|F|N|Cc|A[F|N|Cc|A|F|N[Cc|A|F|N|Ce
1 SEMANAS.
9 7 Positivo, |+ |+|-| - |[+f+|[+]| « |+]+] -+ |-|-[-]|+
8 7 Positive, |+ |+ |+ - |+ (+ [+ + | FHi+|-| - ]-1-|-1 -
6 8 Positivo, [+ |+ |+ |+ |+ |+]|+ [+ |+|+|-]+]-]-]-]|+
3 7 Negativo, |+ |+ =] - |-|-|-| = [+ [=fw] = |«|=f=]+
2 8 Negativo, |+ |+ |- | + |+|+|-| + [+]+]-|+|-]-|-]|+
3 8 Negativo, |+ |+ |+{ « {+[+|[-1+ |+i+]|-|+]-}-[-| -
1 9 Negativo, |+{+|-[+ [+ |+j-|+|+[+|-]+|-|-1-]| -
7 9 Negativo. |+ [+]+| + |+ |+[+| + |+|[={-f+|[-]-]~]+
4 9 Negativo, |+ |+|+ [+ |-[|-|-|+ |F|+]|+[-]-|-| -
10 7 Negativo, | - |- |- - |+ |+|+] - |+I-|-|+|-|-]|-|+
CONTROL,
11
21 7 Positivo. |+ [+| - | = [+}+]| -1+ |+ {+{+|+]-1-|-] -
30 8 Positivo. |+ |[+|+]| - {+]|+] -0 = [+{+]|-| - {-}|-]|-]-
27 8 Positive. |+ |+ |+ - f+|+]{+]| - |+}+| -]+ }|-|-]+]| +
26 8 Positive. |[+1+ |+ | - |+|+[+| + |+ |+]{-f+|=-|=f~] -
25 9 Positivo, |+ |+ |+ | - |+[+|+] - [+|[+f-| « |-d=]-1 ~
22 7 Negativo, |+ |+|-| - {+[+|4+]+ |+{-|-| -i-]|-]|-]+
23 7 Negativo, | - |+ |- - b+ ||+ - j+[F+[+] - |-|-01-]+
28 9 Negativo, [+i{+|+| - |+|+|-| ~ |+|+]|-} - |-|-{-|+
29 9 Negativo, |+ 4| -| - [+|+]| |+ [F[+l1-|+|-|-]-]-
24 8 + |+ ||+ - [ -] -]+
CONTROL
111
14 4 Negativo, | / |/ |/ |/ /1A AL F1
i3 4 Negative. |/ |/ |/ |/ [ /p/ 10 A (A AP
15 7 Negative, |+ [+ |+ |+ [+ [+ -]+ |+{+]|-|+}-|-1+]| +
16 7 Negative, |+ |+ |+ | 4+ {4+ |+ +] + | +[+]| 1+ [-]|-}-| +
12 9 Negativo, |+ |+ | -1+ |+ |+]+| - b+ [+ [+ [-]-|-]+
11 9 Negativo, |+ 1+ |+ + |+[+]-| - |+ [+i+]| +|-]-|-]+
1V
1B 8 Negative, |+ | +|-| - |+|+]|-§ - [+i+]|~]| - f-]-1-] -
2B 8 Negativo. |+ |+|-| - |+|+{-] - {+|+|+{-|-|-}-]|-
3B 8 Negativo., |+ |+ || = [+|+]=| - J+[+]~} - |=]-]|-]-
4B 8 Negativo., |+{+|+| + |[+|+]| -] - |[+[+l~|+[-]-]=] -
5B 8 Negativo, |+ |+ |+ | - |+|+|+] - [+]|+}+| -]-|-|-| -
CONTROL

positivo; -)negativo; /) sin muestra,

Lesiones Histopatolégicas; A) atrofia; F) fusién de vellocidades; N) necrosis; Cc) Coccidia; +}
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Figura 4 20.- Atrofia de vellosidades intestinales Yeyuno..Animal No27,positivo a rotavirosis, 9
dias postinoculacion. Tinicién H.E., 100x

Figura 4 21 - Fusion de vellosidades Duodeno, Animal 4b, Negativo a rotavitosis, Tincion
HE., 100x.
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Figura 4.22 - Atrofia, necrosis y denucaién de vellosidades. Yeyuno Animal No 8, 6 dias
postindculo. Positivo a rotavirosis. Tinicion H.E , 100x

Figura 4.23.- Atrofia, necrosis y denudacion de vellosidades. Yeyuno. Animal No 26, 9
dias post indculo, positivo a rotavirosis. Tincion H.E., 200x.
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4.2.6.-DISCUSION.

El experimento uno cubrié el primer objetivo de establecer un modelo de infeccién
por rotavirus en caprinos, con el aislamiento inicial de una cepa viral de campo a partir de
un brote natural y su replicacion y adaptacion a cultivos celulares, para generat un abasto
viral de desafio El experimento II establecié un modelo de infeccidon en caprinos, a partir
de un abasto viral de 450 ml de cosecha de sobrenadante de cultivos celulares susceptible a
rotavirus (MA-104), con un titulo de 10 8 particulas infectantes/ml, determinado por efecto
citopatico en diluciones decimales y monitoreado constantemente por rotaforesis (Rosen et
al., 1994) El abasto viral se generd en el lapso de 40 dias con pases sucesivos en cultivo
celular y se decidié detener el proceso, al alcanzar una concentracion similar a la reportada
poi, Bruce, et al,(1995) de concenfracion de 108 particulas virales/ml en corderos
gnotobiontes, dadas las caracteristicas similares del modelo animal Son tan diversos los
titulos de particulas virales/ml utilizados, como los modelos animales en los que se
emplean y su eficiencia para establecer una infecciéon depende de los factores de
patogenicidad con los que cuenta cada cepa en particular y de la susceptibilidad de su
hospedero (Bruke y Desselbarger, 1996; Bridger, 1994). Schaller, et al., (1992), reportan
titulos infectantes en cerdos gnotobionticos, de menos de 16 dias de vida, de 10°

particulas virales/ml del virus prototipo SA-11 y de la cepa Wa de rotavirus humanos. Saif

y Ward (en Desselberger y Gray, 2000), reportan una dosis infectante en credos en las
mismas condiciones del trabajo anterior de 10° particulas virales /ml. Bridger, ef al., (1987
y 1998a) reportan una concentracion viral para desafié en cerdos y becerros gnotobiontes

de 10° y 107 particulas virales/ ml.

El volumen de la dosis infectante utilizd en este trabajo fue de 10 ml por animal
Esta, al igual que la concentracidn ha sido reportada desde 50 ml por Bridger, (1994) en
becerros, hasta 2 y 5 ml en porcinos por Saif y Ward ( en Desselberger y Gray, 2000). Sin
embargo. el volumen de 10 ml se seleccioné con base en los trabajos de Snodgrass y
Wells, (1978) y de Bruce, ef al, (1995), dado que estos se realizaron en ovinos,
considerandose el modelo animal mas cercano al caprino.

El periodo de incubacién, una vez desafiados los animales, fue en promedio de
72hrs, algunos animales iniciaron el cuadro diarréico y la excrecion viral positiva (en la
prueba de rotaforesis) a las 48hrs, manifestandose las caracteristicas de una cepa patogena.
En los estudios de dos aislamientos de rotavirus porcino en cerdos gnotobionticos, Bridger,
Hall y Parsons, (1992); Schaller ef al., (1992) se reporta la excrecidn viral de las cepas
patdgenas, en un periodo de 24 a 48his, en tanto que las cepas clasificadas como
apatdgenas comenzaron su excrecién 1 6 2 dos dias después. El periodo de excrecidn
viral, detectado por rotaforesis vario en los animales que desarrollaron cuadro clinico
diarréico, entre 1 y 5 dias. Schaller, ef al ,(1992) informaron de un promedio de dias de
excrecion viral en presencia de cuadro diarreico, de 3 a 5 dias. Hall, et al, (1993)
determinan un ritmo de replicacién y efecto citopatico diferente entre las cepas patogenas y
apatbgenas de rotavirus bovino. Estas observaciones aunadas a la restriccién marcada por
la edad, fortalecen la hipétesis de que el ritmo de replicacion viral depende de su
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patogenicidad; sugiriendo que los rotavirus con capacidad de replicarse rapidamente,
rebasan la capacidad del intestino para reponer las células dafiadas determinando esto la
manifestacién de la enfermedad. Evidencias de lo anterior son la presentacion de cuadros
subclinicos 0 no detectables (Schaller ef al, 1992; Bruke y Desselberger, 1996). La
circulacién de cepas patdgenas en humanos reportadas por Gorziglia et af, (1988), asi
como cepas de cuneros, en las cuales los virus estan circulando constantemente entre los
recién nacidos pero rara vez logran establecer el cuadro clinico. Las manifestaciones
clinicas hacen més evidente las grandes diferencias o semejanzas que las que éstas puedan
expresar a nivel molecular (Bruke y Desselberger, 1996)

La morbilidad, ante el desafié con ia cepa aislada de campo a partir de caprinos,
utilizada en el experimento II fue de 30.77%, estan distribuida dentro de los 26 caprinos
inoculados, donde las variables como la edad, sexo, raza, grupo y poblacién de origen, se
manifestaron en forma dependiente, o independientes, de la infeccién por rotavirus.

Grupo Iy II : tres y cinco animales de los grupos respectivos desarrollaron signos
con un periodo de incubacién promedio de 78hrs; presentaron cuadro diarreico,
temperaturas normales; éste animal nimero 9 mostré anorexia, el mismo fue el Unico que
desarrollo un cuadro clinico de deshidratacion severa e hipotermia a las 72hrs
postinoculacion. El resto de los animales de los grupos I y II asi como IH y IV, no
manifestaron sinologia alguna.

De los ocho animales que enfetmaron, tres se ubicaron en los grupos de animales
con un fenotipo racial bien definido; tres a las 7 semanas de vida, cuatto a las 8 semanas y
uno a las 9 semanas.

Los animales susceptibles se distribuyeron 3 a las 7 semanas de edad (11.3%); 4 a
las 8 semanas de edad (15.38%) v 1 a las 9 semanas de edad (3.85%), los animales de 4
semanas no se infectaron y estos fueron desafiados una segunda ocasién a 6 semanas de
vida, sin éxito. La morbilidad mas importante se distribuyd entre las 7 y 8 semanas de
vida. En el brote de 1otavirus, a partir del cual se aislé originalmente la cepa de desafid,
los animales afectados clinicamente se encontraban entre las 6 y las ocho semanas de vida.
Los reportes sobre el aislamiento viral en caprinos han sido divergentes; DaCosta ef al,
(1994a,1994b), detecta por aislamiento, rotavirus en animales de 12 a 16 semanas de vida.
Scott, et al., (1978) reportan animales enfermos al rededor de las 16 semanas de vida
Kaminjolo y Adesiyun, (1994) diagnéstica con una prueba de latex comercial la presencia
de rotavirus en animales diarieicos de mas de 12 semanas de vida. En tanto Mufioz, et al.,
(1994, 1995b,1996) determinan la presencia de virus de 6 al 21 y 45 dias de edad Berrios.
et al., (1988) animales mayores de un mes de vida, Nagy et @/, (1987), reportan una
excrecion viral entre los 7 y 30 dias con una media a los 16 dias de vida. La diveigencia en
estos datos también ha sido reportada para otras especies y apoya, como se ha sefialado, el
que son factores tanto virales, ambientales como del hospedero, de los cuales depende el
establecimiento del cuadro clinico de rotavirus son multivariados y casuisticos en para la
mayoria de las ocasiones (Mufioz ef al, 1994; Bruke y Desselberger, 1996).

La susceptibilidad manifestada por los animales a la infeccién por rotavirus en este
experimento contrasta con los datos existentes de infecciones reportadas en caprinos. Y
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sugiere que al igual que en ofras especies, existe una variedad de cepas virales de diversas
caracteristicas, a las cuales estdn expuestos los caprinos v de las cuales practicamente se
desconoce; siendo esta una temética importante a tratar en la explotacion de la especie.

La importancia del sexo de los animales susceptibles resalté como una observacién
importante con diferencias significativas dentro del la poblacién, tanto de animales positivo
a rotavirus como negativos. Del 30.77% de animales enfermos, el 23.08% (6 animales)
fueron hembras y solo dos machos (7.69%), ya que de la poblacién total de 26 caprinos
desafiados la proporcion de hembras fue de 9 (34.62%) y 17 machos(65 38%); se observé
un 66% de morbilidad en el grupo de las hembras distribuida en 7, 8 y 9 semanas de edad
comparado con el 11.76% de la poblacidn total de machos distribuidos en 4, 7, 8, y 9
semanas de edad, resaltando la variable sexo femenino como factor de susceptibilidad.
Kapikian y Chanok, (1996a), mencionan que tanto hembras como machos son susceptibles
a sufrir la gastroenteritis por rotavirus; sin embargo, estadisticamente en los humanos es
ligeramente mayor la cantidad de casos en hombres que en mujeres Los datos
mencionados, se hacen en referencia a un articulo del afio 1979 sobre Epidemiologia de
enfermedades gastroentéricas infantiles. En la bibliografia revisada es la unica cita asociada
a-esta observacion; menciona en forma reiterada a lo largo del presente texto.

La diversidad de factores virales, ambientales y en especial los propios de
hospedero, en conjunto son los que permiten el establecimiento de los rotavirus, como
son; los receptores celulares adecuados para el virus, la restriccion por edad, la especie
susceptible a determinadas cepas virales, estado fisioldgico en cada hospedero en buena
medida, s¢ asociados a los diversos estadios fisiologicos.

El estudio histopatoldgico realizado revelo la presencia de la lesion caracteristica de
rotavirosis, con atrofia y fusion de las vellosidades intestinales, acompaiiada o no de
necrosis y descamacion del epitelio intestinal; se observd tanto en duodeno y yeyuno,
como ileon. La lesidén se encontré tanto en los animales positivos a la infecciéon como en
negativos y su distribucién no mostré una diferencia estadistica significativa por otra parte
todos los animales positivos a la infeccion postdesafio desarrollaron una lesién apreciable.
La lesiones en los animales control y/o en los animales negativos podrian estar
determinadas por la presencia de otros patégenos asociados a esta clase de lesién las en
vellosidades intestinales, como fue la presencia en los cuatro grupos, de coccidias en mayor
o menor grado, en cada grupo dependiendo de su origen. Y dado que se emplearon
animales convencionales, provenientes de hatos en diversas condiciones, la lesién
histopatolégica no se debe atribuir unicamente desafio viral La infeccidn por rotavirus
frecuentemente se ha reportado como secundaria o paralela a otras patologias asociadas a
este fendmeno (Muiloz ef al, 1996; Valdivia et al , 2000).

Bruke y Desselberger, (1996) sefialan, dentro de los factores para ser susceptible a
rotavirus, la presencia del receptor celular, edad, estado inmune y finalmente la
composicion genética. Esta dltima sefialada en forma general, pero reflejada en todos los
factores que hacen que el individuo sea resistente o no al virus. La variable raza se
manifesté como dependiente para el establecimiento de la infeccidén; porque se observd,
que 13 animales de raza Alpina 7 enfermaron representado el 26 92% de la morbilidad
total; en total enfermd; 1 animal de 6 de la 1aza Toggenburg (3.85%) y ninglin antmal
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criollo caprino enfermd a pesar de ser inoculados en dos ocasiones con el mismo abasto
vital que el resto de los animales. Kapikian y Chanock, (1996a) sefialan una mayor
incidencia en nifios menores de 5 meses hospitalizados de raza negra, si se contrastan con
los que no pertenecen la raza negra. Sin embargo, esta tendencia desaparece al llegar al
grupo de 8 meses de edad. Se consider para este caso que el factor socioecondmico era el
que facilitaba esta manifestacion. Sin embargo en las observaciones del experimento 2,
todos los animales de raza definida se encontraban en mejor condicién fisica si se
contrastan con los criollos ( Cuadros 3.1,3.2,33 y 34).

Se han observado brotes en la raza Saanen y en mestizos de Saanen (DaCosta et
al ,1994a y 1994b), Saanen y Alpina (Mufioz ef al.,; 1994) las razas Alpina y Toggenburg
aislamiento original de presente trabajo (Experimento I) 1997, El resto de las publicaciones
no especifica si los animales fueron o no de raza definida La observacién sobre la
morbilidad, en este modelo de infeccién en caprinos, sobre la variable raza y sexo, como
dependientes de la susceptibilidad del animal a la infeccion soporta las observaciones sobre
el componente genético del hospedador, en la epidemiologia de la enfermedad, de tanta
importancia como el estudio de la biologia a todos lo niveles del virus. Y la falta de
bibliografia, no solo en caprinos si no en particular para poder contrastar estas
observaciones, resalta el papel que juega el desarrollo de modelos animales, donde se
tomen en cuenta tanto los factores de virulencia o, como la patogenicidad del rotavirus,
medio ambiente y el hospedador.

Dentro de la definicién de los factores virales que juegan un papel importante en el
establecimiento de la infeccién por rotavirus, se encuentran la mayor parte de informes
dirigidos al estudio de las proteinas VP4 y VP7, asociadas con los serotipos P y G dentro
del Giupo A. Los anticuerpos neutralizantes dirigidos a estas estructuras han de mostrado
en forma independiente poseer una actividad inmune protectora (Estes, 1996a). La proteina
VP4 fragmentada parcialmente y modificada por protedlisis dependiente de la tripsina en
las proteinas VPS5 y VP8, requerida para activar la capacidad infectante del virus (Espejo et
al, 1978; Estes, 1996a); presenta capacidad agiutinante y los anticuerpos dirigidos a VP4
o a los productos de su protedlisis restringen a la infeccidn in vitro. La proteina VP7 se ha
involucrado en la interaccién secundaria a VP4 con las estructuras celular, peto es la
unién de ambas vy con las estructuras de supetficie celular las que permiten el
establecimiento y penetracion viral (Ciarlet y Estes, 1999).

El receptor celular especifico de los rotavirus no ha sido identificado. En términos
generales se acepta que los rotavirus de origen animal requieren de estructuras celulares
ricas en acido sidlico para poder establecer la unién virus receptor. En tanto los
aislamientos de origen humano parecen ser independientes de éste, las estructuras ricas en
acido sialico y la interaccién especifica con otras estructuzas receptoras en la supetficie
celular son indispensables para lograr una infeccién productiva por los rotavirus (Méndez
et al., 1996). La expresion de éstas estructuras especificas dependerdan entonces de cada
hospedador y estas son determinadas como una expiesién de la genética y estado
fisiolégico de cada individuo, independientemente de su estado inmune.
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Ciatlet y Estes, (1999) aislaron 14 de rotavirus de humanos, independientes de
acido sialico para, establecer una infeccion irn vitro, asi como 5 aislamientos de rotavirus
de ovinos, bovinos y porcinos; y 10 aislamientos de animales domésticos dependientes de
acido sidlico. Los autores concluyen que la dependencia de la cepa viral, por las estructuras
de acido sidlico de la c¢élula estd mas relacionas con el serotipo P que con el origen del
aislamiento que de estructuras especificas. Méndez et al, (1996), Ciatlet y Estes, (1999)
sugieren que la via de entrada de los rotavirus a las células, mas que depender de la
presencia o no de acido sialico en su interaccion inicial, depende de mas una interaccidn
con estructuras moleculares que utilizan otros virus. Méndez, ef al., (1999) reportan la
interaccidn de las proteinas VP4 y VP7, con por lo menos tres estructuras moleculares, en
la superficie celular, mediadas por las proteinas estructurales y esto conttibuye con el
tropismo selectivo mostrado por los rotavirus. Demuestran c6mo los rotavirus se unen
inicialmente a componentes de acido sidlico y glicoproteinas, por las dos proteinas
estructurales de la capside externa. Los trabajos antes citados describen una compleja
unidn entre virus y diversas estructuras celulares, os factores virales que permiten {a unién
al receptor celular y de estan siendo estudiados con profundidad. Sin embargo, los factores
que expresa la célula para definir su susceptibilidad ante el virus no han sido abordados
ampliamente. La dependencia de sexo, 1aza y edad y la frecuencia de la presentacidn de la
infeccién en el presente trabajo sugiere que al establecimiento de una infeccion productiva
no solo depende de los factores de virulencia que expresa cada cepa viral, sino del papel
que juega la permisividad de cada individuo, determinada por el fenotipo expresado y
condicién fisiolégica de mismo. Que en este caso fue raza, ya que se observaron donde
observamos 7 de los 8 animales enfermos, dentro de la raza Alpina, 1 de 7 en Toggenbuig
y ninguno en criollos caprinos desafiados en dos ocasiones Que en contraste con los
animales de raza, no seroconviertieron ante las pruebas de ELISA y virus neutralizacion y
el mismo tipo de 1espuestas se observé al desafio en ovinos.
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43.-EXPERIMENTO IH: RESPUESTA INMUNE EN CAPRINOS Y OVINOS PREVIO Y POSI
DESAFIO CON CEPA DE AISLAMIENTO ( ELISA Y SERONEUTRALIZACION).

Buscando determinar la participaciéon de la inmunidad pasiva (mateina) en la
susceptibilidad de los animales seleccionados para el modelo de infeccién en caprinos y
ovinos; se establecieron los ensayos de ELISA indirecta para I1gG captina y el de virus
neutralizacién, con la finalidad de determinar la participacién de los anticuerpos
neutralizantes maternos especificos a la cepa homoéloga en el establecimiento de la
infeccion. Se utilizaron dos ensayos diferentes para tener una mayor certeza en las
observaciones. Ambas pruebas determinan la respuesta humoral sistémica, la cual se
considera un reflejo del reconocimiento de antigenos por parte del sistema inmune, del
individuo o en este caso de la madre, transmitido a la cria via calostro. Debido a la corta
edad de los animales utilizados en le experimento y a las condiciones de circulacién y no
circulacion viral demostrada en el experimento I en cada uno de los hatos de origen, se
considero que la mayor la lectura inicial de anticuerpos en los animales fue de origen
materno, no asi los detectados postdesafio. Posteriormente esto fuero analizado por una
ANOVA multifactorial en la paqueteria STAT Graphics 1994-1999

4.3.1.1.-Resultados de ELISA previo expresados como la diferencia de
absorbancia entre respuesta a antigenos proteicos de sobrenadante de cultivo celular
infectado con cepa aislada de rotavirus caprino y sobrenadante de cultivo celular sin

infeccion.

ELISA IgG1 PREVIO DESAFIO
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Figura 4 22.- Grafica de distribucién vy titulo de IgG sérica previo desafio en ELISA
indirecta; ¢ Grupo I ( Hato con circulacién viral demostrada), A Grupo L GrupoIl,

Grupo IV. Los grupo IL III y IV (proviene de hato sin deteccion viral en los tltimos 4
afios). Los datos cotrespondientes a cada animal estan distribuidos por edades siempre de
menor a mayor edad, animales positivos a rotavirosis.
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ELISA 1gG1 POSTDESAFIO

GRUPO |

GRUPO IIY

GRUPO I

GRUPO IV

HL

ABSORBANCIA
o
@

04

02

g

2

o

H]

élgura 423 -Grafica de distribucidn v titulo de IgG sérica post desafio en ELISA indirecta;

40

Grupo I (Hato con circulacién vital demostrada), 2\, Grupo lIl, O Grupo I,
" Grupo IV. Los grupos II, I y IV (proviene de hato sin deteccion viral en los ﬁlﬁmOS 4
afios).Los datos correspondientes a cada animal estin distribuidos por edades siempre de
menor a mayor edad, animales positivos a rotavirosis
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4,3.1.2.- Analisis estadistico de los titulos de IgG sérica en ELISA indirecta
previo y post desafio.

Utilizando Ia prueba de Xi? la tinica variable que dependiente a la respuesta o observacién
titulo ELISA IgG en unidades de absorbancia previo fue el origen de los animales.

Cuadro 4.14- ANOVA Multifactorial (Analisis de varianza) ELISA previo desafio
observando las fuentes de variacion para determinar la presencia de diferencias
estadisticamente significativas diferencia significativas ente ellas.

Fuente de | Suma de | Df | Media Razén | Significan | Observaciones.

variacion Cuadrados Cuadiados |“F” cia P-Valor <0.05
de “F”. Hay diferencia
(P-valor) |significativa

Edad 0.29537 3 10.0984567 |2.31 0.1053

Rotaforesis  [0.0461258 1 {0.0461258 |1.08 0.3097

Sexo 0.0458362 1 [10.0458362 |1.08 0312

Raza 0.29237 3 |0.974567 2.29 0.1079

Origen 0.451422 1 |0.451422 10.61 |0.0038 Significativa,

Residual 0.893831 21 10.0425634

‘Total 2.91041 30

Corregido

Utilizando la prucba de Xi® la uinica variable dependiente de la respuesta o observacién
ELISA IgG post desafio es el origen de los animales.

Cuadro 4.15- ANOVA Multifactorial (Andlisis de wvarianza) ELISA postdesafio
observando las fuentes de variacién para determinar la presencia de diferencias
estadisticamente significativas diferencia significativas ente ellas.

Fuente de | Suma de | Df | Media Razén |Significan |Observaciones.
variacion Cuadrados Cuadrados | “F” cia P-Valor < 0.05
de “F” Hay diferencia
(P-valor) |significativa
Edad 0.05822 3 10.0984576 {0.73 0.5440
Rotaforesis | 0.0294254 1 [0.0461258 [1.11 0.3050
Sexo 0.00259802 |1 [0.0458362 |0.10 0.7578
Raza 0.00433395 |3 [0.974567 0.50 0.9829
Origen 0.817816 1 |0.451422 30.72 | 0.000 Significativa.
Residual 0.55902 2110.0425634
Total 2.24466 30
Corregido
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4.3.2.1-Virus neutralizacion expresado como factor de dilucion a un pozo antes
de observar efecto citopatico litico en cultivo celular.

SERONEUTRALIZACION PREVIO DESAFIO
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Figura 4.24.- Grafica de distribucién y titulo de virus neutralizacion previo desafio.
Grupo I (Hato con circulacién viral demostrada), /A Grupo IIL, O Grupo II,
1 Grupo IV. Los Grupos II, HI y IV (proviene de hato sin deteccidn viral en los ultimos
4 afios). Los datos correspondientes a cada animal estin distribuidos por edades siempre de
menor a mayor edad, animales positivos a rotavirosisi

SERCNEUTRALIZACICN POST DESAFIO
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-3+

a1

go.ou

-
- '., INYT Y . H' r B

Grupo I(Hato con circulacion viral demostrada), AGrupo 111, OGrupo I1,
Grupo IV. Los Grupos II, I y IV (proviene de hato sin deteccion viral en los ultimos
4 afios). Los datos correspondientes a cada animal estin distribuidos por edades siempre de
menor a mayor edad, animales positivos a rotavirosisi

Fi§na 4.25 - Grafica de distribucién y titulo de virus neutralizacién postdesafio.
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4.3.2.2.- Analisis estadistico de los titulos neutralizante in vitro en virus
neutralizacién previo desafio, utilizando la prueba de Xi’ no demostré dependencia a
alguna de las variables,

Cuadro 4.16.- ANOVA Multifactorial (Andlisis de varianza) virus neutralizacién previo
desafio observando las fuentes de variacidn para determinar la presencia de diferencias
estadisticamente significativas diferencia significativas ente ellas

Fuente  de|Suma de | Df| Media Razoén | Significancia | Observaciones.

vatiacion Cuadrados Cuadrados o de “F”. P-Valor < 0.05
(P-valor) Hay  diferencia

significativa

Edad 0.000449334 |3 [0.000149778 [0.02 |0.9960

Rotaforesis  {0.00115472 |1 [0.00115472 [0.15 [0.6979

Sexo 0.00447169 |1 [0.00447169 [0.60 [0.4473

Raza 0.037969 3 10.0126563 1.70  |0.1981

Origen 0.00036742 |1 10.000136742 10.02 [0.8936

Residual 0.156587 2]

Total 0271489 30

Corregido

Utilizando la prueba de Xi2 la unica variable dependiente de la respuesta o observacién
virus neutralizacidon post desafio de la Raza de los animales, grupos en los que se logrod
establecer la infeccion con la cepa de aislamiento.

Cuadio 4.17.- ANOVA Multifactorial (Analisis de varianza) virus neutralizacion
postdesafio observando las fuentes de variacién para determinar la presencia de diferencias
estadisticamente significativas diferencia significativas ente ellas. Al igual que en la prueba
anterior la Unica diferencia significativa se establecié en raza grupo de animales donde se
logro establecer la infeccidn.

Fuente  de|Suma de | Df | Media Razoén | Significancia | Observaciones.

variacidén Cuadrados Cuadrados “F” de “F”. P-Valor < (.05
(P-valor) Hay  difetrencia

significativa

' Edad 0.00324566 |3 [0.0018169 0.91 {04540

Rotaforesis | 0.000408428 |1 |0.000408428 [1.34 |0.5645

Sexo 0.00105151 1 [0.0010515 0.88 [0.3582

Raza 0.0201055 3 [0.00670183 15.63 |0.0054 Significativa.

| Origen 0.000162591 |1 10.000162591 }0.14 |0.7155

Residual 0.02502 210.0425634

Total 0.0895182 30

Corregido

84




4.3.3.-DISCUSION.

En el tercer experimento se intenté estabiecer el papel que juega la inmunidad
lactogénica, en términos de proteccion contra una infeccion homodloga por rotavirus,
conferida por la presencia de anticueipos en la mucosa gastrica. Y en segundo término,
apoyar la observacion sobre la circulacién viral y estatus inmune contra la cepa de
desafio, en las explotaciones y hatos de origen de los animales empleados en cada uno de
los grupos del experimento II

Se seleccionaron las pruebas de virusneutralizacion, y de ELISA indirecta (IgG),
utilizando a la cepa de desafio y los sueros de los animales, previo a la exposicién viral y
post exposicion viral. El ensayo de seroneutralizacion se elijo como una prueba de
deteccion de anticuerpos séricos heterogéneos, donde participan tantos IgG, IgA como IgM
en el caso de ser especificos contra la cepa de desafio. ELISA indirecta (IgG) se selecciond
por la relevancia de esta inmuglobulina en la respuesta inmune mucosal y sistémica, en la
inmunidad pasiva calostral atribuida particularmente a su importancia en poligastricos.

Los resultados de Virusneutializaciéon y de ELISA IgG, cotrespondientes a los dos
origenes de los animales del experimento, demostraron ser estadisticamente significativos,
ya que donde el hato Cuatro Milpas presenté titulos séricos de IgG ( de 0.623 unidades de
absorbancia con una desviacion estdndar de 0.279) y titulo neutralizante de (0.00036
expresado como factor de dilucidn y una desviacién estdndar de 0.001), contrastados con el
hato FES-C (Almaraz) el cual presentd titulos séricos de IgG (0.134 unidades absorbancia
con una desviacion estandar de 0.137) y titulo neutralizante de (0.060 expresado como
factor de dilueién y una desviacidn estandar de 0.11).

En la prueba de Xi2 una p<0.10 en donde la respuesta correspondiente al titulo de
ELISA IgG, previo y post desafio demostrd ser una observacion dependiente del origen
del animal En tanto en el ensayo de virus neutralizacién expresado como el factor de
dilucién en tnicamente resulté dependientes de la raza del animal postdesafio. Apoyando la
observacién de circulacion viral en el primer hato con el aislamiento de la cepa desafio. Se
selecciono a los animales del grupo I, en el hato Cuatro Milpas bajo la hipétesis de ser una
poblacién de animales con anticuerpos maternos circulantes especificos, ya que estos
animales fueron las crias de aquellos expuestos en el brote inicial donde de aisld la cepa
de desafio. En tanto la poblaciéon del hato FES.-C (Almaraz), sin proteccion lactogénica
especifica apoyada en los datos de los trabajos de Guillén, (1998), Ortiz (1996) y el inicio
del presente trabajo donde utilizando la técnica de rotaforesis no se logra detectar la
circulacién de rotavirus. En segundo término el analisis estadistico en virus neutralizacion
reafirma la observacion de seroconversion en los animales de raza Ginicamente postdesafio,
lo cual apuntala la observacion de no infeccion en los caprinos criollo y ovinos.

La deteccién de IgG sérica contra VP6 sugiete que hubo exposicion ante la
infeccién sin, ser estos anticuerpos neutralizantes. Los anticueipos neutralizantes mas
abundantes en general son generados contra VP4 y en segundo término contra VP7. Los
anticuerpos neutralizantes dirigidos confra estas dos proteinas en los ensayos de
vitusneutralizacion, reduceién de placas en cultivos celulares y ELISA indican inmunidad

protectora (Molyneaux, 1995).
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La inmunidad contra rotavirus puede ser adquirida en forma pasiva o activa. Esta
puede ser humoral, mediada por células, protectora © no protectora, homotipica,
heterotipica mucosal o sistémica o cualquier combinaciéon. La inmunidad mucosal puede
ser protectora en contra de la enfermedad, més no de la infeccién, mientias que la
inmunidad sistémica es un reflejo de la exposiciéon al virus, con importante valor
diagnéstico. Pero muy probablemente por ser una infeccién localizada en la mucosa, sin un
papel importante en Ja proteccion directa a la misma.( Molyneaux, 1995; Waid ef al,

1990).

En los ungulados, la estructura placentaria no permite el paso de las
inmunoglobulinas in utero, por lo que los estudios en ovinos, bovinos y cerdos han
demostrado la capacidad protectora del calostro con anticuerpos especificos conira
rotavirus en diversos desafios (Molyneaux, 1995) Salmon, (1999) sefiala que la proteccion
mucosal de los mamiferos neonatos depende de un continuo aporte de IgA dimérica
materna ( en monogastricos), y de IgG1 (en rumiantes), sin descartar la importancia de la
IgAs en estos ultimos. La inmunidad lactogénica (humoral) estd directamente relacionada
con el vinculo entero-mamario, a través de la translocacion de IgA e IgGl o de la
migracién de linfoblastos IgA, desde el tejido linfoide asociado al intestino a la glandula
mamatia de la madre.. Sin descartar el papel de la IgA, dimérica, de la IgG1 en los
poligéstricos predomina en la mucosa intestinal sobre IgA ¢ IgM (Salmon,1999; Fernandez
et al., 1998). La proteccion en estos no correlaciona completamente con el titulo sérico. En
neonatos e infantes las 1gG y los anticuerpos neutralizantes pueden ser un reflejo de la
proteccion pasiva conferida por la madre, o de la respuesta ante la exposicién viral.
Molyneaux (1995), Snodgrass y Wells, (1978), Wells et al., (1978), Schaller et al., (1992),
Mufloz et al., (1996), sefialan que la proteccidn pasiva conferida por anticuerpos generados
por ante el desafio con rotavirus patégenos, tiene una clara relacion con la deteccion de los
anticuerpos mediante la técnica de virusneutralizacién y el desenlace, establecimiento y
desarrollo de la infeccién por rotavirus.

En el Experimento II se observé una morbilidad del 30.77%, distribuida
basicamente en los grupos de animales de raza bien definida; Grupo 1 (hato con circulacién
viral positiva e inmunidad especifica a la cepa de desafid) y Grupo II ( hato sin circulacién
de virus positiva sin evidencias una proteccién inmune especifica). A pesar de existir una
diferencia estadistica significativa entre los titulos de IgG y los anticuerpos neutralizantes,
ambos grupos mostraron susceptibilidad a la infeccién por la cepa de desafio. En el Grupo
II, Ia morbilidad fue de 5 de los 9 animales desafiados, contra 3 de 9 del Grupo I
Estadisticamente no demostré una diferencia significativa, probablemente debido al tamafio
reducido de la muestra, pero debido a las evidencias de circulacion viral y evidencias
inmunologicas, esta diferencia podria estar basada en la proteccién pasiva lactogénica
mientras que los grupos III criollo caprino y IV eriollo ovino no enfermaron, a pesar de
mostrar titulos bajos tanto en ELISA (IgG) como en al virusneutralizacion. De acuerdo con
los resultados de los experimentos II y Il independientemente del papel protector que el
estado de inmunidad pudiera tener citado por Snodgrass y Wells, (1978), Wells, et al.,
(1978); Van Pinxteren, et al., (1998 y 1999), este no fue tan importante como la
susceptibilidad mostrada dependiente de raza, sexo y en tercer lugar de la edad,
independientemente de las evidencias inmunolégicas. En tercer lugar los titulos séricos en
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las pruebas de ELISA (IgG) v de virusneutralizacion al haber correspondencia entre los
dos origenes, grupos, razas, edad o sexo, no mostraron con respecto a sus lecturas
originales, cambios estadisticamente significativos; y es de relevante importancia la
observacion obtenida en los grupos [II y IV. Los resultados observados en estos ultimos
dos grupos fueron: virusneutralizacion y ELISA previ6 al desafié en el grupo I1I, con un
factor de dilucion de 0.040 (desviacion estandar de 0 042) y 0.182 unidades de absorbancia
(desviacién estandar 0.083) contrastados con las resultados post desafio con un factor de
dilucion de 0.800 ( desviacién estandar 0.17) y 0.080 unidades de absorbancia (desviacién
estandar de .170). En el Grupo IV hubo un factor de dilucién de 0.159 (desviacion estandar
de 0 174) y de 0.019 unidades de absorbancia (desviacién estandar 0.019); contrastados
con las resultados post desafio correspondiente a un factor de dilucién de 0.089 (desviacién
estandar 0.013) de y 0.089 unidades de absorbancia (con una desviacién estandar de 0.013)
En ninguno de estos ultimos grupos existieron diferencias significativas entre las lecturas
previas y post desafio; los animales no sero convirtieron, desarrollaron infeccién clinica o
fue detectado el virus en las heces Es importante hacer notar que el Grupo III fue
desafiado dos veces con indculo viral infeccioso del mismo abasto viral que demostré ser
patdgeno en los Grupos I y II independientemente de sus titulos en las pruebas seroldgicas
Bridger, (1994), Schaller, et al., (1992) Lijuan, et @l (1996) indican que el valor de la
seroconversidn consiste en que aparentemente, s¢. confirma la relacién existente entre el
titulo de anticuerpos y la respuesta a la enfermedad. Ciarlet et al., (1998a), mencionan que
ante en la infeccién por virus heterélogo, en el modelo de conejo, que la habilidad del virus
para establecer una infeccién puede ser monitoreada por la habilidad del mismo para
inducir una respuesta de anticuerpos intestinales y séricos. Sin embargo, la calidad de la
proteccion que cada cepa viral induce es diferente y no siempre protectora ante otro desafio
por ¢l mismo virus. El hecho de que los Grupos II y IV no seroconvierten, aunado a la
informacién de las citas anteriores; son evidencias que indican que el virus no logréd
establecerse. Apoyando aun mas las observaciones del experimento II, en donde parecen
tener en este modelo de infeccidon una posicion mas critica las condiciones fisioldgicas y
genéticas propias de cada individuo, contando con las estructuras y condiciones apropiadas
para el establecimiento del virus, que la proteccion inmune homéloga detectada, sin
descartar su papel protector en algunos de los animales que no enfermaron en el Grupo I.

Por ultimo las diferencias en las respuestas serologicas en ambas pruebas, entre los
animales positivos a la infeccién y los negativos a la misma, no son estadisticamente
significativas la contrastar la mayoria de las variables. Estas tal vez pueden ser atribuidas
en el caso de los Grupos I y I, que muestran evidencias de infeccidn y establecimiento del
virus, a Jla duracién de cada experimento, ya que esto no rebasaron los 10 dias post
inoculacidn y solo una tercera parte de los animales llego hasta el termino de los mismos.
Por lo que los titulos los resultados estadisticamente no significativos obtenidos en
seroconversion en las dos pruebas pudieran atribuirse a la corta duracién del experimento
y a que la mayoria de los animales desafiados se encontraban ante una primo infeccion.
Van Pinxteren et al., (1998) En un estudio sobre la respuesta primaria a rotavirus en
corderos gnotobiontes de 6 dias de nacidos, detectan la presencia de IgA en suero y
secteciones nasales especificas a rotavirus, a los 7 dias post desafio, y de IgG a los10 dias
postdesafio. Presentan evidencias que se dirigen hacia la activacién de una respuesta Th2
mediada por la expresién de IL-4, para lograr la eliminaci6n viral, en la Placas de Peyer de
yeyunales a los tres dias post desafio. Donde se podtia estar induciendo el cambio en la
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sintesis de IgM a IgA o IgG. Van Pinxteten ef al, (1999), nuevamente en corderos
gnotobiontes con vacunacién oral y desafiados con rotavirus de una semana de edad reporta
la presencia de IgA sérica, a los 7 dias post vacunacién e IgG a los 11 dias; y la capacidad
de una sintesis rapida de IgG de memoria, a los 4 dias postdesafio con rotavirus. Dado que
la poblacién utilizada en el experimento presente son animales convencionales, calostrados,
y en el caso del Grupo I con evidencias inmunologicas de circulacion viral homdloga en el
hato. La baja respuesta a la seroconvesion puede atribuirse en primer lugar a la duracién del
experimento, en segundo lugar a cierta inespecificidad de la ELISA indirecta establecida
con sobrenadante crudo de cultivos celulares infectados con la cepa de campo
VanPinxteren et al, (1998 y 1999} utilizan una ELISA de Sandwich, en la cual fijan
primero un anticuerpo de captura conejo antirotavirus, en segundo término el sobrenadante
de cultivo celular MA-104 infectado para detectar la unién del anticuerpo especifico del
suero de cordero y finalmente revelar con un suero antiovino unido a peroxidasa de
t4bano. Esta técnica de ELISA de mayor sensibilidad que la ELISA indirecta utilizada en el
experimento III. En tercer lugar durante la estandarizacién de la técnica de ELISA, ésta
mostrd inicialmente poca repetibilidad en sus lecturas y no se logré estandarizar la prueba
hasta que tratar los sueros con rivanol, buscando la precipitacion de las Inmunoglobulinas
de clase M. Probablemente en los animales del Grupo I los anticuerpos detectados sean de
origen materno en la mayoria; de los animales, unos pocos animales de este Grupo sin
significado estadistico, si seroconvierten en ambas pruebas. Debido al corto periodo entre
el desafio y la eutanasia de los animales, esta probablemente fue una respuesta de memotia
debido a la circulacién viral en el hato de origen. En tanto el Grupo II seroconvirtio pero
esta parece ser una primo infeccién, donde parece participar también la IgM y es a la
probable participacién de estas inmuglobilunas lo que no se logrd estandarizar, en el
ensayo de ELISA hasta que éstas fueron eliminadas.
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4.4.- EXPERIMENTO IV INFECCION EN OVINOS INOCULADOS CON UNA
CEPA DE ROTAVIRUS AISLADA DE CAPRINOS,

4.4.1. El Experimento IV se basé en intentar establecer un modelo de infeccién en ovinos
por la cepa aislada de caprinos. Se inoculaton 4 ovinos de 8 semanas de edad y un animal
control negativo; con la misma cepa aislada de capiinos, bajo las mismas condiciones
experimentales que los Grupos I y II , de los cuales ningin ovino enfermd o mostréd
evidencias de seroconversion Cuadro 4.18.

Cuadro 4.18 - Cronologia de la observacidn clinica (diarrea), diagnéstico por la prueba de
rotaforesis y eutanasia del Grupo IV.

DIAS 0(1 (2 1314 |56 [7 |8 |9 |Rotaforesis
*

ek | Rk phk | kh | R | kR | e | Rew | Rk

N

Grupo IV | Numero

8 semanas 1B ol |- -0-]-1- -
8 semanas 2B Flaw|wipauduel|l-=-|-]- -
8 semanas 3B L5 (NP R R R D T N R -
8 semanas 4B Flo | wfa]l =]t~ -
8 semanas SB - =-]-[-]=f=|=]=-1- -

| Inéculo SSF

*Indica dia de inoculacién; ** Indica dias postindculo;- Indica negativo presentacién de
diarrea;-- Inéculo SEF n los animales confrol 10 ml Solucién Salina Fisioldgica estéril; N,

Necropsia

Esta constante fisioldgica se utilizé como monitor del estado de salud general de los
animales, dado que para los presentes experimentos se utilizaron animales convencionales
La temperatura se mantuvo en un rango normal, de acuerdo con la temperatura rectal
normal en ovinos 39 °C +/- 0.4°C (Blood, 1996).

Cuadro 4.19.-Media de temperatura rectal por animal desde su recepcién hasta el término
del experimento.

_ Media de Temperatura animales | Media de Temperatura animales
- negativos a Ia Enfermedad °C. positives a la Enfermedad °C,
GRUPO IV | Edad _
1B |8semanas 38.5
2B 8semanas 38.4
3B |8semanas 38.6
4B 8semanas 38.6
5B - 386
Inéculo SSF
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4.4.2.- DISCUSION.

El experimento se planted sobre la base de la alta convivencia de ambas especies en
nuestro pais y a la posibilidad de circulacidn interespecies de algunas cepas de rotavirus.
Shen, Biuke y Desselberger, (1993) determinaron la presencia del serotipo G10 definido
como caracteristico de los aislamientos de bovinos y ovinos, en cepas aisladas de humanos
en China y citan hallazgos similares en la India, sugiriendo la circulacidon viral
interespecie. Fritzgerald et a/., (1995) utilizando la serofipificacion con monoclonales para
determinar los tipo P y G de aislamientos ovinos del Grupo B y el ensayo de hibridacion y
secuenciacion gendmica., encuentra una gran semejanza entre los aislamientos de ovinos y
bovinos, sugiriendo un intercambio de virus entre ambas especies favorecida por su alia
convivencia. Pratelli et al., (1999), utilizando el ensayo de PCR para los serotipos G y P,
caracterizaron una serie de aislamientos de caprinos y bufalos, encontraton que la mayoria
de ellos fueron similares a los aislamientos de ganado bovino.

El resultado negativo a la infeccién en los ovinos puede, estar relacionade con
factores asociados al hospedero; basados en las evidencias de infeccion y resistencia a la
infeceién en los tres grupos de caprinos, donde parece jugar un papel més impozrtante, la
raza, el sexo, edad, que el estado inmunolégico, en la susceptibilidad a la cepa viral. Por
otro lado Ciarlet et al.,, (1998b) indicaron que se han hecho intentos por establecer los
factores de virulencia que determinan el rango de hospederos susceptibles; la mayor parte
de los esfuerzos han sido dirigido a los genes 4 (VP4) y 5 (NSP1); esto debido a que sus
caracteristicas genéticas y antigénicas permiten agrupar por especie de origen a diversas
cepas, sugiriendo tener un papel en la restriccion en el rango de hospederos susceptibles.

El desafio no productivo de estos animales también pudiera estar 1elacionado ala
incapacidad de esta cepa en particular, para establecer una infeecion interespecie. Ciarlet ef
al., (1998b) sefialaron algunas de las evidencias que les ha permito determinar el uso de los
modelos animales como el ratén o el conejo con los rotavirus humanos, sin embargo, no
replican eficientemente en ninguno estos, no se observa signos clinicos de la enfermedad,
solo cepas aisladas de la especie homologa a la del desafio, replica eficientemente y se
disemina horizontalmente el vitus, (no asi los aislados de otras especies). Gouvea y Brantly
(1995) Los rotavirus en general parecen existir y ser transmitidos constantemente de un
hospedero a otro de la misma o de diferente especie. Esta poblacién mixta de rotavirus o
quasi especie esta sujeta a la seleccion natural impuesta por el medio ambiente y por el
hospedero que infecta, resultando en nuevas y diversas progenies. Esta interaccidn sé
propone que es una seleccidon Darwiniana positiva, la cual explica la rdpida evolucién de
estos virus y su diversidad, mostrando un comportamiento semejante al descrito para el
virus de la Influenza. Lo antes citado, por una lado apoya la observacién de circulacion
interespecies, demostrada por la replicacién de cuadro clinico, con rotavirus humanos en
los cerdos y becerros gnotobiontes, o la proteccion heterdloga conferida por las vacunas
con virus de origen bovino y simio en humanos (Desselberger y Gray, 2000; Woode et al,
1978). Por lo que la observacién en ovinos pudo haber sido positiva. Sin embargo, también
sefiala una presion de seleccion sobre las diferentes cepas virales, expreséndose como una
diversidad genética, por lo cual no se puede esperar que todas las cepas tengan las mismas
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caracteristicas de infectividad y rango de hospederos susceptible. El presente experimento
podria ser repetido con un mayor nimero de animales, subdivididos por edades y tomando
en cuenta factores como 1aza, origen y estado inmunologico, similar a los grupos I, Il y 111,
para descartar completamente la capacidad de virulencia y patogenicidad en ovinos de la

cepa aislada de caprinos.



5.-CONCLUSIONES.

La desctipcién de un brote natural de rotavirus en caprinos, seguido de su
aislamiento, manejo “in vitro” y establecimiento del cuadro clinico caracteristico, después
de la tinoculaciéon con la cepa aislada y reaislamiento de la misma, cumple con los
postulados de Koch; de acuerdo con la presentacién clinica en 8 de 26 caprinos desafiados,
como agente causal del cuadro clinico. El utilizar un modelo de infeccidén con animales
homologos, con el aislamiento, demostrd ser 1til para establecer el papel de esta cepa,
como agente patogeno y virulento en esta especie doméstica. Las observaciones apesar
del reducido grupo de animales desafiados en el presente trabajo, apoyan la observacion de
la dependencia de multiples factores, tanto por parte del cada virus en particular, como de
su hospedador vy la interaccién de estos con el medio ambiente. Factores como la raza, edad
o aquellos factores que definen el fenotipo y estado fisioldgico de los individuos, pueden
tener un papel tan importante, como la variacion y expresion genética de la virulencia de
rotavirus, en cada caso en particular. En el presente trabajo parecieron tener efecto mas
importante los antes mencionados, que ¢l estado de inmunidad homdloga a la cepa de
desafio. La respuesta inmune a rotavirus es compleja, donde estan involucrados factores
humorales, celulares, mucosales y sistémicos y su correlacidn con la proteccién, en especial
a nivel de inmunidad pasiva materna, a pesar de que en diversos modelos animales y
mediante pruebas vacunales en humanos, se ha demostrado la eficiencia de la misma. Sin
embargo, en el presente trabajo ésta no parecio set suficiente para proteger a los animales
desafiados.

Es bésica la utilizacién de los modelos animales para entender el elusivo
comportamiento epidemioldgico de los rotavirus, ya que los modelo ir vifro en cultivos
celulares como el de la MA-104 permiten la replicacién viral, ésta no representa la
interaccion real del virus y la células susceptibles in vivo. Los resultados de trabajos
recientes donde se observa la induccién de algunas citocinas en cultivos infectados, lleva a
buscar modelos donde la expresion real de estas y su consecuencia en la coordinacion de la
respuesta inmune puedan ser evaluadas El modelo de infeccidén en caprinos del presente
trabajo demostrd ser efectivo; sin embargo, para extraer mayor informacion del mismo, en
un futro se debe tomar en cuenta tiempos mas largos postdesafio para una mejor
observacién del desarrollo de la patogenia en el animal. Con las mismas considetaciones
para la evaluacién de la respuesta inmune del animal. La utilizacién de animales
convencionales en el presente modelo animal, a pesar  de permitir ¢l desarrollo del desafio
aportd a una gran cantidad de variables en las observaciones post desafio. Por lo que se
podrian considerar animales gnotobiontes o al menos criados en un ambiente sanitario mas
controlado desde antes de su nacimiento, 0 grupos de animales calosttados y no
calostrados , con la finalidad de obtener observaciones mas controladas. Los rotavirus en
general muestran un alto grado de diversidad, con la cocirculacién de cepas en humanos y
animales. Hasta la fecha se han desarrollado técnicas de serotipifacion, identificacién viral,
diagnésticos v de biologia melecular, - que, son el prerequisito para un entendimiento
epidemiologico detallado de este grupo viral. Sin embargo, se requieren de mas estudios en
modelos animales, para entender los factores involucrados en la patogenicidad de los
rotavirus, su impacto en la produccién y salud anima, en general, y en particular de las
especies poco estudiadas como en el caso de los caprinos.
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APENDICE I
Medios, Soluciones y Técnicas.

Soluciones Generales.
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, (1989).

Solucion salina fisioldgica
Cloruro de sodio MERCK
Agua destilada estéril cbp

Hidréxido de Sodioc 1IN
Hidréxido de Sodio J. T Baker
Agua destilada cbp

Extraccion de ARN Viral
Manual de Rotavirus INDRE (Gaicia ef af., 1996).

Solucidn “A” (Solucidn de lisis) 5X.
Disolver en agua bidestilada estéril.
Trisma BASE SIGMA
EDTA(Etil diamino tetraacetato) MERCK
SDS (Duodecil Sulfato de Sodio) SIGMA

NaCl SIGMA
Agregar
Mercaptoetanol Bio-Rad
Aforar

Agua bidestila estéril a
Solucidén “B” (Solucidn saturada de fenol) 1X.
Fenol ultra puro MERCK
8-Hidroxiquinoleina MERCK

Disolver en
-Tris base 1 molar pH 8.1
-Mantener en agitacion 24 hrs.

0.9g
100ml

40g
100ml

20 ml
1.64g
1.40g
0.65¢g
20¢g

0.65ml
50 ml
120 g
0.12¢

100 ml

-Dejar separar la fase fendlica de la fase acuosa y cambiar el Tris EDTA

pH 8.1

-Dos veeces mas. Con intervalos cada uno de 24hrs y retirar al final la fase

- acuosa.
-Agregar a la fase fendlica.
-T1is base pH 7.0

100ml

-Agitar durante 24hrs y cambiar durante esas 24hrs hasta ajustar en La Fase

acuosaunpHentre 7.5y 7.8
Solucién “C”

Cloroformo I1.T Baker Comercial
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A) Colocar 2g de heces sdlidas en 300 ul de sol salina fisiologica y mezclar en el
Vortex. Centrifugar 3000 — 5000 rpm (15 min.).

B) Separar el sobrenadante y guardarlo en un tubo hasta ser utilizado a —20°C.
Colocar en un tubo Eppendorf 300 pl de la muestra liquida de heces diarreicas o el
sobrenadante del paso anterior y afiadir 300ul de la solucién “A”. colocar en el
Vortex hasta obtener una solucion lechosa homogénea.

C) Agregar en el tubo Eppendorf anterior 300 ul de la Solucién “B” y mezclar en el
Vortex.

D) Agregar en el tubo Eppendozf anterior 300 pl de la Solucién “C” y mezclar en el
Vortex.

E) Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos.

F) Una vez separadas la fase acuosa (superficie) de la fase fendlica (fondo) Se sepata
con micropipeta y sin mezclar la fase fenodlica y se coloca en otro tubo Eppendorf la
fase acuosa donde de localizata el ARN viral de estar presente el virus en la muestra
original.

Mantener a — 4°C hasta ser utilizados.

Gel de poliacrilamida, Corrimiento electroforético (PAGE).
Manual de Rotavirus INDRE (Garcia et al., 1996).

Suspension de Acrilamida 30%, Bis Acrilamiada 0 8%.

Actrilamida SIGMA 30.0g

Bis-acrilamida SIGMA 0.8¢g

Agua desionizada cbp 100 ml
Persulfato de amonio al 1%.

Persulfato de amonio Bio-Rad 0.1g

Agua desionizada cbp. 1.0ml
TEMED SIGMA Comercial.
Tris abajo( Regulador Tris 0.5 M pH 6.8)

Trizma base Bio-Rad 6.05g

Agua desionizada cbp 100ml

Ajustar el pH 6.8 con HCI3 N

Glicerol- Azul Bromofenol ( Maicador de Corrimiento)

Tris HCIpH 6.8 Bio-Rad 25ml

Glicerol SIGMA 58 ml

Azul de Bromofenol Bio-Rad 5.0mg

Agua desionizada cbp. 50.0 ml
Solucién “D” (Buffer de glicina de Cortimiento).10x

Tris base Bio-Rad 12¢g

Glicina Bio-Rad 57.6g
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Agua bidestilada estéril ¢cbp 500ml.

Solucién “D” (Buffer de glicina de Corrimiento) 1X

Solucién “D” (Buffer de glicina de Corrimiento). 10X 25 ml
Agua destilada estéril cbp. 250m}

5.1. Cuadro. Preparacion de Gel de poliactilamida.

[ Reactivos. gel (PAGE) al 5% | gel (PAGE) al 10 %

Sol acrilamida- | 1.32 ml 264 ml

bisacrilamida

Buffer Tris abajo. 2ml 2ml

Agua destilada estéril | 4.6 mi 2.32ml

Persulfato de amonio 0.5 ml 0.5 ml

al 2%

TEMED 10 pl 10 pl

A) Lavar los dos vidrios con extran y secar perfectamente. Colocar los separadores de
teflén y el peine entre los vidrios.

B) Colocar los vidrios con separadores en el soporte de la camara de electroforesis.

C) Llenar la camara con la suspension de Bis- acrilamida y colocar el peine separador para
formar pozos antes de la solidificacion de la suspension de acrilamida.

D) Esperar a que polimerice.

E} Retirar el peine separador para formar pozos.

F) Secar cada uno de los pozos con pequefios cortes de papel filtro.

G) Tomar del tubo Eppendorf donde se conservo el extracto de ARN viral 100ml.

H) Mezclarlo con 100 ml de Glicerol-Azul de Bromofenol { Marcador de corrimiento) en
otro tubo Eppendorf.

I) Secoloca 70 pl de esta mezcal cada pozo sin contaminar los pozos anexos.

J) En el primer pozo del gel (PAGE) se coloca una muestra de extracto viral positivo de
Rotavirus que funciona como control positivo.

K) Una vez colocadas todas las muestras del gel (PAGE).

L) Secoloca el gel (PAGE) dentro de la camara de electroforesis en una solucion “D” 1 x,
cubriendo los geles (PAGE).

M) Se conecta a la camara a la fuente de alto poder a 55 volts durante 20 minutos
permitiendo que las muestras sean introducidas al Gel. Y se mantiene en una bandeja
con refrigerantes periféricos para mantener baja la temperatura del buffer de
corrimiento. Cambiar el voltaje a 110 volts y dejar correr por 2hrs. Si el Gel al 5%,
8hrs. Sies un Gel al 10 %.




Fijacion y Tincién del Gel.
Manual de Rotavirus INDRE (Garcia ef ai , 1996).

Solucion (Solucién Fijadora) “E” 10 X.
Acido acético MERCK 3ml
Etanol MERCK 287ml

Solucién “F” (Tincién) 100X
Nitrato de plata J.T Baker 0.916g
Disolver en 5 ml de agua bidestilada estéril.

Solucidn “G” ( Reveladora)
Formaldehido al 38 % MERCK 0.4ml
Hidroxido de Sodio ( NaOH) al 3% MERCK 50mi

Solucién “H” ( Paro) 1X
Acido acético glacial 1 %
Acido Acético glacial : 0.5ml
Agua destilada estéril 50ml

A) Retirar el gel de los vidrios y hacer un corte pequefio en el extremo inferior del primer
carril.

B) Fijacion de ARN viral en el gel. Colocar el gel en la solucion “E” durante 30 minutos
(diluir SmL de solucion “E” 10 X en 50 ml de agua destilada estéril).

C) Retirar la solucion Anterior y adicionar la Solucion “F” durante 30 minutos.

D) Retirar la solucion “F”.

E) Lavar 2 veces con agua destilada rapidamente.

F) Retirar el agua.

G) Colocar 50 ml de la solucién “G”. Hasta lograr visualizar las el corrimiento

electroforético caracterisco de 11 bandas de la muestra control positivo.

H) Retirar la solucion antetior y parar la reaccién con una solucidén “H” de acido acético
glacial al 1%.

I) Mantener al gel en la solucidn anterior para su conservacion,

Aislamiento viral.
De acuerdo a Urasawa ef al., (1981) y Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, (1989).

Solucién salina balanceada fiia de sales de HANKS . 1X

Sales de HANKS SIGMA 9.518¢g
Bicarbonato de sodio 7.5% INVITRO 4. 7ml
Agua desionizada estéril cbp 11t

Ajustar pH a 7.4 +/- 0.3 con HCI 1IN o NaOH 1IN
Esterilizar por filtracién en membrana de 0.22 pm.

Medio Minimo Esencial (MEM) en sales de Eail IX. SIGMA 9.6g
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Agua desionizada estéril cpb 11t

Solucién de Bicarbonato de sodio 7.5% INVITRO  Comercial

Suero Fetal Bovino. Inactivado a 56°C/ 30 min INVITRO  Comercial

Solucidn Penicilina /Estreptomicina (100,000 Ul/100,000ug/ml)

Penicilina Lakeside 1,000,000 UI
Estreptomicina Lakeside 1,000 mg
Agua destilada estéril cbp 10 ml

Esterilizar por filtracién membrana 022 pm.
Conservar en frasco estéril en congelacién a —20 °C hasta su uso.

Solucion Buffer de Fosfatos (PBS )“A” 10X.

Cloruro de Sodio (NaCl) J.T.Baker 80.0g
Cloruro de Potasio (KCl) J.T Baker 2.0g
Fosfato dibasico de sodio (Na2HP4 2H20) J.T Baker 11.5¢
Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4) J. T .Baker 20g
Agua destilada cbp 11t
Solucion Verseno al 0.05%
Versenato de sodio (EDTA) MERCK 1.0g
Solucién PBS”A” 10X : 200ml

Ajustar pH a 7.6 con NaoH IN

Solucidn de Tripsina/Verseno.
Tripsina 1:250 SIGMA 1ml

Solucién Verseno al 0.05% 0 5ml

Solucion PBS”A” 10X. 5ml

Agua destilada estéril cbp 50ml
76

Ajustar pH con NaOH 1IN
Estetilizar por filtracidén membrana de 0.22um
Mantener en congelacion hasta su uso.

MEM 1X. Medio de Cultivo MEM 1X, sin de suero fetal bovino, 1%

penicilina/estreptomicina, ajustada a con la solucidn bicarbonato de sodio 7% a
un pH 7+/- 4 con el indicador de rojo de fenol del medio.

Solucién de tripsina 10 pg/ml para activacién de la infeccion viral.

Tripsina porcina 1:250 SIGMA 100pg
Agua destilada estéril cbp 10ml
Ajustar pH 7.6

Esterilizar por filtracién en membrana 0.22pn
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Mantener en congelacién —20°C hasta su uso.

Pretratamiento de heces para aislamiento viral

De acuerdo con el Manual de Diagndstico de Infecciones Gastrointestinales del INDRE

(Giono, Escobat y Valdespino, 1994).

A) Preparar en el tubo de centrifuga una suspensidn al 20 % de heces en solucién de
balanceadas de sales de HANKS’ 1x.2 g de heces, cpb. de sol. balanceada 1X de sales
de HANKS' a 10mL

B) Agitar en el Vortex hasta obtener una suspension homogénea.

C) Centrifugar a 4 °C, 3,000 rpm por 10 minutos.

D) Decantar en otro tubo de policarbonato de 15mL, estéril el sobrenadante.

E) Centiifugar a 4 °C, 5,000 1pm por 30 minutos.

F) En un campo estéril en campana de flujo vertical con mechero, tomar con la jeringa ¢
estéril en sobrenadante y filtrar por membrana de .22 pm a otro tubo de policarbonato
estéril. Cerrar y rotular.

G) Mantener en congelacién a —20°C 6 —70 °C hasta su utilizacion.

Cultivo celular.
De acuerdo a Urasawa et af., (1981) y Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, (1989).

A) De una botella de cultivo celular en crecimiento con monoestrato arriba del 80% de
su Superficie de Células MA-104. Eliminar el medio de cultivo.

B) Adicionar 1.5 ml de la solucién tripsina verseno y dejar actual 20 seg.

C) Eliminar la solucién Tripsina-Verseno por la cara opuesta al monoestrato celular.

D) Agregar 1 ml de solueidn tripsina-verseno, dejar reposar durante 3 minutos a 37°C.

Al observarse la capa celular opaca, retirar la Solucién de Tripsina-Verseno por la cara
opuesta al cultivo celular. Dar un golpe firme a la caja para desprender a las células del
fondo de la botella de cultivo.

E) Inmediatamente agregar 3 ml de Medio MEM sales de Earl al 10% de Suero fetal
bovino, 1% de la solucién Penicilina/Estreptomicina, ajustado con la solucién
bicarbonato de sodio 7% a un pH 7+/- 4 con el indicador de rojo de fenol del medio.
Para inactivar a la tripsina residual.

F) Preparar tres botellas pata culfivo celular de 25 cc colocar en cada una de ellas un m! de

Ja suspensidn celular de la botella previa.

G) Adicional 9 ml Medio de Cultivo MEM 1X, 10 % de suero fetal bovino, 1%
penicilina/estreptomicina, ajustada a con la solucidn bicarbonato de sodio 7% a un pH
7+/- .4 con el indicador de rojo de fenol del medio.

H) Cerrar las botellas rotular con fecha, nimero de pase, condiciones de medio, incubar a
37°C en estufa para cultivo celular. Revisar el crecimiento celular cada 24 hrs.

I) Subcultivar cada 48 a 72hrs dependiendo de la velocidad de crecimiento del Mono

estrato celular.




Propagacion viral.
De acuerdo a Urasawa et al, (1981) y Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, (1989).

Se utilizaran basicamente los mismos materiales del Cultivo celular.

Botellas de cuitivo celular con un monoestrato confluente al 80% de células MA-104.

Tubos de ensayo de 10 ml con tapa rosca, estériles.

Filtrado del pretratamiento de heces positivas a rotavirus.

A) Colocar en un tubo de ensayo estéril 1.8 mi del filtrado del pretratamiento de heces
positivo a Rotavirus.

B) Colocar en un tubo de ensayo estéril 1 8 ml del filtrado del pretratamiento de heces
negativo a Rotavirus ¢

C) Adicionar a cada uno 0.2 mil de la solucion de tripsina 10 pug/ml

D) Mezclar y dejar incubar a 37°C durante 2hrs.

E) Dos botellas de cultivo celular de 25 con un monoestrato al 80%, son lavadas 2 veces
con Medio MEM en sales de Earl, al 1% de la solucion de penicilina/estreptomicina, sin
suero fetal bovino a 37°C,

F) Utilizando una botella para la muestra positiva y otro para la negativa, se adiciona 2 ml
de los tubos de ensayo antes mencionados.

G) Agregar 2 ml de Medio MEM en sales de Earl, al 1% de la soluci6n de
penicilina/estreptomicina, sin suero fetal bovino a 37°C. Incubar a 37*C durante 2hrs.
Observar a las dos el monoestrato para asegurarse de no estar contaminado o afectado
por Ia solucidn de tripsina.

H) Agregar 3 ml de Medio MEM en sales de Earl, al 1% de la solucion de
penicilina/estreptomieina, sin sueto fetal bovino a 37°C y ajustar con la solucién de
tripsina a Spig/ml del volumen final de 7 ml

I} Incubar durante 24 hrs. a 37°C.

J) Observar cada 24 hrs. En busca de efecto citopatico.

K)Incubar un méximo de 5 dias ajustar cada tercer dia con la solucién de tripsina a 5 pg/ml.

L) Al quinto dia cosechar:

M) Congelar y descongelar tres veces la caja de cultivo celular con o sin efecto citopatico.

N) Colectar en un tubo para centrifuga estéril el contenido de las cajas. Centrifugar en
centrifuga refrigerada a 10°C a 3,000 rpm/ 15 min.

N) El sobrenadante colectarlo en un tubo de ensayo estéril. 2ml someterlos al ciclo anterior
para continuar el abasto viral 0.5ml e un tubo Eppendorf par ser utilizado en la
Rotaforesis y el resto guardarlo para formar el abasto viral( 450ml).

Titulacién viral.
Adaptado de Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, (1989).

A) Colocar en un tuboe de ensayo estéril 1.8 ml del filtrado del pretratamiento de heces
positivo a Rotavirus.

B) Colocar en un tubo de ensayo estéril 1.8 ml del filtrado del pretratamiento de heces
negativo a Rotavirus.

C) Adicionar a cada uno 0.2 ml de la solucidn de tripsina 10 pg/ml.

D) Mezclar y dejar incubar a 37°C durante 2hrs



E) Vaciar el medio de cultivo MEM 1X., con suero fetal bovino al 10%, de las microplacas
de cultivo celular. Lavar dos veces con MEM 1X sin suero fetal bovino. Los pozos de la
microplaca.

F) Colocar en esterilidad cambiando en cada tratamiento la punta de la pipeta, los 150

ul contenidos el las diluciones previamente establecidas en su pozo correspondiente a
maneia de repeticion fiel de la ubicacion de cada dilucidén en la microplaca
corrrespondiente al cultivo celular. Utilizar el pozo Al, sin virus y el  pozo A2 con
virus sin suero como controles de la morfologia celular en infeccion y sin la misma.

G) Incubar a 37°C, hacer observaciones buscando el punto de corte en la presentacion del
efecto citopético, a las 24, 48, y 72hrs post infeccidn. Hasta obtener un efecto litico una

dilucién de 10 unidades virales.

H) Monitorear abasto viral por rotaforesis (Rosen, 1994).

Pretratamiento de heces para desafio en caprinos.
Adaptado de Snodgrass y Wells, (1978).

Abasto viral, sobrenadante de cultivo celular infectado rotavirus caprino.
Suspensién infectante de rotavirus activada.
Abasto viral con 10 ® /ml particulas infectantes de rotavirus captino 9ml
Solucién de tripsina 10pug/ml. Iml
Incubar 2 hrs a 37°C.

Seroneutralizacion.
Adapatado de Ward et al., (1990).

MEM 1X. Medio de Cultivo MEM 1X, sin de suero fetal bovino, 1%
penicilina/estreptomicina, ajustada a con la solucion bicarbonato de sodio 7% a
un pH 7+/- 4 con el indicador de rojo de fenol del medio.

Sueros problema, descomplementarizados a 56°C/ 30 min y filtrados por membrana de
0.22pm

Abasto viral, sobrenadante de cultivo celular infectado con una titulacion de 108/ml
particulas de rotavirus caprino

MEM 1X. Medio de Cultivo MEM 1X, sin de suero fetal bovino, 1%
penicilina/estreptomicina, ajustada a con la solucién bicarbonato de sodio 7% a
un pH 7+/- .4 con el indicador de rojo de fenol del medio.

Sueros problema, descomplementarizados a 56°C/ 30 min y filtrados por membrana de
0.22um .

Abasto viral, sobrenadante de cultivo celular infectado con una titulacion de 10 8/ml
particulas de rotavirus caprino.
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A) Colocar en cada pozo una microplaca sin cultivo celular 25p] del abasto viral ya

incubado con tripsina por dos horas para activar la infeccton viral.

B) En el primer pozo de cada columna colocar 25ul de suero problema

descomplementarizado, mezclar y hacer diluciones dobles hasta terminar la columna.
Incubar durante 1hr a 37°C.

C) Vaciar el medio de cultivo MEM 1X, con suero fetal bovino al 10%, de las
microplacas de cultivo celular. Lavar dos veces con MEM 1X sin suero fetal bovino
los pozos de la microplaca.

D) Colocar en esterilidad cambiando en cada tratamiento la punta de la pipeta, los 50 pul

contenidos el las diluciones previamente establecidas en su pozo correspondiente a
manera de repeticidn fiel de la ubicacion de cada dilucidn en la microplaca
corrrespondiente al cultivo celular, Utilizar el pozo Al, sin virus y el pozo A2 con virus
sin suero como controles de la morfologia celular en infeccién y sin la misma.

E) Incubar a 37°C, durante 2 hrs hacer observaciones buscando el punto de corte en la

presentacion.

F) Completar a 100 m! de medio MEM 1x sin suero fetal bovino por placa del efecto

citopatico, a las 24, 48, y 72h1s post infeccidn Registrar lectura.

ELISA indirecta.
Adaptado de Ternyinck y Avrameas, (1989)

Solucién Buffer de Fosfatos (PBS )*A” 1X.

Cloruro de Sodio (NaCl) J.T Baker 3.0g
Cloruro de Potasio (KCI) J T Baker 0.2g
Fosfato dibasico de sodio

(Na2HP4 2H20) J T Baker 2.9g
Fosfato monobésico de potasio

(KH2PO4) J.T.Baker 02g
Agua destilada cbp ' 11t

Solucién lavado, Buffer de fosfatos PBS “A” 1X/ Tween 20 (0.05%) .

Solucién de PBS 1X 500ml
Tween 20 SIGMA 250ul

Solucién de Carbonatos.

Carbonato de sodio J.T Baker 1.59¢g
Bicatbonato de sodio 1.T Baker 293¢
Agua destilada estéril cbp 1t

Solucién de Bloqueo Gelatina 1%

Gelatina grado biologia molecular Bio-Rad 0.1gr
PBS 1X a 50°C (para permitir la fusidn de la gelatina) 10mi
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Solucién reguladora de Citratos

Acido citrico 0.1M 24.3ml
Acido cifrico J T.Baker 2.10g
Agua destilada cbp ~ 100ml
Fosfato Dibésico 0.2M 25.7ml
Fosfatodibasico de sodio J.T Baker 5.36g
Agua destilada cbp 100m!

Solucion Desarrolladora de color

Solucion reguladora de citratos 10ml
OPD Bio-Rad Smg
Peréxido de hidrogeno H202 SIGMA 10ui

Solucién de Paro

Acido ortofosfético. MERCK 0.6ml
Agua destilada cbp 10ml

Antigeno viral pretratado.

Dilucién rotavirus Abasto viral 10s/ml pretratado con tripsina. Congelar y
descongelar 4 veces en tanque de nitrdgeno.
Dilucién 10~ en PBS 1 X.

Antigeno viral sin pretratamiento.

Dilucién 1otavirus Abasto viral 10s/ml pretratado con tripsina. Congelar y
descongelar 4 veces en tanque de nitrégeno.
Dilucién 10~ en PBS 1 X.

Antigeno Control de cultivo celular no infectado.

Dilucién del sobrenadante de cultivo celular tratado en forma similar a la
cosechade abasto viral (ver Aislamiento viral). Congelar y descongelar 4

veces en tan_ciue de nitrogeno.
Dilucioén 107 en PBS 1 X,

Conjugado conejo antiFe de IgG caprina peroxidada Marca SIGMA, Lote 96h4846.
diluido 1:5,000.

Pastilla liofilizada de antiFc de IgG SIGMA
Agua desioniozada estéril 0.5ml
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Alicuotar en viales de 10 pl

Diluir 1:5000
Alicuota

Agua destilada estéril
10ml

Conservar en congelacidén — 70°C hasta su uso.

Sueros Problema diluidos 10 sin tratamiento con rivanol.
Sueros problema Diluidos el solucién PBS estéril 1X 107,
Congelar a -20°C hasta su uso.

Sueros Problema diluidos 10-*° tratados con ribanol.

Sueros problema

Suspensién de ribanol al %
Incubar 30 min a temperatura ambiente.
Centrifugar 5 min a 10,000 rpm
Diluir en PBS 1X. Estéril a 10-40 de la muestra original de suero.
Congelar a —20°C hasta su uso

2ul

500ut
500p1

A) Sensibilizar placas. Colocar en placa de Elisa 100 pl de antigeno con 100 ul de solucidn
de Carbonatos. Cubrir con una plastica y dejar incubar a 4°C/ 24hrs

B) Distribicién el la placa de ELISA.

V-T: rotavirus Abasto viral 10 °/ml pretratado con tripsina, diluido 10*
V-ST: rotavirus Abasto viral 10 /ml sin pretratamiento con tripsina, diluido

10-4

CC: Antigeno Control de cultivo celular no infectado.
Contro! : Indica que elemento del protocolo descrito no se debe incluir en el

mismo.

Cuadro 5.2. Distribucién de muestras (sueros problema) y antigenos y
controles negativos en placa de 96 pozos para ELISA.

1 2 |3 (45 |6 |7 |8 (9 1011 |12

CONTROL
A | SIN'VIRUS TRATADO [ V-T | V.8T [CC | V-T | V-ST |CC | V-T | V-ST |CC | V-T | V-T
B | SIN VIRUS SIN TRATAR | V-T | V-8T | CC{V-T [V-ST | CC|V-T|V-ST[CC | V-3 | V-S
€ { SIN €ULTIVO CELULAR [ V-T | V.8T | CC | V-T | V-ST | CC | V-T | V-8T |CC{CC | CC
D { SIN BLOQUEQ V-T|V-STICCIV.T [V-ST | CC|V-T|V-ST[CC|V-T[V-T|
E | SIN CONJUGADO VT | V-ST]CCIV-T [V-ST]CC|V.T| V8T [CC V-5 | V-§
F | SIN OFD V-TIV-ST[CC[V-T |V-ST{CC|V-T[V-8T[CC|CC |CC
G | SUERO NEGATIVO V-TIV-ST|CC [ V-T|V-ST | €C|Vv-T|V-8T | CC[V-T ‘
H | SUERQ FOSITIVO V-T|[V-ST|CC|[V-T{V-ST|[CC|V-T|V-ST[CC|V-8]|CC

C) Lavar llenando cada pozo :
Retirar ¢l contenido de los pozos.

Solucién PBS-Tween 0.05% , dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.
Solucién PBS, dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.

D) Secar los pozos .
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E) Bloqueo. Colocar en cada pozo 150 ul de solucién de Gelatina al 1% a temperatura
ambiente y 150 pul de solucion de carbonatos. Incubar 4°C/ 24hrs.

¥) Lavar llenando cada pozo:

Retirar ¢l contenido de los pozos.

Solucion PBS-Tween 0.05% , dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.
Solucién PBS 1X, dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.

Agua destilada, dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.

Secar los pozos y refrigerara hasta su uso.

G) Colocar 100ul de cada suero diluido 10-40 Tratado con rivanol y sin tratar con rivanol
para los pozos V-T, V-ST, CC, para cada suero con los dos diferentes tratamientos.
Incubar 1 hr a 37°C en cdmara humeda.

H) Lavar llenando cada pozo:

Retirar ¢l contenido de los pozos.
Solucién PBS-Tween 0.05% , dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.

Solucion PBS 1X, dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.
Agua destilada, dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.
Retirar el contenido de los pozos.

I) Colocar 100 ul del conjugado peroxidado, incubar 45min/ 37°C en cdmara himeda.
Lavar llenando cada pozo:

Retirar el contenido de los pozos.
Solucién PBS-Tween (.05% , dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.

Solucién PBS 1X, dos lavados con intervalos de reposo de S minutos,
Agua destilada, dos lavados con intervalos de reposo de 5 minutos.
Retirar el contenido de los pozos.
T} Colocar 100ul de solucién desarroliadora de color en cada pozo. Incubar durante 15 min
en obscuridad.
K) Agregar a cada pozo 100 ml de solucién de paro.
L) Colocar la placa en el lector de ELISA.
Iniciar el Software Ascent scan programada
600 rpm de agitacion.
Lectura a 492 nm de longitud de onda.
Imprimir lectura.

Histopatologia.
De acuerdo a Desselberger y Gray, (2000)

Solucién de formalina amortiguada al 10%

Formaldehido 37-40% MERCK 100ml
Fosfato dibasico de sodio

(Na2HP4 2H20) 1T Baker 6.5g
Fosfato monobasico de potasio

(KH2PO4) J.T Baker 4.0g
Agua destilada. 900ml
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