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RESUMEN 

Mi randa Román Angel. Protección contra rota vi rus conferida ;¡or inmuno­
globulinas séricas especificas administradas por vía oral en lechones. 
(Ba.jo la dirección de: Héctor Barbosa Nájera y Roberto Martínez Gamba) 

En el presente trabajo se estudió el efecto de inmuno~lobulinas 
específicas administradas en forma pasiva por vía oral a lechones con­
vencionales. ante un reto controlado y cuantificado de rotavirus, 

Para obtener las inmunoglobulinas se inmunizaron tres cerdos, in­
yectándoles 40 mg de rotavirus porcino en seis ocasiones, dando un estí­
mulo cada 15 días. Ocho días después de la última inoculación se sacri­
ficaron en el rastro obteniéndo la sangre, separando'el suero y poste­
riormente precipitando las inmunoglobulinas con sulfato de amonio, es­
tas se conservaron en congelación hasta su utilización. 

Para la producción de rotavirus. necesario para el reto, a tres -
lechones recién nacidos y privados de calostro se les inoculó por vía 
oral 1 ml del virus, proveniente de un cultivo en células H.!\-104, A las 
20-36 horas los lechones presentaron diarrea fluida la cual se colectó 
y después de confirmar la presencia de rotavirus, la diarrea se congeló 
para su posterior utilización. 

Para el objetivo inicial, se utilizaron tres camadas de lechones 
convencionales, de las cuales la mitad de cada una se utilizó como exp~ 
rimental y la otra mitad como testigo; a los animales experimentales, 
diariamente durante los primeros cinco días de vida se les administráron 
cuatro gramos de inmunoglobulinas específicas contra rotavirus f.IOr vía 
oral; dos horas después de la últir.ta toma. se reto a todos los lechones 
con cinco mililitros de diarrea colectada de los animales :ireviamente 
r.iencionados .• Los lechones no presentaron signos de enfermedad por lo que 
a las 72 horas se procedió a tomar una muestra diaria de heces a todos 
los animales, en las cuales se comprobó por rotaforesis que el 21% de 
los animales experimentales eliminaron el virus. contra el 100% de los 
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testigos. Con estos resultados y de acuerdo a la infonnación científi­
ca .existente en referencia al rotavirus como agente etiológico causan­
te de diarrea. Se puede pensar que el rotavirus porc-ino es poco viru­
lento en cerdos convencionales no así en cerdos privados de calostro 
y/o gnotobióticos. Por la forma subclinica e irregular en que los lech~ 
nes eliminaron el virus. se puede suponer que en una granja los anima­
les se reinfectan uno a otro en forma subclínica, presentandose la en­
fennedad en forma clínica cuando se encuentre una población suceptible 
ó bien cuando se reunan las condiciones ambientales adecuadas para su 
desarrollo. 
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INTRODUCCieN 

En los países en vías de desarrollo,·los problemas clínicos más 
comunes durante las primeras etapas de vida son las diarreas. en este 
sentido tanto el niño como las especies pecuarias que interesan al hom 
bre para la producción de alimentos son especialmente susceptibles 
(33). 

En humanos se ha demostrado que el rotavirus. es el agente etio­
lógico de casi el 20% de gastroenteritis infecciosas agudas en niños 
menores de 5 años de edad, aunque en !JaÍses que tienen r.1uy marcados los 
cambios estacionales se ha encontrado que el porcentaje de gastroente­
ritis por rotavirus puede aumentar hasta un 50% en los meses fríos del 
año (4. 10, 16, 17, 18, 39). 

House (23) menciona que, en becerros el rotavirus es una de las 
principales causas de morbilidad; encontrandose que como agente único 
ocasiona un 5% de mortalidad, !Jero que cuando se asocia con otro agen­
te infeccioso esta mortalidad se eleva a un 55% en rotavirus con E, c~ 

l.i, 75% en rotavirus con Salmonella y 35% rotavirus con coronavirus. 
Estas va.riables abarcan a las demas especies de animales domésticos y 
son muy similares entre ellas. 

Ahora bien, dentro del marco carencial de proteínas de origen ani­
mal que padece nuestro país. merece especial atención la producción 
porcina, ya que la carne de cerdo es un excelente almacén de proteínas 
vitaminas. minerales y grasas. Así mismo en la mayoría de ·los países 
latinoamericanos y de otras partes del mundo, forma parte importante 
en la dieta alimenticia constituyendo su consumo un hábito difícil de 
sus ti tui r ( 9). 

En México. la etapa más critica en las explotaciones porcinas a~ 
barca el periodo del nacimiento de los lechones a su destete, durante 
el cual se presentan mortalidades hasta de un 23% en granjas de clima 
tropical y un 28.37% ·en granjas de clima templado ( 1 ). 
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La importancia del estudio de las enfennedades infecciosas ra­
dica en que la mortalidad de los lechones representa una de las prin­
cipales pérdidas en las explotaciones porcinas llegando a un 25% del 
total de los lechones nacidos vivos. Dentro de las principales causas 
de mortalidad se encuentran los problemas entéricos y entre estas las 
causadas por rotavirus ( 51 ). 

El género rotavirus se encuentra clasificado dentro de la familia 
reoviridae la cual se caracteriza por poseer ARN de doble cadena, com­
puesta de 11 segmentos con un peso molecular aproximado de llxl06 (24, 
25). 

El nombre de rotavirus, (del latín rota = rueda) se basa en la a~ 
pariencia que presenta en el microscopio electronico el borde externo 
de su cápside, que simula el aro que cubre a los rayos que emergen del 
centro parecido a un cubo de rueda, Las partículas tienen una capside 
de doble envoltura y su diámetro es de aproximadamente de 60-70 nm. 
Las partículas virales de una sola envoltura en las que falta la cáp­
side externa muestran bordes rugosos y tienen 50-60 nm, el centro de 
las partículas es de 33-40 nm de diámetro (1, 2, 3, 24, 25, 29), 

De acuerdo al patrón de migracióñ de los 11 segmentos de ARN de 
doble banda observados por electroforesis en geles de pol iacrilamida 
es posible detectar de que especie se trata (24, 38, 40). 

la presencia de partículas de rotavirus en muestras fecales dia~ 
rreicas y en el epitelio intestinal pueden demostrarse por microscopía 
electrónica, así mismo para descubrir estos virus y sus anticuerpos se 
puede utilizar las siguientes técnicas: análisis enzimático ligado a 
inmunoabsorbentes {ELISA), cortes congelados de intestino delgado {ye., 
yuno), anticuerpos fluorecentes (FA). frotis fecal,es y rotaforesis 
(19, 27, 32, 36). 

Todos los rotavirus comparten un antígeno común asociado con la 
cápside interna, demostrable mediante la prueba de fijaci8n de comple­
mento, anticuerpos fluorescentes, inmunodifusión y microscopía elec-
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tróni ca utilizando anti cuerpos contra .rota vi rus. 

Para la replicación del virus in vivo se han· utilizado lechones 
recién nacidos teniéndose ?roblemas con,estos debido a la transferen­
cia de anticuerpos en el calostro y leche maternos y a la gran inci­
dencia de diarreas de diferentes etiologías que afectan a éstos, pre­
firiendose la utilización de lechones gnotobióticos o lechones priva­
dos de calostro (lechones cachados); para la replicación in vitro se 
utilizan células de riñon de cerdo (PK-15), y células de riñon de em­
brión de mono rheuss (MA-104), estos cultivos se utilizan principalme~ 
teen la prueba de neutralización.~or anticuerpos y se ha visto que la 
administración al medio de pancreatina, tripsina, quimiotripsina y 
DEAE-dextran favoreéen la replicación del virus ya que hay una mayor 
infección de las células (7, 8, 19, 34, 44, 46, 49, 50, 55). 

Los virus son muy resistentes ya que soportan variables de PH de 
3-9, en la materia fecal pueden resistir durante 30 minutos a 60 ºC 
y de 7-9 meses a 18-20 ºC, bajo condiciones de la granja los virus in­
fectantes pueden estar presentes en las heces fecales, la desinfección 

·aún no esta completamente clara aunque es probable que tenga exito. 

Los desinfectantes de hospitales tales como el etanol al 95% y un 
compuesto fenólico clorinado 0.05 por volumen son más efectivos que· el 
formaldehído al 4% o 10% para la inactivación de SA-11. Una ·solución· 
de hipoclorito de sodio conteniendo 11% de disponibilidad de cloro no 
fué efectivo en reducir la infección de rotavirus de los corderos. 

Sin embargo en otro estudio desinfectantes a base de hipoclorito 
fueron efectivos para inactivar los rotavirus. de humanos {25, 29), 

También es resistente a desinfectantes a base de iodo, sin em­
bargo es inactivado por medio de la pasteurización a 53 ºC por 30 mi­
nutos ( 56 ). 

Pueden presentarse las infecciones de especies cruzadas en ino~ 

· culaciones. experimentales, pero no se ha .establecido si esto ocurre en 
la naturaleza ( 24 ). 
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La expansión del virus entre animales es a través de .las heces 
fecales a la cavidad oral. El virus es resistente a los efectos del 
medio ambiente tales como el PH, enzimas proteoliticas, a las cuales 
se ha adaptado para sobrevivir en el intestino delgado. Se replica en 
el citoplasma de los enterocitos y alteran sus mecanismos de trans­
porte, las células dañadas pueden descargar dentro.de la luz intes­
tinal una gran cantidad del virus los cuales aparecen en las heces. 
La diarrea causada por rotavirus puede deberse a la destrucción de ma­
nera selectiva de las células del extremo·vellusitario disminuyendo -
así la absorción de sustancias tales como el fierro, grasas, glucosa 
y sodio, la deficiente absorción de estos elementos aunada a la de o­
tros productos de la fermentación intensifican . .la fuerza osm8tica a­
trayendo fluidos a la luz intestinal desarro11andose la diarrea (24, 
25, 

El periodo de incubación en terneros ·gnotobióticos ~noculados -
por vía oral es de una 20 horas, advirtiendose en un principio cier­
to grado de depresión, comen lentamente y tienen diarrea líquida ama­
rillenta, los animales aparecen débiles, deshidratados y deprimidos 
42'-96 horas después del comienzo de la diarrea (23, 55). 

La diarrea causada por rotavirus afecta principalmente a lechones 
de una a ocho semanas de edad y raramente ocurre en animales menores 
de una semana o mayores de ocho y adultos, siendo su presentación.más 
.común en condiciones de medio ·ambiente adverso.s como los meses frias 
y en presencia de suciedad. Los signos clinicos que se·presentan son: 
anorexia,· diarrea acuosa o pastosá y blanca o amarillenta con duración 

.de· pocas horas a varios dias, renuncia a moverse y ocasionalmente vó­
mito ademas de una severa deshidratación la severidad de los signos -
clínicos se·puede modificar por la complicación de E. coli enteropa­
tógena y el virus de la Gastroenteritis Transmisible ( GET ), los que 
.con frecuencia se ven asociados a la diarrea rotaviral (. 14, 36, 47, 
48, 55 ) • 
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En otros estudios se menciona que.los lechones enfermos no ~ier­
den el apetito y ¡iermanecen alertas durante las infecciones. A menudo 
los recién nacidos manifiestan infecciones subclínicas debido tal vez 
a la presencia de anticuerpos maternos ( 50 ). 

El lechón al momento de nacer se ve expuesto a problemas de so~ 
brevivencia por lo que tiene que haber una adaptación fisiológica al 
nuevo medio ambiente y tiene que evitar ser invadido por los microor­
ganismos patógenos que pueden llegar a provocar enfermedad y muerte. 
Para evitar el acceso de estos patógenos cuenta con mecanismos de de­
fensa los que pueden clasificarse en, 

Mecanismos no inmunológicos 
a) Revestimiento mucoide.- Las 1~ucinas tienen una estructura molecular 
simiiar a ios co(npOn~nLes c.it::1 epitelio e1 cua.1 actua ccmv receptor p~­
ra microorganismos o sus toxinas, Las mucinas por lo tanto pueden re­
ducir la adherencia al epitelio intestinal ror inhibición competitiva 
de los· receptores epiteliales ( 54 ). 
b) Barrera gástrica.- La acidez gástrica puede inactivar a un gran -
número de microorganismos o sus toxinas antes de que alcancen la por~ 
ción baja del intestino, Esto se corrobora en individuos con aclorhi­
dria en los cuales se presenta un mayor número de enfermedades gastro­
intestinales ( 26, 54 ). 
c) Enzimas proteoliticas y sales biliares.- Estos compuestos inhiben 
e1 crecimiento in vitre aunque en el tracto intestinal su riapel de pr~ 
tección al huesped no esta bien comprendido ( 26, 35, 54 ) • 
d) Peristaltismo.- La actividad peristaltica nonnal junto con otros -
factores que reducen la adherencia microbiana pueden ser considerados 
como un importante mecanismo de defensa para el· huesped ( 54 ). 
e) Flora bacteriana nativa.- La flora microbiana normal reduce el nú~ 
mero de patógenos compitiendo por sustratos, alterando el microambie~ 
te y produciendo sustancias bactericidas tales_ como las colicinas ?Jr~ 

ducidas por E. coli saprófitas .en contra de E, coli patógenas ( 26, 
54 ). 
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f) Barrera hepática.- Ciertas moléculas como las·endotoxinas pueden 
atravezar el intestino delgado y entrar a la circulación portal~ en 
estos casos e] hígado actua como una segunda línea de defensa filtra] 
do las moléculas de la circulación. En casos de destrucción hepática 
o paso de sangre a la circulación venosa esta barrera puede perderse 
dando lugar·a un incremento en la frecuencia de enfermedades infec~ 
ciosas ( 26, 35, 54 ). 

Mecanismos Inmunológicos 
a) Respuesta inmune mediada por células.- Las células linfoides de la 
mucosa .y de la lamina propia junto con los tejidos linfoides asocia­
dos al intestino, contienen los tipos celulares necesarios para mon­
tar una respuesta inmune mediada por células, y la circulación de los 
linfoblastos T hacia el intestino otorga un mecanismo para colocar a 
la$ cé1u1a~ !iensib-;11zadas en los lugart::s aprop·iados ( 35. 44 j. 

b) ·Anticuerpos como: IgA, esta inmunoglobulina se sintetiza en las cª 
lulas plasmaticas situadas en el epitelio de los organos que estan en 
contacto con el medio ambiente externo, De esta manera la IgA es la -
inrnunoglobulina predominante en las secresiones de laglandula mamari.a, 
glándulas salivales, tracto gastrointestinal, tracto ·respiratorio y 

tracto genito-urinario. La IgA secretoria actua a nivel local entra~ 
to gastrointestinal limitando la entrada de antígenos, una molécula · 
antigénica relativamente pequeña que penetre a la luz intestinal. pro­
ducirá una estir.iulación para la síntesis de anticuer!JOS IgA locales, 
estos formaran .un complejo antigeno-anticuerpo, que debido a su tama..,. 

. ño no podrá atravezar el epitelio. intestinal. De manera similar la in .. 
muno·globulina A puede neutralizar toxinas o puede limitar la mobilidad 
y penetración de patógenos potenciales de la superficie ex.terna, 

IgE, IgG, IgM.- Estas pueden ser producidas local o sistemicame!! 
te y pueden llegar al lumen intestinal por difusión de la corriente -
sanguínea o de los tejidos locales, En contraste con la IgA,; éstas PU!? 
den atravezar las células epiteliales de las puntas. d~ fas vellosida­
des y no contienen el compuesto secretorio, de esta manera sufren la 
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digestión por lisozimas intracelulares y enzimas intraluminales. Por 
lo tanto sólo estan presentes en el lumen en pequeñas cantidades, ex­
cepto en casos de inflamación de la pered intestinal, cuando se incre 
menta el exudado y resultan concentraciones potenciales para la pro­
tección en el lumen e 11, 26, 35, 54 ), 

La placentación de los ·porcinos es del tipo epitelio corial di­
fusa, es decir que el epitelio uterino esta yuxtapuesto sobre el corion 
fetal, el grosor de las paredes es notorio y la transferencia de mo­
léculas grandes como lo son las inmunoglobulinas maternas es imposible 
( 35 ). 

Debido a esto el lechón nace sin niveles importantes de gamaglo­
bul inas, es decir es agamaglobulinémico y casi no tiene resistencia a 
las infecciones mientras no ha ingerido calostro y absorbido cantida­
des de 1actog1obu1inas suficientes proceáentes del calostro, es por -
eso necesaria la ingestión temprana y sostenida de este, El nivel ül­
timo de inmunoglobulinas séricas alcanzado por el neonato depende de 
la masa total de inmunoglobulinas absorbidas, lo cual esta en función 
de la concentración de estas en el calostro y el volümen total inge­
rido durante el periodo máximo de absorción ( 11, 44 ) • 

Por tal efecto los animales deben ser protegidos lo más pronto 
posible contra agentes infecciosos del medio ambiente .. Los anticuerpos 
maternos no son capaces de atravesar la mucosa intestinal del neonato 
después de las 24-48 horas siguientes al parto, en tanto que las célu­
las epiteliales vacuoladas son reemplazadas !>Or las: células maduras -
que no permiten el paso de moléculas grandes como son la IgG y la IgM 
e 3s. 44 >. 

Aunque la IgA calostral no va a ser absorbida después, la cerda 
continuará elaborandola y permaneceril en Ja luz intestinal del ·neonató 
donde provee la protección de la mucosa 

La .inmunidad pasiva artificial representa .una alternativa para 
solucionar los problemas de gastroenteritis, se ha observado un incr~ 
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mento de garnaglobulinas en el suero de los lechones que recibieron su~ 
ro sanguíneo de la madre por vía oral así como un incremento de peso 
al destete y una disminución de la mortalidad de los animales ( 20. 
37. 44 ). 

Estudios posteriores demostraron que la fracción del suero respo~ 
sable de estos hechos era la de la gamaglobulina ( 37 ). La adminis­
tración a lechones ·de calostro de_ vaca con anticuerpos contra rotavi­
rus. produce una disminución en el número de muertes y en la severidad 
del cuadro clínico causado por el agente.pató~eno ca. 44). 

La mayoría de los cerdos adultos tienen anticuerpos contra el ~ 
tavirus debido a que está ampliamente difundido en las granjas porci~ 
nas. esto puede explicar en parte la baja frecuencia de esta enfenue~ 
dad en forma clíni~a en 1as primcr~s Sfu7.anas de vida de "los lechones 
( _22 ) • 

Existe el interes de la vacunación activa para uso en humanos. 
dado que la presentación de la enfen;iedad ocurre con más frecuencia 
entre los 3-12 meses de edad, para lo cual se han probado las cepas 
RRV~l de mono y· la RIT-4237 de bovino las cuales han mostrado ser e­
ficaces para conferir proteccfón, cuando se usa en pa1'ses desarrolla­
dos ( 5. 28, 52 ) • 

·En Medicina Veterinaria dada la presentación de la enfennedad en 
recién nacidos,. se .persigue la inmunización de las madres con la fi­
nalidad de incrementar los anticuerpos en el calostro y leche. -Los -~ 
sultados han sido favorables en bovinos (.12, 15. 42. 44). 

Considerando que la infección por rotavirus e_s de v_ital importa!!_ 
cia en recién nacidos tanto humanos como animales se plantean los.si­
guient~s objetivos. 

- La producción de anticuerpos contra rotavirus 
- El incremento de anticuerpos en la luz intestinal como protección 
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Valoración de los anticuer!JOS adminis.trados por vía oral ::iara pre­
venir 13 presentación de las enfer~edades, ante retos cuantificados 
conjuntamente con un grupo testiao. 
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MATERIAL Y METODOS 

Diseño Experimental 

Para estudiar el efecto de la administración por vía oral de an­
ticuerpos específicos contra rotavirus ante retos cuantificados del 
agente patógeno en recién nacidos. se utilizaron tres camadas de le­
chones. cada camada se dividió en dos grupos: uno experimental y uno 
testigo. 

A todos los animales experimentales se les administraron (fig, 1), 
4 g de inmunoglobulinas específicas contra rotavirus por vía oral -
diariamente durante los cinco primeros días de vida. dos horas des­
pués de la última tor.ia se retáron con 5 ml de ·diarrea ¡>ositiva a ro-
ta vi rus, conteniendo 107 partículas virales ~or ml, 

ESQUEMA DE DESAFIO 

Días de vida de los lechones 

Camada 1 2 3 4 5 

1 a I I I I IR 

b -R 

2 a I I I I IR 

b - - -R 

3 a I I I IR 

b - - -R 

a = experimental 
b testi90 

6 7 8 ••• ••• 27 28. 

Observación clínica y toma de muestra 
para investigar la presencia del virus 
en las heces 

I administración de inmunoglobulinas 
.R = reto dos horas después de la última administración de ·inmunogl obu­

linas 

Diariamente a partir de 1 as 72 horas .después del reto. se .tomd -
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una muestra de heces a todos los lechones para la identificación del 
vi rus. 

ANIMALES 

Para la obtención del suero hiperinmune, se utilizaron tres cer­
dos de aproximadamente 60 Kg de ~eso, machos castrados de la raza -
yorkshire-landrace, provenientes de la Granja Experimental Porcina 
Zapotitlán de la FillVZ de la UNAM. Estos cerdos fueron inmunizados en 
seis ocasiones administrando cada estimulo antigénico con intervalo 
de 15 dias entre cada uno; las dos primeras inmunizaciones fueron con 
40 mg_de virus más Adyuvante Completo de Freud en volúmenes iguales y 
en las últimas solo se utilizaron los 40 m') del virus, las aplicacio­
nes fueron por via subcutanea detrás de 1 a oreja cuando fueron con a~ 
yuvante e intramuscular cuando fueron sin este. Siete dias después de 
la últir.ia aplicación los cerdos fueron llevados al rastro donde s_e s~ 
crificaron y la sangre fue colectada para la obtención del suero, el 
cual se reunió en un solo lote y.se precipitaron las inmunoglobulinas, 
las cuales demostraron ser específicas en una prueba de inmunoelectr~ 
fóresis, donde.se encuentra una banda nítida de precipitación, la que 
no existía antes del proceso de inmunización. Estas inmunoglobulinas 
también tienen capacidad neutralizante, dado que cuando se incuban -
4 mg/ml con 106 particulas virales por mililitro, disminuye el 50% de 
focos infecciosos. 

Para la obtención de los lechones, se utilizaron tres· cerdas :ge~ 
tantes primerizas de ocho meses de edad, híbridas de· la raza yorkshir~ 
landrace. Estas cerdas fueron trasladadas siete días ·antes del parto 
de la Granja Experimental .Porcina Zapotitlán al Departamento de Pro­
ducción animal: Cerdos, de la FMVZ de la UNAM. Se colocaron en aisla ... 

·mientas individuales que previamente fueron lavados con jabón y .cepi-
110·, después desinfectados con vapores de una mezcla de forrnaldehído.· 
cori permanganato de potasio. 
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Los lechones hijos de la s cerdas ·se manejaron de la siguiente rn~ 
nera, se atendieron los partos y a los lechones se les colocó en una 
cama con fuente de calor en las lechoneras, a los tres dfas de edad 
se les aplicaron 200 mg de hierro a cada lechón por via intramuscu­
lar. Se pennitio la lactancia libre y a partir del décimo dia se les 
empezó a dar alimento concentrado, Las' cerdas 'fueron ·alimentadas con 
alimentos para lactantes y la cantidad fue en relación con el ·tamaño 
de la camada, al finalizar el trabajo, estos animales fueron destina­
dos para el abasto. Las camadas fueron en nOmero de 10, 10 y 8 res--­
pectivamente, los lechones nacieron con ~eso adecuado excepto uno de 
ellos el cual murio de hipoglicemia, de tal manera que finalmente.se 
trabajaron con 27 animales. 

ADYUVANTE 

Para la inmunización de los cerdos se utilizó Adyuvante Completo 
de .Freud el cual se preparó mezclando ochenta y cinco partes de acei­
te mineral más quince partes de lanolina y cinco mg/ml d.e 111.YCObacte-­
rium tuberculosis H 37 Rv esterilizado .en autoclave y liofilizado, 

ANTIGEfW 

La producción de antígeno suficiente para la inmunización de los 
.cerdos y el desafio de los lechones, 1 ml de rotavirus .se multiplicó 
en cultivo celular de la linea MA-104 utilizando la. siguiente técni-­
ca para su cultivo: Se utilizaron tres botellas BEP con. una .monocapa 
completamente confluente de células f.!A-104. Se incubó él virus en un 
tubo Eppendorf estéril con tripsina 10 ug/ml durante una hora a 37 ºC. 
La tripsina se diluyó a partir de una concentración de 1% en Medio -­
M1riimo Esencial (MEM) sin suero fetal bovino (SFB), Despui!s de incu-­
bar el virus se lavaron las botellas BEP dos veces con PBS posterior­
mente se infectó cada botella con 0.4 ml del virus, se cerraron l_as -
botellas y se. incubaron durante ~na hora a 37 ºC, distr1buyendose el 
inóculo cada 15 minutos sobre la capa (moviendo las botellas ), a--­
continuación se aspiró el inóculo y se agregaron 3 ml de MEM, sin apr2 
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tar la tapa de las botellas se incubaron a 37 ºC y 5~ de atmosfera de 
C02, se observaron diariamente al microscopio ?ara ver el efecto cit~ 
pático, a los 2-3 días y una vez que se observara--1a lisis de las cé­
lulas por la replicación viral en ellas se cosechó el virus agitando 
las botellas ?ara el desprendimiento de las células y posteriormente 
se aspiró con vacío todo su contenido {16) •· 

Con el virus obtenido se infectaron tres lechones recién nacidos 
privados de calostro " cachados "• se colectó la diarrea de estos· du­
rante tres días, con una parte de ella se purificó el virus por el -­
método descrito por Bishor> et al (6), con el se inmunizaron a los 
cerdos. La otra parte de la diarrea se conservó en éongelación para 
la infección de los lechones en la prueba del desafio. 

Para. d~ternina!"' C1 nur:!ero de !)artíc1Jlas viral~s se utilizó la --

técnica de Mi crofocos ( 43 ) . 

OBTEt~CION DE LAS INMUHOGLOBULINAS 

Para 1 a obtención de 1 as inmunogl obul inas se precipitó el suero . 
con sulfato de amonio al 33% ( 5 ), se añadió lentamente al suero en 
agitación, una solución saturada de sulfato de amonio con PH de 8, -­
de tal ·;";lélnera que al final el volOmen añadido fué la mitad del total 
del suero, a continuación la mezcla se centrifugó a .7 000 G durante -
20 minutos a 4 ºC, se eliminó el sobrenadante, y ·el precipitado se --

. resúspendió en agua destilada, se volvió a agregar sulfato de amonio 
y se centrifugó nu.evamente esto se repitió hasta qué el sobrenadante 
fué.transparente. El precipitado obtenido finalmente se resus9endi6 -
en solución salina isotónica amortiguada con fosfatos de 0.01 !~. PH -
de 7;4 (PBS). Posteriormente fué dializado contra la misma solución -
para eliminar el sulfato de amonio, esto se continuó durante 4 días.­
cambiando dos veces cada día la solución la cual estuvo en .agitación. 
una vez eliminado ·el sulfato de amonio las inmunoglobulinas se conser 
varon en congelación hasta su Utilización. 

Identificación de los anticuerpos. 
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Para la identificación de los antiéuer~os producidos contra el 
virus se raelizó la prueba de Inmunoelectroforesis, para ello.se sa~ 
graron a los cerdos el mismo día de cada inoculación, el sangrado se 
realizó en la vena marginal de la oreja y se extrajeron 5 ml. de san­
gre por cerdo ésta se dejó coagular a temperatura ambiente, se sepa­
ró el coágulo de las parédes de los tubos y posteriormente se mantu­
vó en refrigeración durante 12 horas a 4 ºC, luego se el;minó el coª 
gulo y se centrifugó a 475 G durante 15 minutos a 4.ºC para separar 
el suero. También se utilizaron inmunoglobulinas obtenidas del san-­
grado final para comprobar su funcionalidad. 

La técnica de inmunoelectroforesis consiste en una electrofore­
sis inicial del antígeno, utilizando agar al 1% en·una solución amor 
tiguadora de barbituratos 0.05 M, PH 8.6. El agar se disolvió por eb~ 
llición en baño maría; ya en forma líquida se colocó en portaobjetos 
y se dejó gelificar, se prepararon dos pozos y en ellos se colocó el 
antígeno, una vez realizada la electroforesis (dos horas a 1.5 mili­
amperes), se horadó un canal en medio de los dos pozos ( a 6 lllTI apr~ 

ximadamente de cada uno}, y se colocd el suero posteriormente se dejó 
difundir durante 24 horas en una cámara húmeda a temperatura ambiente, 
a ·continuación las placas se· colocaron en solución salina 0.85%, PH­
de 7.4 realizándose tres cambios de la solución uno cada 24 horas, .se· 
dejó posteriormente en agua destilada durante dos horas. Para su ti~ 
ción las placas se secaron con papel filtro y se tiñeron con solución 
de négro de amido al 1% durante 15 minutos. Se retiró el exceso de c~ 
lorante con agua destilada y después se agregó ácido acético al ·1%, 

Para cuantificar los anticuerpos presentes en la leche y calostro 
se.utilizó la técnica de Microfocos ( 43 ). 

ROTAFORESIS 

Para la identificación del virus en las heces de los lechones de 
safiados, en .el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM,­
se· ha desarrollado una técnica de diagnóstico, la cual se basa en la 
identificación electroforetica de.los .11 segmentos de ARN que carac-
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terizan al virus, y se considera positivo al observarse por lo menos 
los cuatro primeros. 

Para el desarrollo de la técnica, en nueve tubos de ensaye se -
colocaron 0.4 ml de solución acuosa A (diluida 0.8 ~l de sol. A 5 X­
en J.6 ml de agua destilada) a un décimo tubo se le agregaron 0~2 -­
ml de solución A a los_ nueve primeros tubos se les agregaron una go­
ta (O.OS ml) de la muestra de heces, en caso de que tuviese una con­
sistencia sólida o semisólida, se añad'ía una gota de sus!Jención di-­
luida al 50% en una solución fisiológica de cloruro de sodio (0.85). 
Al décimo tubo se le adicionó 0.2 ml de control positivo, hecho esto 
se agregaron a todos los tubos 0.2 ml de solución B, se agitaron vig2 
rozarnente y se añadieron 0.2 ml de cl_oroformo y se contin.uó con la -
agitación. Posteriormente se centrifugó a 475 G durante 10 minutos -
a 4 ~e, obteniendose dos fases y se tomaron tres gotas (O.OS ml) de­
la fase acuosa (superior) las cuales se.colocaron en tubos limpios. 

Se puso a fundir la solución C en baño de agua hirviendo durante 
15 minutos, se tomaron de ella O.OS ml y se depositaron en cada uno­
de los 10 tubos manteniendolos a 60 ºC en baño maría. Con una pipeta 
se colocaron las muestras en los pozos de la placa de poliacrilamida, 
una vez solidificado el gel se puso en la cámara de electroforesis,­
de tal -manera que los pozos quedaran hacia la terminal negativa de -
.la cámara y se agregaron SO ml de solución D (diluida 5 ml de sol. D 
10 X en 45 ml de agua destilada). Una vez que el gel estaba tota1me'.:! 
te cubierto por esta solución se conectaron los electrodos a. una fue~ 
te de poder a lSO V, hasta que el colorante hubiese corrido en forma 
completa. 

·. tma vez tenninada la electroforesis, se colocó el gel en reci-­

piente de vidrio y se lavó durante JO_minutos con solución E (diluí-
. da 5 ml de sol. E 10 X en 4S ml de agua destilada). Después de reti­

rar completamente la solución E se lavó el gel durante 30 minutos con 
50 ml de solución F (diluida O.S ml de sol. F 100 X en 50 ml de agua 
destilada, posteri'ormente se enjuagó dos veces con agua destilada y­

se agregaron SO ml de solución G (diluida 0.4 ml de sol. G .125 X en-
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50 ml de NaOH al 3%). Al aparecer las bandas en el control positivo 
se retiró la solución G_y se detuvo la reacci6n con icido acético -
al .1% 
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RESULTADOS 

Respuesta de los ·lechones-- al reto. 

' l.:os tres lechones privados de calostro que se utilizaron para la 
obtención del virus utilizado en el reto de los animales convenciona 

6 -les, mostraron 20-.36 horas después de la inoculación de 10 particu-
las virales; diarrea ~rofusa, lfquida amarillenta de olor suigéneris, 
los animales se mostraron adinámicos sin embargo conservaron el a;:ie­
tito, la duración de la diarrea fué de 3 días causó deshidratación -
y posterionnente los animales se recuperaron, no se presentaron mue~ 
tes sin embargo su desarrollo fué lento en comparación con otros de­
su misma edad. 

Las tres camadas de lechones convencionales utilizadas en el pr~ 

sente estudio por el contrario no mostraron signos de enfermedad, tQ 
dos los animales antes y después del desafio se comportaron de mane­
ra normal, lactaron satisfactoriar.iente y llegaron al término de la -
lactancia con un peso non?lal (figura 2), al no presentarse sintoma-­
tologfa en los animales, des;:iués de 48 horas del desafio, se tomó -­
una muestra de heces de cada una de los lechones y a cada muestra se 
le sometió a la prueba de rotaforesis, cuyos resultado.s.en los cua-­
dros 1, 2, y 3 muestran que los animales experimentales excretaron -
el virus de manera irregular, mientras que los testigos lo hicieron­
de manera más uniforme y prolongada, asimismo el tiempo que los ani­
males excretaron ·e1 virus fué significativamente distinto en el gru­
po experimental comparativamente con el grupo testigo, a las 72 horas 
se detecta el virus en el 14.2~ de los animales experimentales, con­
tra un 84 .• 6% en el grup0 testigo, a las 96 horas la diferencia es de 
7.1% contra 46.1% a las 120 horas 7.1% contra 38.4% a las 144 horas~ 
es de 7 .1% contra 15. 3% y a ·.partí r de 1 as 168 horas hasta 1 as 240 no 
se detectó la presencia del virus en las muestras de heces colecta­
das (gráfica 1). 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Los resultados en este estudio demuestran que el virus es patóg~ 
no aunque su virulencia aparentemente es baja en animales convenciona 
les, dado que la dosis de 106 particulas virales causaron un cuadro : 
clásico de diarrea en animales privados de calostro, en cambio los a­
nimales convencionales que si lactaron fueron retados con 5xlo7 part! 
culas virales y permanecieron normales. Es importante mencionar que -
en muestras de heces provenientes de lechones de la Granja Experimen­
tal Porcina Zapotitlán de la FMVZ, se ha podido demostrar el virus -­
por medio de rotaforesis, por lo cual se pensó que en las cerdas uti­
lizadas en el estudio tuvieron anticuerpos en el calostro, y esto se 
pudo corroborar utilizando la prueba de microfocos. 

En los cerdos, la mayoría de los trabajos reportan que en anima­
les gnotobióticos se logra un 100% de morbi.1 idad y arriba del 50% de 
mortalidad (45,49), lo mismo sucede en los lechones privados de calo~ 
tro (41), pero realmente hay pocos estudios donde la enfermedad se -­
reproduce en animales.convencionales (13, 53). 

En cambio cuando se reporta la morbilidad en granjas.se encuentra 
que el virus rara vez se encuentra como agente único (21), y siempre -
se asocia con factores físicos como humedad, frio, suciedad, aún en -­
estas estas condiciones 1 a morbilidad es baja (7 ,21) •· al igual que la 
mortalidad. 

Aunque no se .Pudo reproducir la enfermedad en los animales con--
. . 
vencfonales, no se puede decir que sea por .perdida de virulencia por --
mantener la cepa viral en culti.vo celular, puesto que el reto de los·­
animales se hizo con 5 ml de diarrea colectada .de los cerdos privados 
de calostro los cuales ·contenían 15 ve.ces mb partículas virales .de la 
dosis de virus proveniente de cultivo con el cual se reprodujo •la en­
fennedad en los animales privados de calostro. 

Es interesante entonces, el hecho de que el presente trabajo de­
muestra que la presencia de anticuerpos, ya sea en el calostro o .adm! 
nistrados artifici.almente, pueden prevenir la ¡:>resentación de la en-
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fennedad, esto es dado independientemente del isotipo, ya que los an­
ticuer~os utilizados pertenecen a la clase IgG. 

Es importante también, que los resultados muestran la presencia 
·del virus en forma irregular. lo cual puede deberse a reinfecciones­
de los lechones, dado que pennanecieron en el mismo corral y entonces 
se pudde teorizar que los animales se reinfectan en forma subclínica 
pasando el virus de un animal a otro, de manera que la enfermedad pu~ 
de hacerse patente o desencadenarse una e!Jidemia cuando se encuentra 
una ppblación susceptible, o bién se reúnan las condiciones ambient~ 
les adecuadas para su desarrollo. Sin embargo hay que hacer notar que 
los análisis realizados, no muestran al virus en ningun animal después 
del ·séptimo d1a, lo cual implicaría que no quedan portadores sanos -
aunque en este caso podemos discutir la sensibilidad de la prueba u­
tilizada. 

Con esto podemos concluir, que en los cerdos, la morbilidad de­
diarrea causada exclusivamente !JOr rotavirus es baja (9, 21), el cu~ 
dro clínico descrito es ligero y repercute solamente en el incremen­
to de peso o bien proporciona una vía de entrada para la instalación 
de otros agentes patógenos y que solo se registra mortalidad en ani­
males gnotobióticos o bien lechones privados de calostro. 
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Cuadro No. 1 Tiempo de eliminaci6n del rotavirus después de.el desa­
fio en la camada 1 

Horas 

lechón 24 48 72 
No. 

1 
grupo 2 
experi- 3 NO NO 
mental 4 

1 + 
2 + grupo NO NO 

tes ti- 3 + 
4 + go 
5 + 

ND = no .determinado 
+ positivo a rotavirus 

negativo a rotavirus 

después del desafío 

96 120 144 168 192 216 240 

-

+· 

+ 
+ + 
+ + + 

+ 
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Cuadro No. 2· Tiempo de eliminación del rotavirus después de el 
desafio en la camada 2 

Horas después del desafio 

lechón 24 48 72 
No. 

1 + 
gru¡>o 2 
experi- 3 NO ND 
Ínental 4 

5 
6 

1 + 
grupo 2 

tes.ti- 3 ;rn ND + 
go 4 

ND no detenni nado 
.+ positivo a rotavirus 

negativo a rotavirus 

96 120 144 168 

+ 

+ 
- . + 
+ 

+ 
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cuadro No. 3 Tiempo de eliminación del rotavirus después de el 
desafío en la camada 3 

Horas 

lechón 24 48 72 
No. 
1 -

- grupo 2 + 
experi- 3 NO NO 
mental 4 

1 + 

grupo 2 -+ 

_ testi- 3 ND NO + 
go 4 '+ 

HD = no determinado 
+ positivo a rotavirus 

= negativo a rotavirus 

después 

96 120 

+ 

~ 

+ 

- 24 -

del desafio 

144 168 192 216 240 

... 

+ 



·-------

72 96 

O E'ltperimenta\es 
• Testigos 

{ h ) 

Grafica i.- Porciento de muestras de heces ?ositivas en la prueba de 
rotaforesis. La diferencia entre el grupo experimental y 

ei testigo es obvia en los primeros _5 días, sin. embargo 
ei tiempo último en el que se observó 1 a eliminación de 

rota vi rus fué de 6 dí as .en ambos grupos. 
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Figura 1.- La administración de las inmunoglobulinas 
y e.l reto se hicieron por via oral con la 
ayuda de una jeringa hipoderi:iica. 

- 26 -



/ 

Figura 2.- Los animales antes y después del reto 
con la diarrea se comportaron de mane-·' 
ra nonnal. 
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Figurá 3.- Rotaforesis de diferentes muestras de 
heces 4 dias después del reto. se in­
cluyó un control positivo (cp). 
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