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" RESUMEN

Miranda Romdn Angel. Proteccidn contra rotavirus conferida por inmuno-
globulinas séricas especificas administradas por via oral en lechones.
(Bajo 1a direccion de: Héctor Barbosa Najera y Roberto Martinez Gamba)

En el presente trabajo se estudid el efecto de inmunoalobulinas
especificas administradas en forma pasiva por via oral a lechones con-
vencionales, ante un reto controlado y cuantificado de rotavirus,

Para obtener las inmunoglobulinas se inmunizaron tres cerdos, in-
yectdndoles 40 mg de rotaQirus porcino en seis ocasiones, dando un esti-
mulo cada 15 dias. Ocho dias después de la Gltima inoculacidn 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 congelacidon hasta su utilizacion.

Para la produccidn de rotavirus necesario para el reto, a tres -
lechones recién nacidos y privados de calostro se les inoculd por via
oral 1 ml1 del virus, proveniente de un cultivo en células HA-104. A las
20-36 horas los lechones presentaron diarrea fluida la cual se colectd
y ‘después de confirmar la presencia de rotavirus, la diarrea se conaeld
para su posterior utilizacidn, '

Para el objetivo inicial, se utilizaron tres camadas ds lechones
convancionales, de.las cuales la mitad de cada una se utilizé como expe
rimental y la otra mitad como testigo; a los animales experimentales,
diariamente durante los primeros cinco dias de vida se les administraron
cuatro gramos de inmunoglobulinas especificas contra rotavirus por via

: ofa1; dos horas después de la dGltima toma, se reto a todos los lechones
con’cinco_mi1ilitkos dé diarrea colectada de los animales previamente‘
rmencionados. Los lechones no presentaron signos de enfermedad por lo que
a las 72 hdras se procedid a tomar una muestra diaria de heces a todos
los animales, en las cuales se comprobd por rotaforesis que el 21% de
los animales experimentales eliminaron el virus, contra el 100% de Tos
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testigos. Con estos resultados y de acuerdo a.la informacidén cientifi-
ca existente en referencia al rotavirus como agente etioldgico causan-
te de diarrea. Se puede pensar que. el rotavirus porcino es poco viru-
lento en cerdos convencionales no asi en cerdos privados de calostro
y/o gnotobidticos. Por la forma subclinica e irregular en que los lecho
hes’e]iminaron el virus, se puede sUponerJque en una granja los anima-
les se reinfectan uno a otro en forma subclinica, presentandose 1a en-
fermedad en forma clinica cuando se encuentre una poblacién suceptible
6 bien cuando se reunan las condiciones ambientales adecuadas para.su
desarrollio.



INTRODUCCION

En los paises en vias de desarroilo, los problemas clinicos mas
comunes durante Tas primeras etanas de vida son las diarreas, en este
sentido tanto el nifio como las espnecies pecuarias gque interesan al hom
bre para 1a produccidon de alimentos son especialmente susceptibles
(33).

En humanos se ha demostrado que el rotavirus, es el aéente etio-
16gico de casi el 20% de gastroenteritis infecciosas aqudas en nifios
menores de 5 afios de edad, aunque en paises que tienen ruy marcados los
cambios estacionales se ha encontrado que é] norcentaje de gastroente-
~ritis por rotavirus puede aumentar hasta un 50% en los meses frios del
afio (4, 10, 16, 17, 18, 39).

House (23) menciona que, en becerros el rotavirus es una de las
princinales causas de morbilidad; encontrandose que como agente dnico
ocasiona un 5% de mortalidad, pnero que cuando se asocia con otrc agen-
te infeccioso esta mortatidad se eleva a un 55% en rotavirus con E. co
11, 75% en rotavirus con Salmonella y 35% rotavirus con coronavirus.
Estas variables abarcan a las demas especies de animales domésticos vy
son riuy similares entre ellas,

Ahora bien, dentro del marco carencial de proteinas de origen ani-
mal que padece nuestro pais, merece especial atencidn la produccidn
porcina, ya que la carne de cerdo es un excelente almacén de nroteinas
vitaminas, minerales y grasas. Asi mismo en la mayoria de los -paises
latinoamericanos y de otras partes del mundo, forma parte importante
en la dieta alimenticia constituvendo su consumo un hibito dificil de
sustituir (9).

En México, la etapa mas 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 aranjas de clima
tropical y un 28.37% en granjas de clima temnlado ( 1 ).
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La importancia del estudio de las enfermedades infecciosas ra-
dica en que la mortalidad de los lechones representa una de las prin-
cipales pérdidas en las explotaciones porcinas T1legando a un 25% del
total de los lechones nacidos vivos. Dentro de las pr%ncipa1es causas
de mortalidad se encuentran los problemas entéricos y entre estas las
causadas por rotavirus ( 51 ).

E1 género rotavirus se encuentra clasificado dentro de Ta familia
reoviridae 1a cual se caracteriza por noseer ARN de doble cadena, com-
puesta de 11 segmentos con un peso molecular aproximado de 11x106 (24,
25).

E1 nombre de rotavirus, (del latin rota = rueda) se basa en la a-
nariencia que presenta en el microscopio electrénico el borde externo
de su capside, que simula el aro que cubre a los rayos que emergen del
centro parecido a un cubo de rueda, Las particulas tienen una cdpside
de doble envoltura y su didmetro es de aproximadamente de 60-70 nm.
Las particulas virales de una sola envoltura en las que falta la cdp-
side externa muestran bordes rugosos y tienen 50-60 nm, el centro de
Tas particulas es de 33-40 nm de didmetro (1, 2, 3, 24, 25, 29),

s =

De acuerdo al patrdn de migracion de Tos 11 segmentos de ARN de
doble banda observados por electroforesis en geles de poliacrilamida
es posible detectar de que especie se trata (24, 38, 40)}.

La presencia de particulas de rotavirus en muestras fecales dia«
rreicas y en el epitelio intestinal pueden demostrarse por microsconia
electrénica, asi mismo para descubrir estos virus y sus anticuerpos se
puede utilizar las siguientes técnicas: andlisis enzimitico ligado a
“inmunoabsorbentes (ELISA), cortes congelados de intestino delgado (ye-
yuno), anticuerpos fluorecentes (FA), frotis fecales v rotaforesis
(19, 27, 32, 36). _ .

Todos los rotavirus comparten un antigeno comiin asociado con la
cdpside interna, demostrable mediante 1a prueba de fijacidn de comple-
‘mento, anticuerpos fluorescentes, inmunodifusidn y microscopia elec-

>
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tronica utilizando anticuerpos contra rotavirus.

Para la replicacidn del virus in vivo se han utilizado lechones
recién nacidos teniéndose nroblemas con estos debido a la transferen-
_cja de anticuerpos en el calostro y 1ecﬁe maternos y a la gran inci-
dencia de diarreas de diferentes eticlogias que afectan a éstos, ore-
firiandose la utilizacidn de Techones gnotobidticos o lechones nriva-
dos de calostro (lechones cachados); para la repﬁicacién in vitro se
utilizan células de rifion de cerdo (PX-15), y células de rifion de em-
brién de mono rheuss (MA-104), estos cultivos se utilizan orinciné]nen
teen la prueba de neutralizacidn -por anticuerpos y se ha visto que la
administracion al medio de pancreatina, trivpsina, qu1m10tr1ps1na y
DEAE-dextran favorecen la replicacion del virus ya que hay una: mayor
1nfecc1on de las célutas (7, 8, 19, 34, 44, 46, 49, 50, 55).

Los virus son muy resistentes ya que. sonortan variables de PH de
3-9, en la materia fecal pueden resistir durante 30 minutos a 60 °C
y deb7—9 meses a 18-20 °C, bajo condiciones de la granja los virus in-
fectantes pueden estar presentes en las heces fecales, 1a desinfeccidn
~alin no esta completamente clara aunque es. probable que tenga exito.' '
Los'desihfectantes de hospitales tales como el etanol al 55% y un
compuesto. fendlico clorinade 0.05 por volimen son mis efectivos que el
formaldehido al 4% o 10% nara la jnactivacién de SA-11, Una ‘solucidn
de hipoclorito de sodio conteniendo 11% de disgonibilidad de cloro no
Fue efectlvo en reducir la infeccion de rotavirus de Tos corderos.
Sin embargo en otro estudio desinfectantes a base de h1poclor1to
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 pasteur1zac1on a 63 °C ‘por 30 mi-
nutos (56 ).
Pueden presenfarse las infecciones dejespeCies cruzadas en ino=
~culaciones. experimentales, pero no se hé‘establecido si esto. ocurre en
la naturaleza ( 24 ). ’
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La expansion 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»comokel PH, enzimas proteoliticas, a las cuales
se - ha adaptado para sobrevivir en el intestino delgado. Se replica en
el citop1ésma de los enterocitos y alteran sus mecanismos de trans-

- porte, las células dafiadas 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 destruccién de ma-~
nera selectiva de las c@lulas del extremo 'vellositario disminuyendo -
asi la absorcién de sustancias tales camo el fierro, grasas, glucosa
y sodio, la deficiente absorcidén de estos elementos aunada a la de o=
tros productos de la fermentacidn intensifican.la fuerza osmStica a-~
trayendo fluidos a 1a luz intestina1_desarrol]andosé 1a diarrea (24,

- a7 ﬁ )
25, 30, 21, 23, 47, 48, 5&).

£1 periodo de incubacidn en-terneros'gnotobiéticos inoculados -~
“por via oral es de una 20 horas, advirtiendose en un priﬁcipio cier-
to grado de depresién, comen lentamente y tienen diarrea liquida ama-
rillenta, 1os animales aparecen deb11es, deshidratados y deprimidos
42-96 horas después det comienzo de 1a diarrea (23, 55).

La diarrea causada por rotavirus afecta principalmente a lechones
de:una a ocho semanas de edad y raramente ocurre en an1ma]es menores
‘de. una semana o mayores de ocho y adultos, siendo su nresentac10n mas
comim en condiciones de medic ambiente adversos como 10s meses Trios
Y en presencta de suciedad, Los s1gnos clinicos que se ‘presentan son:

: anorex1a, diarrea acuosa o oastosa y blanca o amar1llenta con duracién.
‘da’. pocas horas a varios d1as, renuncia a moverse y ‘ocasionalmente vi~ -
m1to ademas de una severa. desh1dratac on la sever1dad de los signos -

‘:.clinicos se- uuede modificar por la conpllcac1on de E. coli enteropa-

 'togena y el virus de Ta Gastroenteritis Transm1s1ble ( GET )» los que -
~.con frecuencia se ven asoc1ados a la diarrea rotav1ra1 ( 14, 36, 47,
_48, 55 )



En otros estudios se menciona que los lechones enfermos no pier-
den el apetito y permanecen alertas durante las infecciones. A menudo
"los recién nacidos manifiestan infecciones subclinicas debido tal vez
a la presencia de anticuerpos maternos ( 50 ), k

E1 lechon al momento de nacer se ve expuesto.a oroblemas de so-
brevivencia por lo que tiene que haber una adaptacin fisiolégica al
nuevo medio ambiente y tiene que evitar ser invadido por los microor-
ganismos patégenos que pueden 1legar a provocar enfermedad y muerte.
Para evitar el acceso de estos pat6genos cuenta con mecanismos de de-
fensarios que nueden  ciasificarse en, :

Mecanismos no inmunolégicos »

a) Revestimiento mucoide.- Las mucinas tienen una estructura molecular
similar a ios co@pbnentes del epitelio el cual actua como receptor pa-
ra microorganismos o sus toxinas, Las mucinas por lo t tanto nueden re-
ducir la adherencia al epitelio intestinal por inhibicidn competitiva
de los receptores epiteliales ( 54 ).

b) Barrera gistrica.- La acidez gdstrica puede inactivar a un gran -
nimero de microofganismos o sus toxinas antes de que alcancen 16 por-
cién- béja del intestino. Esto se corrobora en individuos con aclorhi-
dria en los cuales se presenta un mayor nimero de enfermedades gastro~
intestinales ( 26, 54 ).

¢) Enzimas proteol1t1cas y sales biliares.- Estos compuestos. 1nh1ben
e1_crec1m1ento in vitro aunque en el tracto intestinal su napel de org
teccidon al huesped no esta bien comprendido Q 26, 35, 54 ),

d) PeristaItismo.-[La actividad peristaltica normal junto con otros -
factores que reducen la adherencia microbiana pdeden ser considerados
como un importante mecanismo de defensa'para el'huesped ( 54 ).

e) Flora bactemana nativa.- La flora mcrotnana normal reduce el ni-
mero de patdgenos compitiendo por sustratos, alterando el n1croamb1en
te y nroduciendo sustancias bactericidas tales como las c011c1nas nro
ducidas por E. co11 saprof1tas en contra de E, coli oatogenas ( 26,

54 ) ’
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f) Barrera hepatica.- Ciertas mol&culas como las endotoxinas pueden
atravezar el intestino delgadc y entrar a la circulaciGn‘bortal} en
estos casos e] higado actua como una segunda Tinea de defensa filtran
do las moléculas de la circulacidn. En casos de destruccidn hepitica
o paso de sangre a la circulacién venosa esta barrera puede nerderse
dando lugar ‘a un incremento en la frecuencia de enfermedades -infec-
ciosas { 26, 35, 54 ).

‘Mecanismos Inmunol&gicos
a) Respuesta inmune mediada por células.-~ Las ce1u1as Tinfoides 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 circulacidn de los
"linfoblastos T hacia el intestino otorga un mecanismo para colocar a '
Yas células sensibilizadas en los lugares avropiados { 35, 44 ).
'b)fAnticuerpos como: IgA, esta inmunog]dbulina se sintetiza en las cé
lulas plasmaticas situadas en el epitelio de los organos qhevestan en
contacto con el medio ambiente externo, De esta manera la IgA es la -~
inmunoglobulina predominante en las secresiones de la- glandula mamaria,
gTEndu]aS‘salivales, tracto gastrointestina],»tracto'res§iratorio Yy
tracto genito-urinario, La IgA~secretoria actua a nivel local en trac
to gastrointestinal limitandp la entrada de antigenos, una molécula
antigénica relativamente nequefia que penetre a la Tuz intestinal pro-
ducird una est1nulaC1on para la sintesis de anticuernos IgA locales,
- estos formaran un complejo ant1neno-ant1cuerno, que debldo a su tama-
. fio no podra atravezar el epitelio intestinal. De manera similar la in--
“munoglobu11na A puede neutralizar toxinas o puede limitar la mob111dad !
’_iy penetrac1on de patdgenos ootenc1a1es de 1a superficie externa.

IgE, I9G, IgM.« Estas pueden ser producidas local o 51stem1cameg»f

te y pueden 11égar al lumen intestinal.por difusién de 1a corriente = .

'sangu1nea o de los tejidos locales, En contraste con la 1gA, éstas pue
den atravezar las células eplte11a1es de las puntas. de las ve11os1da-
‘des y no contienen el compuesto secretorio, de esta manera sufren 1a
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digestion por lisozimas intracelulares y enzimas intraluminales. Por
To tanto sGlo estan presentes en el lumen en ovequefias cantidades, ex-
cepto en casos de inflamacidn de la pered intestinal, cuando se incre
menta el exudado y resultan concentraciones potenciales para la nro=
teccidn en el lumen ( 11, 26, 35, 54 ),

La placentacién de los porcinos es del tipo epitelio corial di-
fusa, es decir que el epitelio uterino esta yuxtapuesto sobre el corijon
fetal, el grosor de las paredes es notorio y la transferencia de mo-
léculas grandes como 1o son las inmunoglobulinas maternas es imposible
(35) '

Debido a esto el Techdn nace sin niveles importantes de gamaglo-
bulinas, es decir es agamaglobullnem1co y casi no tiene resistencia a
las infecciones mientras no ha ingerido calostro -y absorbido cantida-
“des de lacteoglebulinas suficientes procedentes del calostro, es por‘-
eso necesaria la ingestién tempfana y sostenida de este, £1 nivel i1~
timo de inmunoglobulinas séricas alcanzado por el neonato depende de
la masa total de inmdnog1obu1inas absorbidas, 1o cual esta.en funcién
de 1a concentracidn de estas en el calostro y el voldmen total inge-
rido durante el periodo miximo de absorcién ( 11, 44 ).

Por tal efecto los animales deben ser protegidos 10 mis prontob
‘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 vacudladas son reemplazadas por. las'Célu1as maduras —
“'que no permiten el paso de molécu1as grandes como ‘son la 196 ¥ 1a IgM
( 35. 44 ). . )

Aunque la IgA calostra] no va a ser absorblda despues, la cerda
l‘continuara elaborandoia y permanecer§ en la ]uz intestinal del neonato
. donde provee la protecc16n de la mucosa : o

La Inmunldad D&Stva art1f1c1a1 representa una-alternativa para'
solucionar los probTemas de gastroenterltls, se ha observado un incre -
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mento de gamaglobulinas en el suero de los Techones que recibieron sue
ro sangdineo de 1a madre por via oral asi como un incremento de peso
al destete y una disminucién de Ta mortalidad de los animales ( 20,
37, 44 ).

Estudio$ posteriores demostraron que la fraccidn del suero respon
sable de estos hechos era la de Ta gamaglobulina { 37 ). La adminis-
tracién a lechones de calostro de 'vaca con anticuerpos contra rotavi-
rus, produce una disminucién en el nimero de muertes y en 1a severidad
del cuadro clinice causado por el agente pnatdgeno (8, 44).

La’mayoria de Tos cerdos adultos tienen antiCUerpos contra el ro
tavirus debido a que esta amp11amente difundido ‘en ‘1as granjas porci<
nas, esto puede explicar en parte 1a baja frecuencia de esta enferme-
"dad en. forma cl¥nica en las primeras semanas de v1aa de 1os lechones

(22)

Existe el interes de 1a vacunacidn activa para uso en humanos,
dado que la presentacidn de la enfermedad ocurre con mis frecuencia
entre los 3-12 meses de edad, para 1o cual se han probado Tas cepas
RRY- 1 de mono . y la RIT-4237 de bovino las cuales han mostrado ser e-
ficaces para conferir proteccidn, cuando se usa en Dafses desarrolla-

dos ( 5, 28, 52 ).

‘En Medicina Veterinaria dada la presentacidn de la'enfenmedad en
recién nac1dos, se .persique la inmunizacidn de las wadres con ia fi-
nalidad de incrementar los anticuerpos en el calostro y leche. ‘Los re
sultados han sido favorables en bov1nos (12, 15, 42. 43),

Cons1derando que la 1nfecc15n por rotavirus es de v1ta1 importan
cia en recién ‘nacidos tanto hunanos como an1ma1es se plantean 10s si-
,gu1entes obJet1vos.

- La producc1on de ant1cuernos contra rotavirus
- El incremento de anticuerpos en 1a luz intestinal cono proteccidn -
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- Valoracidn de los anticuerpos administrados por via oral para pre-
venir 1a presentacidn de las enfermedades, ante retos cuantificados
conjuntamente con un grupo testigo,
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MATERIAL Y METODOS

Disefio Experimental

Para estudiar el efecto de la administracidn por via oral de an-
ticuerpos especificos contra rotavirus ante retos cuantificados del
agente patégeno en recién nacidos, se utilizaron tres camadas de le-
chones, cada camada se dividié en dos gruvos: uno experwmental ¥y uno
testigo.

A todos los animales experimentales se les administraron (fig, 1),
4 .g de inmunoglobulinas especificas contra rotavirus por via oral -
diarianente durante los cinco primeros dias de vida, dos horas des-
pués de la {l1tima toma se retiron con 5 ml de diarrea pos1t1va a ro-
tav1rus contenxendo 107 particulas virales nor ml,

ESQUEMA.DE DESAFIO

Dias de vida de los lechones

Camada 12345 678... el 27 28

1 a ITITIIR
b ----- R Observacién clinica y toma de muestra
2 a TITTIIR para investigar Tla presencia del virus
| R - en las heces

w
O o
L]
o
L}
L]

—

B~

= experimenta]_

testigo.

=‘adn.n1strac10n de 1nmunoglobu11nas ~
ﬁ-reto dos horas despues de la G1tima adnrn15trac16n de inmunoglobu-
11nas

';jr-au’ﬁl
]

Diariamente a partir de las 72 horas después del reto, se tomd -
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una muestra de heces a todos lTos lechones vara la 1dent1f1cac1on del
virus, ‘

A IMALES

Para la obtencién del suero hiperinmune, se utilizaron tres cer-
" dos de aproximadamente 60 Kg de neso, machos castrados de T1a raza -
yorkshire-landrace, provenientes de 1a Granja Experimental Porcina
Zapotitlan de la FMVZ de la UNAM, Estos cerdos fueron inmmunizados en
seis ocasiones administrando cada est1nuTo antiagénico con intervalo
‘de 15 dias entre cada uno; las dos pr1meras inmunizaciones fueron con
40 mg_de virus mis Adyuvante Completo de Freud en volimenes iguales y
‘en las GTtimas solo se utilizaron los 40 mg del virus, las aplicacio=-
nes fueron por via subcutanea detrds de la oreja cuando fueron con ad
.yuvante e intramuscular cuando fueron sin este. Siete dias deqnuos dp
‘la Gltima ap11cac1on los cerdos fueron 1levados al rastro donde se sa
~eérificaron vy la sangre fue colectada para la obtencidn del suero, el
" cual se reunid en un solo lote y .se precipitaron las inmunoglobulinas,
Tas cuales demostraron ser esnecificas en una prueba de inmunoeiectrg
foresis, donde se encuentra una banda nitida de precipitacidn, la que
“no existia antes del proceso de inmunizacion. Estas inmunoglobulinas
también tienen capacidad neutralizante, dado que cuando se.incuban -
4 mg/ml con 106 particulas virales por mililitro, d1sm1nuye el 50% de
-focos infecciosos.

B Para 1a obtencidn de los lechones, se utiiizaron tres: cerdas ‘ges
" tantes primerizas de ocho meses: de edad, hibridas de’ 1a raza yorksh1re
'-Iandrace. Estas cerdas fueron trasladadas siete d7as -antes del parto
2 de\la‘Granja'Experimental.Porcina Zapotitlan .al Departémento de Pro-
duéciﬁh"aninal"Cerdos. de 1a FMVZ de la UNAM. Se colocaron en aisla~
'm1entos individuales que prev1amente ‘fueron lavados con: Jabon y cep1—
110, después desinfectados con vapores de una mezcla de forna]deh1do

’con permanganato de potas1o.,



Los lechones hijos de la s cerdas se manejaron de la siguiente ma
nera, se atendieron los nartos y a los lechones se les colocé en una
-cama con fuente de calor en las lechoneras, a los tres dias de edad
se les aplicaron 200 mg de hierro a cada lechén por via intramuscu-
lar, Se permitio 1a lactancia libre y a partir del décimo dia se les
' ‘empez6'a'dar alimento concentrado. Las cerdas fueron alimentadas con
alimentos para lactantes y la cantidad fué en relacion con el tamafio
; de .1a camada, al finalizar el trabajo, estos animales fueron destina-

’ dqs para el abasto, Las camadas fueron en nlmero de 10, 10 y 8 res---
" pectivamente, los lechones nacieron con peso adecuado excepto uno de
';‘ ellos el cual murio de hipoglicemia, de tal manera‘que fina1mente.se '
~ trabajaron con 27 -animales. :

.. ADYUVANTE

, Para la inmunizacidon de los cerdos se utilizé Adyuvante Completo
de Freud 21 cual se prepard mezclando ochenta y cinco partes de acei-
~ te mineral mds quince partes de lanolina y cinco mg/ml de mycobacte--.

. ‘rium tuberculosis H 37 Rv -esterilizado en autoclave y 1iofilizado,

ANTIGENO

La:produccidn de antigeno suficiehte'para la inmunizacién de los
cerdos y el desafio de los Techones, 1 ml de rotavirus se multiplicd
“en cultivo celular de la linea MA-104 utilizando-ia. 51gu1ente técni--
,ca para su cultivo: Se utilizaron tres botellas BEP con una monocapa -
comp]etamente confluente de células MA-104, Se incubd el virus en un
’ ‘tubo Eppendorf estéril con tripsina 10 ug/m1 durante una hora a 37 °C,

La tr1p51na se d11uy6 a partir de una concentrac1on de 1% en Medio -~
<,M1n1mo Esencial (MEM) sin suero.fetal bovino (SFB), Desoués de lncu--
bar el virus se lavaron las botellas BEP dos veces con PBS posterIOr—
mente se infectd cada botella con 0.4 ml de} virus, se cerraron las - )
" 'botellas'y se incubaron durante una hora'a 37 °C, distribuyendose el
indculo cada 15 minutos sobre la capa { moviendo las botellas ), .a -~
continuacidn se aspird el indculo y se agregaron 3.ml de MEM, sin aprg'

- 14 -



tar la tapa de las botellas se incubaron a 37 °C y 5% de atmosfera de
€02, se observaron diariamente al microscopio nara ver el efecto cito
patico, a los 2-3 dias'y una vez que se observara“la lisis de las cé-
lulas por la replicacién viral en ellas se coseché el virus agitando

las botellas para el desprend1m1ento de las células vy nosteriormente

se aspird con vacio todo su contenido (16) ’

Con el virus obtenido se infectaron tres lechones recién nacidos
privados de calostro " cachados ", se colectd la diarrea de estos du-
rante tres dias, con una parte de ella se purificé el virus por el -
método descrito por Bishop et al (6), con el se inmunizaron a los --
‘cerdos. ‘La otra parte de 1a diarrea se conservé en congelacidn nara -
1a infeccidon de los lechones en la prueba del desafio.

Para determinar 21 nimero de narticulas virales se utilizd la -
técn1 de Microfocos ( 43 ).

OBTENCION DE LAS INMUNOGLOBULINAS -

Para la obtencion de las inmunoglobulinas se precipité el suero
con sulfato de amonio al 33% ( 5, se afiadid lentamente al suero en
agitacién, una solucidn saturada de sulfato de amonio con PH de 8, --
de tal -manera que al final el volﬂmen'aﬁadido fué la mitadtdel.tdtal
del suero, a continuacidén la mezcla se centrifugéva 7 000 G durante -
20 minutos a 4 °C, se elimind el sobrenadante, y el srecipitado se -

'resuspend1o en agua dest11ada, se volvid a agregar sulfato de amonio
v se centrlfugé nuevamente esto se ren1t1o hasta que el sobrenadante
fué’ ‘transparente. El precipitado obtenido finalmente se resusnend16 -
en solucién salina isotonica amortiguada con fosfatos de 0.01 4, PH -
de 7.4 (PBS). Po;ter1ormente;fue dializado contra 1a misma solucién - -
para eliminar el sulfato de amonio, esto se continué durante 4 dias,-
cambiando dos veces cada dia l1a solucién la cual estuvo en .agitacidn.
Una vez eliminado el sulfato de amonio las 1nmunoglobu11nas se conser

- varon en conge1ac1on hasta su ut11izac1on.

Identificacion de los anticuerpos.

- 15 -



Para la identificacién de los anticuernos producidos contra el
virus se raelizé la prueba de Inmunoelectroforesis, para e]?o.se san
graron a los cerdos el mismo dfa de cada inoculacién, el sangrado se
realizd en la vena marginal de la oreja y se extrajeron 5 ml. de san-
- gre por cerdo ésta se dejoé coagular a temperatura ambiente, se sepa-
ro el codgulo de las parédés‘de los tubos y posteriormente se mantu-
vd en refrigeracidn durante 12 horas a 4 °C, Tuego se elimind el cod
gulo y se centrifugd a 475 G durante 15 minutos a 4 °C para separar
;ellsuero. También se utilizaron inmunoglobulinas obten1das del san--
grado final para comprobar su funcionalidad, '

la técnica de -inmunoelectroforesis consiste en una electrofore-
sis inicial del .antigeno, utilizando agar al 1% en ‘una solucién amor
tiguadora de barbituratos 0.05 ¥, PH 8.6. E1 agar se disolvié por ebu
1licién en bafio marfa; va en forma 1iquida se colocé en portaobjetos
y se dejd gelificar, se prepnararon dos pozos y en ellos se coloco. el
" antigeno, una vez realizada . la electroforesis (dos horas a 1.5 mili-
- amperes), se horadé un canal en medio de los dos pozos ( a 6 mm apro
ximadamente de cada uno), y se colocd el suero posteriormente se dejo
difundir durante 24 horas en una camara himeda a temperatura ambiente,
‘a continuacién: las placas se colocaron en solucién salina 0.85%, PH-
de 7.4 realizindose tres cambios de 1a solucidon uno cada 24 horas, se-
dejo posteriormente en agua destilada durante dos horas. Para su tin
ftién las placas se secaron con papel filtro y se tifieron con solucién
.de negro de amido al 1% durante 15 minutos. Se retiré el exceso de co
- - Torante con agua destilada y después se agregé acido acétiqo al 1z,

‘ Para cuantificar los énticuerbos preﬁehtés en 1a Teche y calostro
. se. ut111zo 1a tecn1ca de H1crofocos ( 43 ).
ROTAFORESIS

Para 1a identificacidn .del virus en las heces de 1os lechones de
safiados, en el Instituto de Invest1gac10nes Biomédicas de 1a UNAM,-
.sé ha desarrollado una técnica de d1agn65tico. Ja cual se basa en la
identificacién 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
Tos cuatro primeros. '

Para el desarrollo de la técnica, en nueve tubos de ensaye se -
colocaron 0.4 ml de solucidn acuosa A (diluida 0.8 ml de sol. A 5 X-
en 3.6 ml de agua destilada) a un décimo tubo se le agregaron 0.2 --
ml de solucion A a los nueve primeros tubos se les agregaron una go-
ta {0.05 ml) de Ta rmuestra de heces, en caso de que tuviese una con-
sistencia sélida o semis6lida, se afiada una gota de suspencién di--
tuida al 50% en una solucidén fisiolSgica de cloruro de sodio (0.85).
Al décimo tubo se le adiciond 0.2 ml de control nesitivo, hecho esto
se agregaron a todos los tubos 0.2 ‘ml de solucién B, se agitaron vigg
rozarmente y se afladieron 0.2 ml. de cloroformo y se continud con la -
agitaci6n. Posteriormente se centrifugé_§'475 G durante 10 minutos -
‘a 4 °C, obteniendose dos fases y se tomaron tres gotas (0.05 m1) de-
la fase acuosa (superior) las cuales se colocaron en tubos limpios.

Se puso a fundir la solucidn C en bafic de agua hirviendo durante
15 minutos, se tomaron de ella 0.05 ml y se depositaron en cada uno-
de los 10 tubos manteniendolos a 60 °C en bafio maria. Con una pipeta
se colocaron las muestras en 1os pozos de la placa de noliacrilamida,
una’ vez solidificado el gel se pusoven la cdmara de electroforesis,-
de tal -manera que Tos pozos quedaran hacia la terminal negativa de -
" la camara y se agregaron 50 ml de solucion D (diluida 5 m) de sol. D
10.X en 45 ml de agua destilada). Una vez que el gel estaba totalmen
te cubierto por esta so]ucién se conectaron los electrodos'a una fuen
.te de poder a 150 v, hasta que el- co]orante hubiese. corr1do en forma
comp]eta. :

“Una vez terminada Tla electrofores1s, se colocéd el gel en reci--
'”ptente de. vidrio’ y se lavo durante 30 m1nutos con solucidén E {dilui-
A da 5 ml- de sol. 5,10 X en 45 ml de agua destilada). Despuds de reti-
. rar completamente 1a solucidn E se lavé el gel durante 30 minutos con
50 ml ‘de solucién F (dilufda 0.5 ml de sol."F 100 X en 50 ml de agua
destilada. posteribrmente se enjuagbd dos veces con agua destilada y-
se agregaron 50 ml de solucidn Gf(di1ufda'0;4 ml de sol. G 125 X en-
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50 ml1 de NaO4 al 3%). Al aparscer las bandas en el control positivo
_se retird la solucién G y se detuvo la reaccién con &cido acético -
al 1% '

- 18 =



- RESULTADOS

Respuesta de los ‘Techones-al reto.

Los tres lechones privados de calostro que se utilizaron pnara la
obtencion del virus utilizado en el reto de Yos animales convenc1ona
les, mostraron 20-36 horas después de la inoculacidn de 10 particu-
las virales; diarrea profusa, liquida amarillenta de olor suigéneris,
los animales se mostraron adindmicos sin embargo conservaron el ane-
tito, la duracién de la diarrea fué de 3 dias causG deshidratacion -

y posteriormente los animales se recﬁperaron, no‘se presentaron muer
tes sin embargo su desarrollo fué Tento en comparac1on con otros de-
su misma edad. '

- Las -tres camadas de lechones convencionales utilizadas en el pre
sente estudio por el contrario no mostraron signos de enfermedad, to
dos Tos animales antes y desnués del desafio se comportaron de mane-
ra normal, lactaron satisfactoriamente y 1legaron al término de la -
lactancia con un peso normal (figura 2), al no presentarse sintoma--
tologia en los ghimaTes,»después de 48 horas del desafio, se tomd --
una muestra de heces de cada una de los lechones y a cada muestra se ;
Te sometid a la prueba de rotaforesis, cuyos resultados: en los cua--
dros ‘1, 2, y 3 muestran que los animales experimentales excretaron -
»ei virus de manera irregular, mientras que los testigos. 1o hicieron-
de manera mds uniforme y prolongada, asimismo el tiempo que los ani-
males excretaron el virus fué s1gn1f1cat1vanente d1st1nto en el gru-
po exper1menta1 comparat1vamente con el grupo test1go, a las 72 horas
se detecta el virus: en’ el 14.2% de los animales exper1nenta1es, con-
tra un 84.6% en el grupo 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 partir ‘de ‘Tas 168 horas hasta Tas 240.no'r
. se. detecto la presenc1a del virus en las muestras de heces colecta-
das (graflca 1). : -
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados en este estudio demuestran que €1 virus es patdge
no aunque su virulencia aparentenente es baja en animales convenciona
les, dado que la dosis de 10 particulas virales causaron un cuadro -
clasico de diarrea en animales privados de calostro, .en cambio los a-
nimales convencionales que si lactaron fueron retados con 5x107 barti
culas virales y permanecieron normales. Es importante mencionar que -
en ruestras de heces provenientes de lechones de la Granja Experimen-
tal Porcina Zapotitlan de la FMVZ, se ha podido demoStréf el virus «-
por medio de rotaforesis, por 1o cual se pensd que en las cerdas uti-
lizadas en el estudio tuvieron anticuerpps en el calostro, y esto se
pudo corroborar utilizando la prueba de microfocos.

En los cerdos, 1a mayoria de los trabajos reportan que en anima-
les ‘gnotobiSticos se logra un 100% de morbilidad y arriba del 50% de
~mortalidad (45,49), 1o mismo sucede en los techones privados de calos
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 Gnico (21), y siempre -
se asocia con factores fisicos como humedad, frio, suciedad, ain en -
estas estas condiciones la morbilidad es baja (7,21), al igual que la
mortalidad. ’ -

" Aunque no se_pudo_reprodubir 1a enfermedad enbios ahimales con-- .
°vencibna1es. no ée'puede decir que sea por.pérﬁida de virulencia por -
‘mantener la.cepa viral en ¢u1tivo_ce1u1ar, puesto que el reto de los —
aqima]és se hizo con 5 ml de diarrea colectada de los;éerdqs privados
de calostro los cuales contenian 15 veces mds particu]as virales de 1a‘
-dosis de virus proveniente de cultivo con.el cual se reprodujo 1a en-
fermedad en 1os animales privados de ca1ostro.

' Es interesante entonces, el hecho de que el preéente tfabajo de-
muestra gue 1arpresencia de anticuerpos, ya sea en el calostro o.admi
“nistrados artificialmente, pueden prevenir la presentacidon.de la en-
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fermedad, esto es dado independientemente del isotipo, ya gue los an-
ticuerpos utilizados pertenecen a 1a clase Iqg5, '

Es innortante también, que los resultados muestran la presencia
del virus en forma irregular. lo cual puede deberse a reinfecciones-
de los lechones, dado que permanecieron en el mismo corral y entonces
se pudde teorizar que los animales se reinfectan en forma subclinica
pasando el virus de un animal a otro, de manera que la enfermedad pue
de’hécerse patente o desencadenarse una enidemia cuando se encuentra
una npblacidn suscentibleé, o bién se reiinan las condiciones ambienta -
‘les adecuadas para su desarrollo, Sin embargo hay quekhacer notar que -
Tos andlisis reélizados, no muestran al virus en ningun animal después
del séptimo dia, 1o cual implicaria que no quedan nortadores sanos -
aungue en este caso podemos discutir 13 sensibilidad de 1a prucka u-
tilizada. -

Con esto podemos concluir, que en los cerdos, la morbilidad de-
diarrea causada exclusivamente por rotavirus es baja (9, 21), el cua
“dro clinico descrito es ligero y repercute solamente en el incremen- .
to de peso o bien proporcidna.una via de entrada para la instalaciéh
de otros agentes patdgenos y que solo se registra mortalidad en ani-
males gnotobidéticos o bien Techones privados de calostro.
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Cuadro No. 1 Tiempo de eliminacidn .del rot&virus desnués de el desa-
fio en la camada 1

Horas- despues de1 desafio.

lechén 24 48 72_ 96 120 144 168 192 216 240

No. -
) i - - = L T
grupo 2 - = m e e -
experi- 3 ND ND = = o= a e
mental 4 - - i f S
1 + o~ = <L S -
2 4+ - - - - - -
grupo ND ND. . o '
testi- o : S AT = T B -
- 4 + .+ + + - = - -
go X ‘ . .
5 + + - - - - - -
ND' = no.detérminado

+
L

= positivo a rotavirus -
negativo a rotavirus
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Cuadro No. 2 -Tiempo de eliminacion del rotavirus después devel
desafio en la camada 2 -

Horas después del desafio

lechén 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

No. .

grupo 2 - e - - el e ad e
-'experi- 3 ND ND -~ - - - -
mental 4 - - - - e

5 - - - - -

5 - - - - -

1 + - + - - - -
grupo 2 ¢ - e ¥ e e e - -
‘testi- 3 WD ND +  + = - . o oo
go’ 4 - .- + - - - e -

. ND = no determinado

.
#

positivo a rotavirus -
negativo a rotavirus- . -
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Cuadro No. 3- Tiempo de eliminacién del rotavirus déspués de el
' "desafio en la camada 3 T =

Horas después del desafio

lechén 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

No. - -
L e e e e a e e
“grupo 2 + - U R T
. experi- .3 ND ND -~ - - - el = - -
mental 4 4 e = , - - e L
1 + = e = e =
grupo 2 7 + - - + - - - -

. testi- 3 CND ND o+ - - - o oL
©.go 4 W a4 oL e
:MD = no determinade . . . - IR T g

'+ = positivoa rotavirus o o0

negativo a rotavirus

a2



® 100 = 5 |
| . o Experimema\es
e S @® Testigos

.

(h)

420 -
TiempO

e heces positivas en 1a prueba de

re el grupo experimenta1 y
meros<5fdias, sinjembargo
observd 1a eliminacidn de '

1.~ Porciento de muestra§ d
a diferencia ent

rotaforesis. L

el testigo es obvia en los pri
el. tiempo Gltimo en el que se
rotavirus fué de & dfas en ambos gru

“grafica
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Figura 1.~ La administracién de 'las inmunoglobulinas
) y el reto se hicieron por via oral con la :
ayuda de una jeringa hipodermica. o
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.Figura 2.~ Los animales antes y después del reto
: con la diarrea se comportaron de mane-/
ra normal. '
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Figura 3.- Rotaforesis de diferentes muestras de
i heces 4 dias después del reto, se in-
cluyd un control positivo (cp).
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