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RESUMEN.

La diarrea es un signo de enfermedad muy importante para los humanos asf
como para los animales, cuya causa es multietioldgica, Los rotavirus son una de
las causas mds importantes de las diarreas infecciosas severas en nifos menores
de dos afios, asf como en los ammales jlvenes. -

Tumbién estdn involucrados en la produccién de infecciones subclinicas en
humanos y animales adultos, los efectos que producen estas infecciones asinto-
miticas a corto, medianoy largo plazo se desconocen, Se havenido observando
que las enfermedades de tipo gastrointestinal. causan pérdidas econdmicas
cousiderables, no tanto por la mortalidad que se presenta en la poblucion
animal, sino por la alta morbilidud que tiene, ya que esto implica la aplicacion

“de prograinas de sunidad tales como; medicacion, cuidados intensivos, asf como

de vacunacion, desparasitacidn y alimentacion. Entre otras condiciones de
manejo, lo mds importante es el tiempo de recuperacion de los animales
enfermos para llevarios hasta el peso ideal para su sacrificio y consumo.

Inicialmente, el estudio detallado del ciclo de infeccion viral de los rotavirus
humanos se desarrolid muy lentamente debido a la dificultad para propagarlos
"in vitro®, El éxito en la propagacién de estos virus resultd de la identificacion
de una lfneacelular permisiva para ellos denominada MA-104 (c€lulus de rifdn
de mono rhesus) asf como la utilizaci6n de tripsina, la cual favorece lu replica-
cion viral, presumiblemente esta Gitima circunstancia ocurre en el lumen mtcs-
mal durante la infeccion natural,

Este trabalo tuvo como fmalldad poner de manifiestola presencly del romvirus
en mucstras de materia fecal de ovmosy caprinos, ‘

Para levara cabo este trabajo, se hizo a deteccion directa def dcido nucleico

~ viral a partir de las muestras de materia fecal, mediante la observacién de los

patrones clectroforéucos caracteristicos que s¢ obtienen en geles de poliacrila-_
mida.. : ‘ o P

-

Las inuestras de materia fccal dc ovinos y caprinos’ provcmuon de Dolores

Estado de Guanajuato, Cuautitldn de Romero Rubio Estado de México'y
Apasco Estado de Hidalgo, Se colectaron un total de 100 muestras, 22 de las -
cuales erandiarreicas y provenfan de Cuautitidn e Hidalgo. A todas las muesiras

se les adiciond cloruro de calcio-a una concentracién finral de 1.5 mM. Se les
hizo Iy extraccion del RNA viral y el corrimiento electroforético para deterii-

i



nar el electroferotipo, asf como la inoculacidn én cultivos celulares. Las mues-
tras que dieron efecto citopético sugestivo de romwrus fueron también analiza-
das por electroforesis,

De las 100 muestras que se analizaron directamente por electroforesis cinco
mostraron electroferotipo caracteristico de rotavirus, Despuésde lainoculacién

en cultivos de células MA-104 cuatro muestras produjeron efecto citopético
(ECP) sugestivo de rotavirus 'y al analizarlas. por -electroforesis- esus cuatro
muestras presentaron el electroferotipo de rotavirus, Demostrando asf una

 correlacion entre el resultado de la electroforesis directa de la muestra fecal y

el aislamiento en cultivos de células MA-104, De esta manera se logré poner ¢ de

mamﬁesm la exlslencid del rolavirus enla materia fecal de los ovinos y cdprmos.



: ' Yomado de Melnick, J.1., Prog Med. Virol, 28: 208, 1962 .

INTRODUCCION,

ASPECTOS HISTORICOS DE LA ENFERMEDAD,

La gastroenteritis por rotavirus es una enfermedad relativamente nucva, con”

una distribucidn mundial, Se le ha identificado en E.U.A,, Holanda, Francia,
Inglaterra, Alemuma Rusia y Jupdn (3,12,18),

Al agente etiolégico se le did el nombre de rotavirus, porque ul observarlo al
microscopio electrdnico se encontrd que tiene una forma que asemejuba a las
ruedas de una carreta; del latin rota, rieda (12,18) Recientemente se aisld el

rotavirus en paises latinoumericanos como. Argemma. Chile, y Méxnco‘
(5:11,12,28). ‘

“El virus de lu diarrea de las terneras de Nebraskn (NCDV) fue el pnmero que

se aislé en 1971, El primer aislamiento de rotavirus en ovinos se realizd en
Escociaen 1976 (Snodgrussy col.; 1976). Posterionnente sereportd la presencia

*derotavirus en avinos en Irlanda del Norte, Japén, Francm. Inglaterta, Galesy -~ .
‘Africa, En Chile los rotavirus fucron aislados por primera vez en 1987, por :
; Rumirez yeol,a parur de heces de ovinos con diarrea (3 9 12,13,23).

‘ TAXONOMIA DEL VIRUS.

Inicialmente se les decribio como a los reovirus (reo-hke) segun l‘lewett and
" Wood, Poco después se propuso que los de origen humano y de ternera fueran

incluidos en lu familla Reoviridae, como un orbiviris, o como miembros de un

- grupo separado, proponiéndose el nombre de rotavnrus o duovirus (8 9, 12 18) '

Tablu 1.

C ———

" Tabla 1

Taxonomfa de Rotavirus

_ Familia__Reoviridae

Géneros  Rotavirus; virusde la diarren agud ade los recién uucndos
Reovirus; reovirus humano ;
Orbivirus; virus de lalengua azul yde la flebre por gurmpulds ‘
de Colorado




CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DEL VIRUS,

Sonvirus icosaédricos, desnudos, que prebeman una doble cfipside de protefnas
y un genoma segmentado de RNA de doble cadena (dsRNA) (3,4,18,21). Las
~rotavirus miden de 56 8 70 mm, 65 nm en promedio, Tienen un nuclcoc:ipsldc
hexagonal. Existen cinco tipos morfal6gicos pero los que tienen dable cdpside
son los infectantes, El virus se multiplica y madura en el citoplasma, por 1o que :
las células pueden presentar inclusiones eosmnfflicas.

las partfculas virales usugimente se  encuentrah en vesfculas del retfculo endo-
plasmico (12,15,18,21), Contienen RNA formado por once segmentos de doble
banda, las partculas completas contienen 9 componentes polipeptidicos con
pesas maleculares que varfan entre 14,000y 117,000 (12,17,18, 21 124,28,29),

Resisten el éter, cloroforno, fluorocarb(m, ya los solventes de Il|\))1dos, son
~ establesupH de3, Enlas heces se llegan a detectar tftulos virales de 107 viriones,

_Sobrevwen 9 meses a temperatura ambiente en la materia fecal y dnr.mte una
hora a 60°C (12,18,21),

- Lainmunoelectromicroscopfa y la eleclroforesis engeles de poliacnlnmida def .
- dsRNA viral han sido los métodos primarios de identificacion de I infeccion
por rotavirus, Los rotavirus fueron aisludos de muestras de materia fecal obie-
- nidade ganado con diarrea. Los virus fueron adaptadosy propagados en cultivos

de células MA-104 en presencm de 0.5 ug de lripsma por nnhl)lro
(5 IS 22,24,28). : ‘

En los ovinosel ranavirus se detectd porclmémdo de ELISAyse aislécn célul.u;
MA-104,2 parur de materia fecal en Chile, (1988) (11),

La cipside exicrior, liene una superflcic plana y comiene dos .mtl(,cnos que
participan en la neutralizacidn VP7 y VP4, La clpside interior, tiene una
superficie rugosa y contiene las proteinas esericiales (VP1,VP2) y la principal
protefna estructural VP6 (4,10,14), En funcion de las prolehm Vi6y VPT se
han claslflcado a los rotavirus de la manera mdxcadu enla 'l‘.nbla 2

Se ha demostrado yue el ensamble dc la doble cépside dcl rotuavirus puede ser
un proceso dependiente del calcio y de un pH alcaling (pH de 8 y SimM de
CaCl ) (25). Los rotavirus presentan la propiedad de hemaglutinacion (HA), ln -~
cual estd asaciada a la protefna VP4, Los rotavirus de simio y bovino iemaglu-
tinan con eritrocitos frescos de varios animales y esta reaccion no es afectads
por la activacion con tripsing, Los rotavirus ovinos aglutinun eritrocitos de pollo,
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“Tabla 2

Clasificacién de Rotavirus

[Clasificacién’

- “Humano

~~ Animal

| sola para Gpo.A)

Grupos
(determinados por VP6)

Subgrupos |
(determinados por VP6

Serotipos G

solo paza Gpo, A)

(determinados por VP, ©

moos>

1}
1+H

“nolynoll

1
2
3

7
8
9
- 10
1
12
13
14

4
5
6

+H4r
+4

-+ +WADMIT
4 +DSLS2.

+P

+ST3,VAI0

+ BY7,60M
% WI6L, K8
W

+126

4t
4
HE

++

+ o+ + ¥

. +>C60(p(.))""“f‘ |

+ C135(po).
++ SAll(sx)

RRV(si). -
ot Gouf(po)

+ OSU(po)

++UKRF, " |
NCDV(todosbo). ]

rcnp)

4 B223, 61A(ba)

+YM(po) -

+1338(eq)
~‘+FI2:3(cq)

*¢ = Ejemplos de cepas

| R—————. ——— e Pr s e Al | W5
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U. Dessetherper, Medical Virology, Vol, 3:15-21 (1993)

‘u b+ muv frecuente, + +I‘recucnlc, +raro, no dc(crminndo

*** po = porcino, si = simio, bo = buwno, p=pallo, jcq = equmo
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cob.nyo, conejo, humano (grupo O) y ovino; no aglutinan eritracitos de bovino,
equino, porcino, y caprino, Elmayor titulo hemaglutinante s obucnc envalores
de pH entre 6.5y 8.5; y éste no varfa al incubarse Ia reecion a 4°C037°Csegun
Makabe y col, 1985 (6,24), La mucina y las ghcoprmdnas pueden mhnbir la
replicacién vnml (32).

CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD.
OCURRENCIA 'Y TRANSMISION.

* Los rotavirus son de los principales ugentes eliol()gicos no bacterianos que

causan gastroenteritis en Ja mayorfa de las especies animales jovenes, incluyen- .
do al hombre, Es una enfermedad de distribucion mundial, infecciosa de tipo
recurrente cuya patogénesis se circunscribe al tracto digestivo y se maniﬁcsta
con el signo de dmrred (34,5,7,12,16,17,18,21,24,26,28).

Expenmemalmemc se ha demostrado que los rotavirus aisidos de algunas
cspecncs animales pueden infectar a otras, es frecuente la transmision intéres-
pecice, pero ésto nosucede-en todos los casos (7,12). La transmisién ocurre por
contacto directo con animales enfermos via oro-fecal o & través del personal o
de utensilios contaminados, con las heces dlarrélcas, yi quc se excretan gmndes
cantidades de virus (12,18,21 31) -

La diseminacion es muy'répida._l.os animales uduh'os pueden infectarse y no

manifestar sintomas quedando como ponndores y fuente de infeccion para los
animales jovenes, La’ excrecion de rotavirus puede ser desde las 12 horas
después de que el virus entro y durante la etapa de diarrey, e incluso varios dius“
después de la desapancidn de Ia misma (34,9,12,1821).

Experuncmalmeme ¢l perfodo de incubacion varfa entre 13 72 horas. Gene- Ll
ralimente. aparecen signos en las primieras. 96 horas de vida; en ocasiones la -

diarrea se puede presentar dentro de las primeras 12 horas dcspués del naci-
miento (12). Cuando la enfermedad es introducida pur primera vez dl hato
puede afectar a los animales de'todas las edudes ( 12,18,34).

MORBILIDAD YMORTALIDAD.

~ Cominmente la mortalidad es del 5% o menos, dependiendo de los factores

ambientales, gérmenes de asociacion y otros (12), La infeccion por rotavirus
estd caracterizada por uccesos repentinos de diarrei Mquida, con alta morbili-
dad, pero baju mortalidad si se mantiene al animal hidratado (3,7,9).



La mortdhdnd puedc ser hasm del 90-100%, en los animales recién nacidos
(2,12,19), B o

Segun House, J.A. 1978, cuando la infeccidn por rotavirus es inica la montatidad

es baja; pero al asociarse con E. coli, Coronawm.s, Salmonellap Cryplosponduun. :

puede llegar aser hasm del 95%.

PA 7'OGENESIS.

La infeccién se circunscribe al tracto digcsuvo, |d transmisnén iisualmente es

por vz oral, parece ser que se infecta primero la porcion proximal del intestino
- delgado, y de ahf progresa rdpido y distalmeite, Las célukis epiteliales de las
- vellosidades intestinales migran hacia la periferia del vello y se desprenden.

Estas células son reempldz.ldas por-células escomosas y cubmdales que co ntie- T

nen muy pocos viriones, si no es que ninguno (12,31)..

La diarrea se inicia cuando las vellosidades altemdas dela porcién proximul del

~ intestino se cubren con epitelio cuboidal escamoso, por lo que muy probable-
mente la diarrea resulta de la acumulacion de la leche parcialmente digeriday
de fluidos digestivos en el tubo intestinal, Lapobre absorcién es probablemente

ucasionada por la atrofia de las vellosidades. Si el rccmplnzo de las células no

ocurre r.’apidamenle, la situacion. serd mds propicia para que las bacterias. -
invadan la pared intestinal y lleguen al torrente circulatorio, Microscopicamen- -
tese observa acortamlenlodc las vellosnd.ldesdel Intestino dclgado (2 3 12 19) ‘

SIGNOS CLINICOS

En la primera empa se observa diarrea iquida dnmnllcnm 0 café-verdosa en-
ocasiones pucde ser poco s.mg,uim)lcnld o mucoide Y puede durarde 2 aldfas

(39 12),

Enlasegundaetapase observa pelo hirsuto, ojos hundidos, piel seca y arrugada,

diurrea profusayacuosa, los animates danta apariencia de que estdn aletargados
y hay depresion, regidn perianal sucia, tidlismo, comen lentamente, picrden el
apetito, hay deshidratacion, acidosis y posteriormente los animales toman la
posicién decibito lateral, puede haber hipoglicemla y disfuncién cardfaca; la
temperaturales sube a mds de 40°C y en esta etapa los animales pueden morir,

principaimente por deshidratacion y pérdida de clcclroluoscn combinacién cont

infecciones bacterianas secundarias,



Al perderdel 5 al 8% de su peso, habra depresi6n, al perder més del 15% de su
peso generalmente mueren. Algunas veces se recuperan, sobre todo cuando
tienen twlos elevadosde mmunog,lol)ulmds yenlos animales guese rccupcmn
se obseva rur.nso en Sy crecimiento (3,9,12),

INMUNIDAD.

Esta enferinedad suele presentarse con frecuencia en: 1) animales nacidos de

madres. muy jovenes con hajos niveles de innunidad, 2) cuando no maman
calostro ripidamente después denacer, 3) cuando nacen en unmedio ambiente

muy comammddo, 0 4) cuando estan bajo estrés o mdl manejo (12).

Los exmenes de distribucion de diferentes uxmcuerpos enlalechey cl Cdl()sll‘()

revelaron IgG como el tipo de amlcuerpos mas prcdommanlcs, seguidos de la
IgMe lgA (17,20). , L :

DIAGNOS’I‘ICO

El diagndstico estd basado en los signos clinicos y en las alteraciones anatomo-
patoldgicas. Indistintamente se requiere de un diagn6stico diferencial apoyado

enel laboratorio clinico, ya que diversos agcntes euolégncos pueden producnr

este sindrome (3,12,21,34),

" Las pruebas de apayo diagnostico que brinda el laboratorio.clinicoson; ELISA, -
fijucion de complemento, microscopfa electrénica, |nmun0ﬂuorcscencia ein-

munoclcurooﬁmoforcsis (4,12)16 28)

Otros mémdos de dlgnésuco mcluyen A mmunoelectroforesis. hcmuglumm- :

cién e inhibicion de la hemaglutinacion, que se basan en la deteccion de los

antfgenos de cdpside interna (VP6) o de cdpside externa (VP7, VP4). Otra
~ prueba es el andlisis electroforético del RNA viral (5,12,27,33). Se recomienda
porlo nienos utilizar dos tipos de pruehas diagnosticas no relacionadas, asf como

también hacer uso de los cultivos celulures (1,4,5,11,12,15,11,23, 27,33)

_ TRATAMIENTO.

El tratamiento es sintomdtico, consiste en prevenir la dLShldl’dldClOll acidosis

y toxemis, utilizando fluidos; electrolitos y antibiéticos (desde que principia la
enfermedad hasta que el animal pueda mamar), por administracion oral o

p.lrc.mer.nl esto uyudarﬂ i prevenir mfcccmncs haclermnas secundun.ns en



intestino, asl como complicuciones en el aparato respiratorio. Nose recomienda
aplicar corticosteroides, estimulantes ni anticolinérgicos (3,9,12).,

Dentro de lus medidas de manejo se incluye tener u los animales en tugares

secos, con temperatura y ventilacién adecuados; sedeben de limpiarlos corrales
- periddicamente y usar cama limpia y seca, En ranchos con buen cllmu. los

pastizales abicrtos son lo mds recomenduble (3,12).

CONTROL Y PROFILAXIS,

Es necesario establecer calendarios estrictos de vacunacion y en-un momento

~dado de desparasitacién, tener uncontrol efectivode limpieza delas instalacio-
nes, parideros con camas limpias y secus, de ser posible regulur |a temperatura -
-y la ventilacién junto con un manejo adecuado de alimentacion, Los recién

nacidos deben de recibir culostro de inmediato, o por lo menos durante la
primera hora de vida, éstoes especmlmeme importante en los animales nacidos

de madres jovenes y primerizas, se recomlendael pastizal abierto, de ser posible -
reemplazar a los animales ponadorcs asintométicos, ya que representan una -

posibllidad de infecciones persistentes dentro de la explotncién animal, con lo
que enfermdnén menos los becerros (3, 12) e

Vacunacidn, Existe una una vacuna viva atenuada (Scourvax-reo) de aplicacion

ordl elaborada en E.U.A. cepa modifica en cultivos celulares en el aio de 1973,

La utilizacidn de esta vacuna se recomienda con buenas medidas de manejoy
-~ debe ser aplicada en lus primeras horas de vida. Laefectividad de dichavacuna

ha mostrado resultados muy variables. La utilizacion de una vacuna se reco-

mienda solo cuando se ha demostrado que es necesaria. No es recomendable -
USHT UNA vacuny viva coitra una enfermednd que no ha Sld() dmgnostlcadu :

(3,12).
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~ OBJETIVO,

El nbjétiVo de este trabajo fue buscar la presencia de rotavirus en Ip§ ovin‘,os_' ‘

y.caprinos a'pur(ir de materia fecal, '
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METAS:

1.+ Detectar directamente en la materia fecal la-presencia de rotavirus por.
- electroforesis, - : ( S o

2.- Aislar el rotavirus de lo materia fecal por inoculacién en cultivos celulares, -

3.- Wentificar el virus producido en cultivos éelulhrcs por electrofaresis.
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" MATERIAL Y METODOS:

MATERIAL: -

botellas de vidrio para cultivo de células de 40 cm?

frascos de boca ancha para desechos
placas de 6 pozos (Nunclon)
placas de 96 pozos (Nunclon)

" tubos eppendorf

matriz Kitazato de 100 ml

'nllcroplpems de 20,100,200 y l()OO/:I(GlLSON) :

ca]as de Petri de 20 cm de dlamctm v

' pipetas Pasteur:

campana de flujo laminar (Filtracion Claymon) -
pipetcadores automdticos (Pipel-md)

. microscapio invertido
_estufa himeda con atmésfera parcul de COz 37°C

autoclave
horno bacteriol6gico
vortex con aduptador

~ potencidémetro

bomba de vacio

equipo de electroforesis
congelador de -20 C
congelador de -70° C

congelador de - 150° C

MATERIAL mommco:

Muestras fecales;- Se:colectaron 100 muestras de materia fecal de ovinosy
caprinos, 30 de ellus proveman de launidad de produccion agropecuaria de Iy
Facultad de Estudios Supenores Cuautitlan; de las cuales el 209 eran diarrej-
cas, 30 muestras provenian de Dolores Guanajuato, todas de aspecto normal y
las 40 restantes provenieron de Apasco Hidalgo, de éstas el 40% eran diurreicas.

Las edades de los animales oscilaron desde recién nucidos a cinco meses, y se
les consider6 comolactamesylos mayores sl afio de edad se les consldcré como

adultos,



Linea celular MA-104.- Es una linea diploide de células de'rifion fetal de‘n‘mno )
rhesus. Proporcionada por el Labomu)rlo de Vlrolog,fa de la Escuela Nacionul»

de Ciencias Biologicas.

Rotavirus de simio (SA-11) ATCC VR-899, Cep.n dislnda de una muestru de

hisopo rectal de mono sano Cc.rcoparhccm aelluops Ilamadn vervel,

'sowcmuhs

Parala prepamcn()n de soluciones se uullzuron reactivos de. ldS marcas SIGMA ‘
‘(l) JT.BAKER, (2) MERCK (3)..

SOLUCION DE VERSENO ALO.05%.

versenato desodioEDTAG) . 05p

solucion de PBS (A) 10X ‘ L 1000 ml

" agua destilada aforar a " O 10000ml
. hidroxido de sodlo ) lN ajustar pH 47() ‘ .

sowcnon DETRIPSINA AL2.5% -
solucion A de PBS (10X) - T 1000ml

agua destilada S o 9000ml
tripsina 1:250 (DIFCO) . - : Co 28 Og B
hidroxido de sodio ( 2) IN ajustar pll 4 o RN 7. E
rojo de fenol al 1% (1) ; v 05 mI'
SOLUCION DE PBS (A) 10X ‘
cloruro de sodio NaCl (2) S - 800g.
cloruro de potasioKCl (2) 20g
fosfato dibésico de sodio (2) N.lel’O«a 20 . 118 [l
fosfato monobésico de potasio (2) KH2PQ4 - e 208
agua destilada afornr a. o : 1000.0m

SOLUCION DE I’ENICILINA EST! RLI’I’OMICINA (l’l S) 100000 Ul/ml y
100,000 geg/m) respectivainente '

. penicilina G (sal s6dicn) el l.()()0.000UI‘(SSA)‘

sulfato de estreptomicina ‘ ~10g(SSA) -

agua destilada ‘ L 10.0m)




BICARBONATO DE SODIO AL 44%

bicarbonato de sodio (2) NaHCO3 dog

rojo de fenol al 0.1% (1) : o 05mb
agua destilada ‘ 1000.0 ml

bicxido de carbono sélido (hielo seco) ugimr constantemente para ujust.lr el

‘pHa7173

'SOLUCION DE SDS 6% EDTA 36mM Y f-MERCAPTOETANOL 0.6%

dodecil sulfato de sodio (2) (SDS) - o o 60g
etilen diamino tetrascetato (2) (EDTA) . 185
f-mercaptoetanol (1) ‘ - 06ml

n:,uadcsul.xdu . : 1000 mit:

‘ REGULADOR TRIS 1.5M pH 88

izmabase(l) S s16g
ajustarel pH 8.8 conHCIAN = I
agua destilada cbp L ‘ : 100.0 mt

REGULADOR TRIS 0.5 M pH 68

‘lriz‘ma‘bﬂse(l) o : S 6.0ig
-ajustar el pH 6.8 con HCIIN - ‘

agua destilada cbp SR | 000m

REGULADOR DE CORRIMIENTO TRIS-GLICINA(4X)

" trizma base (1) TR g

ghicina (3) : B 8T

‘dguadcsulada cbp o S 250.0ml

s kACRlLAMIDA 30%, BIS-ACRILAMIDA 0. 8%

acrilamidi (1) = _ o 00g.

bis-acrilamida (1) C : S 8g |

- agua destilada cbp : o 100.0 m!

14
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AZUL DE BROMOFENOL AL 0.2% EN GLICEROL AL 50% EN REGU-

LADOR DE CORRIMIENTO, ‘
azul de‘bmmofenol 1) : " 0 02
glicerol al 50% ¢n regulador (3): S - 100 ml
* NITRATO DE PLATA 0.011 M R o
nitrato de plata(l)(AgNOs) - . D : 046
agua destilada cbp _ e S 2500ml
* CLOROFORMO ALCOHOLISOAMILICO 251
doroformo(2) l o 240ml
~alcohol isoamilico (2) ST S 0ml

; ‘PERSULFATO DE AMONIO AL 10%

persulfalodeamomo(Z) o e “0lg -
aguadestilada : " Lo 10ml
"SOLUCION DETEMED ' Et

N N, N N' tetmmenleulendlamma CH N (-

: FBNOL DESTILADO SATURADO

femol() s00g
. aguadestilada -~ B ~200ml
8hidroxiqumo|una(2) SRR SR : 2OSg e

: saturar con'Tris 1M pH 8 V/V (tod'\ la noche en refngemclén) descchar I.l pane .
acuosa y adicionar 'l‘ns 0.1M VIV agitar lmsta tener un pH al6 o e

SOLUCION FIJADORA -

elandl al 10% en {nci‘do acttico al 0.5% @ :

e SOLUCION RLDUCTORA

L L e e st

) hidréxido de sodio al0.75 Men formaldeh[do ul 01M (2)
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SOLUCION PARA DETENER LA REACCION DEL REVELADO
dcido ncélicQ al1%Q2)
MEDIOS DE CULTIVO

’Purn los cultivos celulares se utiliz Medio Minimo Esencml (IOX) de Eagle
- (MEM) (In Vitro) y suero feral de bovino (GlBCO)

MEDIO DE CRECIMIEN’I‘O PARA CELULAS MA l04

Medio MEM (1X) con 10% de suero _feml de ternera adicionado de (.11% de

 bicarbonato de sodio 100 Ul/ml de penicilinn y l()O;tg/mlde estreptomici'na :

: MEDIO DE MANTENIMIENTO PARA LAS DILUCIONES DEL ROT A ‘ N
- VIRUS SA-11-

* Medio MEM (lX) con ()Sug/ml de tripsina adlclonado con0,11% de bicarbo S

nato de sodio 100 Ul/ml de pcmcnmay 100 ug/ml de estreptomxcma

MEDIO DE MANT ENlMIEN’I OCON TRlPSINA PARA I’ROPAGACION' ;

DEL ROTAVIRUS

Medio MEM (lX) con lﬁug/ml de tripsina adlclonado con 0. 11% de hicarho '

nato de sodio 100 Ul/ml de pemmlma y 100 myml de eslreplomlcma

c METODOS
* ‘I’ROPAGACION Y SUBCULT lVO CELULAR
Las células MA-104 se propagaron a partir de un cnolubo que contenfa dlch.ls |
célulusy que pcrmanecf.m congeladus enun tunque con nitmgeno |fquidu dumi
: lempermum de -196°C ,

Dlsg‘rcgnci(m cclulur

1.- Se elimind el medio de la bmella con crecumenlo cclular c()nﬂuemc por I.\ :

cira opuesta a la monocapd

- Se-adicionuron 1 5 ml de solucion tnpsinn—vcraeno dejandu actuar s()lm. I

cupn celular por 10 segundos.




‘3. Se climind lusolucion de tripsini-verseno por lacara opucsta alamonocapa,

4.- Se repitieron los pusos No, 2y 3 dejando actuar la tripsing residval por 10
segundos, (la capa celular se tornd opaca, aproxlmadameule deSa10 mm.
,37 ’C) se observamu las célulus al mlcroscopm

5. Sedicronde2al golpes en los costados de la botella de manera quc la c.\pd
de células se desprendiera de su soporte,

6. Se agregaron dedadSmlde mcdm de crecimiento y se homogenelz() pnr
pipeteo suave, ‘

7. Se dlsmbuyo la suspensuén anterior en dos 0 més bmcll.ns dc culuvo.
guurdando unarelacion de superﬁcie, con respectoal cultivo ongmal

8.- Seagrepd a cada botellala cantidad de mediode crecmucnlo necemriu p.lr.\
conservar la relacion fluido- gas, 1i8. ‘

9.-Se¢ homogeneizo y etiquetd c.ad.n botella (tlpo de células, ninero de p.nse y
fecha) e incub6 en estufa bacteriol6gica en posicion honzunml #:37°C con

‘ almésfem p.nrcmi de CO2.

I’ROPAGAC!ON DEL ROTAVIRUS SA-11 . |

1:- Se incubé el virus durante una hora a 37°C con'una conccmmmén final de .

10 /4gl ml de tripsina,

© 2. Alfinal del perfodo de incubacién, seelxmméelmcdlodcIdscélul.ns MA- 104 o

oy se luvaron lres veces con medio de mantemmlemo (MM)

. 3 Seelimind el medno de mamemmlemo yse mfcclamn l.\s célul&s con 0 | ml‘
de rolavnrus SA-11 (10* DICT solml) : e ‘

4~ Sedejo adsorber el virus durante una horaa 37“C enuna .nm()sfcra p.nrcmlv o

de CO2 ul 5%.
5 Se adncnon() el medio de mnmenim:ento pdm romvnrm
6. Se incub6 u37°C en almésfem parcml de 0(¢07) lwsla fa up.nrlcl(m del efu.l()

' “citopdtico, cuando éste fue del 80 al-90%, se proccd|6 a la cosecha del virus
medlanle tres ciclos de congcluclén y descongelau(m '
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7.-Se tom6 una muestra para titular el virus y otra para prueba de esterilidad,
el resto del volumen se dismbuy() en alicuotas de 1 ml en criotubos y se
congel.nmn a-70°Cy- 196 C para utilizarlo como testigo viral posmvo.

TITULACION DEL VIRUS I’OR EL.METODO DE DOSlS INFECT lVA
PARA CULTIVOS DE TEHDO AL 50% (DICT'so %) .

Lacepa del virus SA-11 antes de usarlo como tesugo s titulé por el método de

- Reedy Muench, por lo cual se utilizo la siguicme metodologa:

1.- La monocapa celular se disgregé pur el métado amenormeme descrito, De
donde se tomd una alicuota para contar las células en una camara de Neubduer,
se ajustd la suspension a 200, 0()0 células por mnhlnro.

2.- Se colocaron 0.1 ml de la suspcnsmn celular en cada uno de los pozos de lu :
microplaca, :

3.- Se etiquetd la microplaca (tipo de células nimero de | pase, fecha), e incub6

a 37°C en atmésfera parcial de CO2 al 5% con una humedad relauva. hasta
obtener una monocapa conﬂueme en cada pozo. ,

4.-Setratdun mnlilitro de rotavirus SA-11 con mpsinu auna concemracnén fm.nl
de l()ﬂg/ml incubandolo a 37°C duramc una hora :

5.~ Al final de la mcubacién se hicieron dllucnones déclmnles désde‘lo hasta
IO8 en medio de mantenimiento con tripsina al 0.5 ug/ml para obtener un,

volumen final de 2 ml por cada dilucidn,

6.- Se elimin el medno de la uucroplaca y se I.nv() la monocapa con medm de'
‘ mantenimnemo

7.- Se inocularon ocho pozos con 10041 de cada dilucién, s¢ mcluyeron tesligos '
" celulares "NEGATIVOS"y testigos vlralt.s "I’Obn lVOS" ‘

‘ 8 Se incubo la lmcroplucu ] 37°C en .mn()sferu purcml de COz 0l 5%. Se
~observé diariamiente al microscopio y se anotaron los pozos que prcsem.xron‘ '

ECP hasta que novariaron los resultados.

18
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TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

1.- A las cien muestras de materia fecal colectada se les hizo una dilucién al 209
con regulador PBS frio, se agitaron vigorosamente para homogeneizar,

2- Se dejaron sedimentar en baio de hielo, para transferir el sobrenadante a

" un tubo de centrifuga de 15 ml, se cemrifugaron a2500 rpm por 30 min,

3- Alos sobrcn.lddntessc les agrcg,() penicilina 1000 Ul/ml es(replomlcma 1000
pg/mly mlcml.ufn al-0, 1% por cada mililitro dc muestra,

" 4, Se dejaron reposar una hora a temperatura ambiente y se cemnfugaron 4

3000 rpm por 20 min,

- 5. Sesepararonlos sobrcnddamesen tubos eppendorf, para infectar los cultivm :

celulares, o guardarlos en congelaclén (-20°C) hasta su uso.

, INOCULACION DE LOS CULT IVOS CELULARES

- 1.~ Las muestras tratadas recibieron lrlpsind a una concentracion flnul de 10
, yg/mlyse incubaron una hora a37°C. ‘ ‘

2 Se eliminé el mcdlo de crecimiento de las plums de seis pnzos con crecn-‘ ‘
miento celular confluente, se lavaron tres veces con medin de mantcmmlcmo

y se infectarnn con las muestras trat.ldas con tripsina,
3-Se dejaron adsorber las muestras durame 30 min a37°C.

4,-Seagregaron 3 ml medinde muntemmnemo COn tripsina & una concentracion

final de 0. pug/ml por pozo y se incub a 37°C en atmosfera parcial de CO2; se

observaron diariamente, hasta la aparicién del efecto citopdtico caracterfstico

derotavirus, Se procedio & cosechar el virus de las muestras que dieron elefecto.

citopdtico positivo, mediante congelacion y descongelucmn para su pastcrmr
fitulacion y cormmcmo eluctroforetlco.

'EXTRACCION DEL RNA VIRAL PARA ANALIbIS

ELEC] ROI ORETICO.

1.- De cadauna de las cien muestras de materia fecal se mmaron 0. 5 ml en tubos.

Eppendorf;
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2.-Se ugregaron a cada tubo Eppendorf(.1 mi desolucidnde SDS al 6%, EDTA
JomM y f-mercaptoetanol al 0.6%.

3.- Se agitaron vigomsameme en el vortex 60 seg, .

4.- Se adiciond 0.5 ml de fenol saturado yse agllamn en el vortex 60 segyse
centrifugaron por urios segundos, -

5.-Se separd la fase acuosade la orgdnica conuna plpeta Pusteur yse lesagregd
0.5 ml de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 25; 1 Se agnuron enel
vortex por unos segundos, ‘

6.- Se centnfugaron pam separar la fuse facuosa de In fase argdnica. El paso
anterior se puede repetir con la fmnlidad dc limpiar la fase acuosu lo mejor‘ :

,posible

- 1-Se guardaron‘la's fases acuosas a-20°C hasta su é@rrimi'ehid gh gel: :
PREPARACION DEL GEL SELLADOR, | |

~ Paralassiguientes metk)dologfné fue necesario ﬁsar gupﬁtesdéséch‘nblgs‘y hiélof
1-Enun tubu de 13x 1000 de‘ hemdlisis, se col0c6 lrml dé agua de“s‘tiluda‘.

2 Se agregd 1 ml de solucnén de Acnlamidd Blsacrildmlda

-3.-Se adiciond liyl de solucién dc TEMED mis S(M de pcrsulfato de dlnonio ‘ 1

ul 10% y se agitd, -

4.- Inmediatamente se sell6 el montaje del equipn de eleclroforem quo quedé‘

llslo para recibir al gel de polincrilamida.

: PREPARAC!ON DEL GEL ESPACIADOR DE. POLlACRILAMlDA

AL 10%.

" |.-‘Eu un matraz Kitasato se agregéS ml de ugUa dcstilada. :

2-Se adiciond 5 m de regulddor 'l ris 1, 5 MpH 8. 8.

' 3 Se ugreg()3 4 mil de solucidn de Acnlumlda al 30% - Bisucnlamnda al 0.8%.

2
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4.- Se homogeiteizd y elimin6 el aire por medio de una bomba de vacio.

3.- Se agregaron 7 de persulfato de amonio al 10%.

6.- Finalmente se adu[onaron lS/tl de TEMED y se deposité la mezcla entre

los vidrios del equipo de electroforesis hasta pohmenz.nr

PREPARACION DI:L GEL CONCENTRADOR DE I’OLIACRILAMIDA
ALS% ‘

1.- En un matraz Kitasato se colocaron 4.66 ml de agua destilada,

2-8e agregaron 25 ml de rcgulador Tris 0SMpH68

08%.

4.- Se homogeneizé Iy mezela yse ellmmd el aire por mcdm de una bomba de :
vucio durante § min '

o S Se agrcgumn S()pl de persulfato de amonio nl 10%.

6.- Finalmente se adicionaron 1541 de soluclén de TEMED yse coloco encnmu‘ =
del gel espucnador. ¢l cuial prevlnmeme habfa pohmerizado : ‘

1. Inmedldwmcme se coloc() el peme para lus muestras ( umes de que el gel

pollmerice )

PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y CONDICIONES DE

: CORRIMIENTO

, l Se colocé el gel en el equipode electroforesns. se lienaron las c.’lm.nrus con .

regulador dc corrimiento Tris- glicmd

2.-Se lomarou de cada muestra 40 1 de‘ylu fasc'ac‘uosﬁ que contiene el RNA

- viraly se les adicionaron 10u1 de la mezclu licerol-azul de bromofenol. - -

* 3.~ Se colocaron los 5041 de Ja mezcla anterior én los carriles del gel,
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. 4,- Se conectaron los elcctrodos ysecorri6la electroforcsns a20mA (corncme

constante )y voliaje abierto, husta que las muestras lleg.non al gel espucmdor,
en aproximadamente unos 15 min,

5.- Se aumentd la corricnte a 40 mA y sedejé h‘asté Que saliera el colorante.

6.~ Se quité lacorriente eléctricay se sac6 el gel para el revelado,

REVELADO DEL GEL FOR TINCION CON NITRATO DE PLATA.

1-En cajas de petri dc 20em de didmetro se sumergieron Jos geles dunmle 30 o

mm enla soluclén fijadora (emnol al 20% en acldo acétlco al 1%)

2.-'Se decamé la soluclén anterior y se lnvaron Ios geles tres veces con agua.

destlluda

3-8e adlcion() la soluci6n de nitrato de plma 0 011 Myse dcjé durante 30 mlnf o

en agitacion, protegnendo delaluz,

4.- Se lavaron los geles tres veces con agua destilada,

5-Se agreg() fa sohucion reduciora ( ludroxldo desodio0.75M en formaldeh(do B
CalOIN hasta Ja aparicion de bundas del RNA viral,”

6. Se ellmin() la solucidon anterior y sc Ies agreg() dcido acéuco .\I 1% para’ "

detener 1a reaccign,
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RESULTADOS,

El titulo del virus SA-11 utilizado como testigo fuc de 106'025 DICTs /ml

El origen y las caracterfsticas de las muestras fecales utilizadas en el desarrollo
de este trabajo se presentan en la Tabla 3.

'Inbla 3
I’rocedencla y caracterfsticas de las mueslrns fecales

No. de Muestras® Procedencia Aspectode la Muestra

‘ : Diarreica -~ Normal
N FES Cughutitldn 6 ou

30 Dolores Hidulgo, | - a0

Gto, o R ' '

40 Apaseo,Hgo. | 16 3

Total 100 -

i e A

! deovinos y caprinos

De las cien muestras procesadas para andlisis electroforético cinco de ellas
(muestras No. 6, 25, 30, 92, 95) mostraron el patron electroforético caracterfs-
tico de rotavirus, el cual consistio en la presencia de 11 bandas dist’ribuidas‘an
tres grupos en el gelde poliacrilamida, ésto se observ.n en la Figura 1,

~ Despues de hu)culadas las clen muestras en cultivos celulures unlc.unenle
cuutro de ellas (nuestras No. 6,25, 30 y 5) produjeron €l efecto citopdtico
sugestivo de rotavirus, "efecto bandera”, De ‘estos lisudos celulires se extrajo el-

RNA viral pura ser analizado por electroforesis, y.se pudo comprobar una vez

mds la presesiciu del ratavirus, con un patrén electroforético similar ol observa- -
doen la extraccidn directa de la muestra fecal, esto se muestra enla Figura 2,

De las cinco muestrus que fueron positivas por electroforesis directamente de
la muestra fecal, s6lo cuatro de ellas fucmn positivas en cultivos celulures (ver

Tablas4y$),
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. - Tabla 4 ’
Deteccidn de Rotavirus en muestras de materia fecal de ovinos y caprinos
Muestra Aspectode Rotavirus
fecal |Procedencia| = Edad  |las muestras 1
LJ : 7 electroferotipo® ECP** |
6 | FES.C | Lactante D A
25 | FEsC | Lactante D + 4
3 | FESC | Adlo | D .|+
92 ‘Hidalgo | Lactame "D + .
95 | Hidigo | Lectame | D . T

*Deleccion de RNA por clectroforesis en muestia focal - _
**Deleccion de Rotavirus por ECP encultivos de células MA-104 infectadas
con muesira fecal : ‘

{D =Diarrea; ECP= Efecto Citopélico; FES-C = FES-Cuaulitlén

“Tabla §.

: Comparacién de resullados: = =
Deteccién de Rotavitus por electroforesis y aislamiento

Muestra fecal |Electroferotipoen| ECP en cultivos | Electroferotipoen]
_# lamuestra fecal celulares | lisados celulares
6 4 4 4+
25 + + +
30 + + +
92 + . .
95 + + . 4+
26
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DISCUSION.

Se colectaron cien muestras de materia fecal de ovinos y caprinos, 30 de ellas -

provenfan de la unidad de produccion pecuaria de la Facultad de Estudios

© Superiores Cuautitién, En este Iugar se tiene un sistema de explotacién de tipo
extensivo, en el cual el manejo de los animales se caracteriza por pastoreo

diurno de aproximadamente 6 a 8 horas de duracién con encierro nocturno, con

una densidad de poblacién por animal de 60 ecm , agua a libre acceso, con

suplementacién alimenticia con forraje y algo de alimento balanceado, Las

 instalactones son adecuadas en base a las diferentes etapas de desarrollo de Ios

animales,

La finalidad principal en este tipo de explotacién esla produccidn de carney de
algunos derivados como la leche, pero esto,principalmente en cabras, Existen
antecedentes de casos de enfermedad de tipo entérico que cursan cominmente
condiarrea, conuna morbilidadalta y su mayor incidencia enlos meses de ljuvia

y frfo (informacién obtenida en la misma unidad de produccion pecuaria de la .
Facultad de Medicina Veterinaria). El muestreo enesta explotacion fue de tipo-

dirigido obteniéndose un 20% de muestras diarreicas deeste Iugur.

‘De Dolores Hidalgo estado de Gunnajualo se colectaron un total de 30 mues- -

tras, las cuales eran de caracterfsticas normales (no diarreicas). En este lugar se
lHeva un sistema de explotacion de tipo extensivo con instalaciones muy risticas
(tipo traspatio), se tiene un manejo de pastoreo diurno con encierro nocturno,
se desconoce la densidad de poblacién por animal, La finalidad de produccion
estd encaminuda al abasto de carne, No se tienen reportes de enfermedades de
tipoentéricoen la zona, El tipo de muestreo utilizado en este lugar fue dc tipo

- aleatorlo,

De Apusco estado de Hidalgu se colectaron 40 muestras bajo un muestreo de
tipo dirigido, de las cuales se uvo un 40% de muestras diarriecas, El sistema de
explotaci6n también es de tipo extensivo, con un mancjo muy similar al que se
lleva enla unidad de produccién pecuariade laFacultad de Veterinaria, la Gnica

diferencia es en el tipo de instaluciones, ya que en Apasco son de manufactura -

ristica, Se tienen reportes de problemas entéricos que cursan con diarrea,
ademés de que existe laasociacion con otrosgermenes principalmente coccidias
(Moreno, B. 1995 comunicacién personal), Segun Sanford (1991), ¢s probable
que los rotavirus estén asociados a otros agentes causantes de diarrea ya sean
bacterias o pardsitos, como la asaciacion de Cryptosporidium-rotavirus:
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Enlas explotaciones con sistema de producci6n extensiva, la ordefia no es muy
:mpondnte, por lo que se les permite a las madres amamantar a sus crios todo

el tiempo Gue sea posible, por tal raz6n no se manejan destetes tempranos, lo -

que permite que los animales reciban una proteccién muy importante a traves
de los anticuerpos que les proporciona la madre y que lo van a defender de

muchas infecciones, sobre todo en esas etapas en el cual su sistema inmune no’

funciona al 6ptimo. Por otro lado, segun Woode (1978) menciona que la
habilidad para absorber los anticuerpos calostrales en los recién nacidos se
pierdea las 24 horas,

Se consideraron dos grupos de edades: lactantes todos aguellos quc van desde -

un dfa-de nacidos hasta los 8 meses de edad y adultos, todos los mayores de 8

meses de edud. La mayorfa de lus muestrus que fueron colecmd.ns provenieron

de ovinos y caprinos jovenes (lactantes).

En este trabajo se ertcontré la presencia de rotavirus mediante la téenica de
electroforesis en 5 muestras de un total de 22 muestras diarreicus, En 78
muestras ro diarreicas no se detectd rolavirus, dato que concuerda con lo
reportado por Berrios y col., (1988) quienes establecieron la asociacion entre
presencia de rotavirus y dmrrca, principalmente en los animales jovenes,lo que
apoya el alto riesgo de transmisiony la recurrencia frecuente de la enfermedad
y sobre todo con .una mayor incidencia en épocas de lluvia 'y frio; Se tienen
repaortes con presentacion epidémica en los meses frios del ano,

Enlos pal’ses subdesarrollados conclimas troplcules osubtroplcales se muntiene

endémica todo ¢) aito (10 a 209 de incldencia) con plcos enjulioy dnciembre,
hasta del 50% sobre todoen lactumes.

Segun Cohen y col,, (1979); Ready y col., (1988) delermmuron que el calcio
confiere esmhnhdad ula cépside externa de los rotavirus, lo que permite que
- éstos permanezcan potencialmente activos por mucho tiempo en la materia

fecal. Por tal motivo, después de recolectar lus muestras se les adicion6. una:

solucion de cloruro de calclo para obtener una concentracion final de 1.5 mM,
y utilizarlo ‘para intentar el aislamiento del virus en el sistema de células
MA-104; ‘ B

La mayor frecuencia de rotavirus fue encontradaen la unidad de produccion

pecuaria de ovinos y caprinos de la Facultad de estudios Superiores Cuautitlan,

(3 de 30 muestras) seguida de Apasco estado de Hidalgo (2 de 40 muestras).
Todas las muestras de Dolores Hidalgo estado de Guunajuum fueron negativas
a la deteccidn de rotavirus,
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El aislamiento en cultivos celulares, asf como el andlisis electroforético, son
métodos adecuados para el estudio y dmgnésuco de los rotavirus, o partir de
muestras de materia fecal de los ovinos y capnnos El hacer un diagnéstico

- oportuno por cualquiera de estos métodos, permite establecer programas es-

trictos de control y profilaxis, lo que ayudarfa a disminuir la incidencia y
prevalencia del rotavirus en las explotaciones de produccién pecuaria de ovinos
y caprinos, Ademds los rotavirus son considerados como una de los principales
causantes de problemas entéricos con presencia de diarrea en los animales
jovenes (Flewett, T., Woode, G.,1978; McNulty, M., 1978; Flewett and Babiuk
1984; Kapnkian.Aand Chanock, 1990). g

El establecer programas estrictos para el manejo de los animales, con instala-
ciones adecuadas para su explotacién, permitirfa una reduccion de las perdidas -
econfmicas causadas principalmente por las enfermedades de tipo entérico,
segun Twichaus (1974); y Hause (1978), que a su vez se reflejarfa una dismini-

cién enloscostos de produccion, Estametodologfatambién puedeser utilizada

para fines de investigacién y del estudio de algunas caracterfsticas fisico-quimi-
cas del rotavirus, asf como para estudiar su comportamiento bioldgico durante -
la propagacion encultivos de las células MA-104 y asf de alguna maneraelaborar

*_ 0 encontrar.una sustancia que tenga propiedades antivirales, 6 elaborar una

vacuna (Bubiuk, et al., 1985; Estes and Cohen, 1989).

Para el desarrollo de este trabajo se utiliz6 como testigo el rotavirus SA-11, el
cual se propagé en cultivos confluentes de células MA-104 y se tituld por el
método de Reed y Muench, obteniendose un titulo viral de 10%
DICTs0%/ml, El utilizar el virus SA-11 como testigo. permitié determinar el
efectocitopdtico (ECP) tfpico del rotavirus, conocido como"efecto bandera” en
las células MA-104, asf como el patrénelectroforético caracterfstico del mismo,
segun estudios hechos por Matherbe, H: et al., (1967); Ward, R.; Lopez, S,
(1985) y poder hacer la comparacién con ¢l material de las muestras. '

- La inoculacién de las muestras fecales en cultlvos de células MA 104 confluen- o i

tes fue-uno de los métodos utilizados para abservar el ECP caracteristico que
producen los rotavirus, ésto permitié determinar la existencia de los mismos, .
Se observé que cuatro de cien muestras (4/100 = 4%) produjeron ECP suges-
tivo del lamado efecto bandera, estas muestras que fueron positivas . eran
diarreicas y provenian de ovinosy caprinos lactantes. Es importante definir que
el efecto bandera, s el desprendimiento de algunas de las células de la mono-

capa celular, quedando éstas adheridas a actimulos de células muertas y por

enconirarse en un medio liquido, dan la apariencia de inoverse como banderas,
Las muestras que no presentaron este tipo de efecta citopdtico se reporiiron
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como negativas. En algunas de estas muestras se observé la formacion de

grumos y alargamiento de algunas de las células de la monocapa celular, esto
. pudodeberse ala loxictdad dada por la misma materia fecal, :

Alos lisados celulares que dieron ECP caraclerfsuco de rotavirus, se les hizo la
extracci6n del RNA viral, y fue analizado por ¢l método electroforético en geles
de poliacrilamida, encontrando el electroferotipo tfpico del rotavirus, muy

similar al observado directamente de la muestra fecal. Al realizar la deteccion

del rotavirus mediante la demostraci6n del genoma viral extraido directamente
“de cada una de las cien muestras fecales, obtuvimos como resultado que cinco

de cien muestras (5/100 = 5%) dieron un patrén electroforético muy similaral

de rotavirus SA-11, estas cinco muestras eran diarreicas y provenian de ovinos
y caprinos Iaclantes, s6lo una de eslas cinco muestras era de un animal adulto
el cual falleci6.

Considerando los resultades abtenidos en este trabajo podemos decir que se
demostré la presencia del rotavirus en cinco de veintidos: muestras(5/22 =

22.7%) diarreicas, las cuales provinieron de ovinos y caprines lactantes, lo que -
concuerda con lo demostrade por Snodgrass (1976) con una alta incidencia del
rotavirus en enfermedades entéricas en los ovines y caprinos javenes. De estas:

cinco muestras que presentaronel rotavirus, fue posible alslar el virus en cualro
de ellas, por inoculacion en cultives celulares.

Unode los resultados obtenidosyque esinteresante resaltar, és elhaberlogrado -
el aislamiento del virus en cultivos celulares, en cuatro de las veintidos muestras
diarreicas (4/22 = 18.1%) lo que nos indica Que en las heces habfa virus

infeccioso (Berrios y col,, 1988). por lo que el riesgo de transmision puede ser
muy alto,

La electroforesis del RNA viral muestra que el genonm segmemado migra en
nueve bandas visibles, siendo la bunda siete proporcionalmente mds intensa en

- relacion a las otras, Estos once segmentas se agrupan en tres grupos de acuerdo
“a su movilidad eleciroforética en geles de polmcnlnmida (Babiuk, y col., I985 ‘

Estes y Cohen, 1989).
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~ CONCLUSIONES:

- La presencia del rotavirus se logré evidenciar directamente en la materia fecal

de 5 muestras (5/100) de ovinos y caprinos por el andlisis del‘electmfe‘rotipo.‘

- Elrotavirus se delecto unicamente en muestras diariéicas (522),

Por aislamiento en cultivos celulares e identificacion del electroferotipo en
lisados celulares se demostré la presencia del rotavirus infeccioso en cuatrode

las cinco muestras que mosiraron rotavirus por extraccion directa,

. Con Ios resultados que obtuvimos en nuestro ll’abdj() podemos decir que el
. mayor éxitode aislamiento de rotavirus fue a partir de muestras dlarreicas yque
_ provenfan de ammales laclantes. ‘
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