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RESUMEN

La técnica de electroforesis en poliacrilamida {(PAGE) se ha utilizado en la deteccion del
genoma de Rotavirus en heces para fines de diagnostico en vanas especies amimales Esta
metodologia debe ser adaplada a las condiciones de lrabajb en cada laboratorio por lo gue «l
objetivo del presente trabajo fue el estandarizar la técnica de PAGE paru el diagnostico de
Rotavirus en caprinos dentro de la Facultad de Estudios Superiores Cuautnlan. Se wtilizaron
muestras positivas de heces de humano y caprino , asi como cultivos virales de la cepa SA-
11 de Rotavirus de simio, siguiéndose y modificandose dos técnicas previamente descritas
para su aplicacion en humanos. Se logro estandarizar la técnica de PAGE para ser utilizada
en muestras de heces de cabras, adaptandola a las condiciones de la Unidad de Invesugacion
Multidisciplinaria en 1a FESC. reduciendo el costo de proceso y demostrando 1a utilidad de
algunos de los reactivos empleados.

Después de estandarizar la técnica se hizo la evaluacion. durante tres afos, de un
haio de cabras en las diversas etapas productivas, trabajandose un total de 191 muestras Del
total de las muesiras: el 87 (45.5%) se obtuvieron de cabritos. 40 {20 o) de cabras
jovenes de remplazo y 64 (33 5%) de cabras adulias las cuales se 1omaron eatre seplientbre
de 1994 a marzo de 1995 en tanto que un segundo periodo de muestreo se reahizo entre
enero y abril de 1997. Del proceso de las muestras mediante PAGE. los resultados
mostraron que 1as 191 muestras resultaron negativas a rotavirus. Tres muesiras presentaron
un patron de corrimiento bisegmentado. lo cual sugiere que pudiera trmarse mas bien a ks

presencia de un Picobirnavirus o algun otro material.




INTRODUCCION

a} Epizootiologia de las enfermedades entericas.

Las enfermedades infecciosas en animales y en humanos, continian siendo la mayor
causa de muerte y pérdidas econdmicas a nivel mundial, la investigacion en esta area ha
sido muy amplia, especialmente para fos cuadros de diarrea, que ocupan el primer lugar en
frecuencia en paises subdesarrollados,  seguidos de los problemas respiratorios, En la
década de los cincuenta, diferentes investigadores encontraron en los humanos cuadros
diarreicos que no eran producidos por bacterias & parasitos, logrando demostrar la
presencia de virus, { Garcia y col., 1986).

Para que un virus produzca infecciones intestinales, se deben conjuntar ciertas
propiedades, tales como un mecanismo de transmision que le asegure sobrevivir en el
ambiente hasta ser ingerido, resistencia a la accion de los jugos gastricos en su paso por el
estomago y a las sales biliares en el duodeno para asi llegar a las células blanco intestinales
susceptibles al mismo. (Soler, 1984)

En 1953 Stanley y colaboradores describieron un virus de la Hepatoencethalomielitis
(HEV), ¢! cual fue aislado de muestras de heces de nifios. Posteriormente un agente . con las
mismas caracleristicas, presentd un efecto citopatico muy notorio en cultivo celular de rinon
de mono, estableciendo un criterio para relacionarlo con un grupo diferente a los demas
enterovirus al cual denominaron ECHO 10 ; sin embargo no podia ser parte de esta familia,
ya que el agente era de mayor tamaito siendo cepas altamente patdgenas para ratones recién
nacidos, por lo tanto en 1959 Sabin sugirid que los virus ECHO 10 fueran clasificados en
" un nuevo grupo llamado Reovirus, ‘Virus huérfanos respiratorios entericos” En los afos
1960, Adams y Kraft reportaron la presencia de un virus de la diarrea epizootica de ratones
neonatos y pocos afios después Matherber y col. aistaron, a partir de primates no humanos.
un virus al que denominaron SA-11 por las iniciates de ‘Simian Agent” (Fields y col, 1985).
En 1973 Bishop describe el primer Rotavirus humano asociado a diarrea severa en intanies.
posteriormente Middleton en 1974, utilizando el microscopio electrénico (ME}, reporto la
presencia de particulas virales en biopsias de duodeno de nifios con diarrea infecciosa aguda
(DIA) que median 65 a 75 nm.

En la actualidad existen reportes de que algunos virus pueden ser la causa primaria
de diarrea aguda en los recién nacidos, en las diversas especies de animales. Asociados a
cuadros diarreicos se han encontrado una gran variedad de entre ellos a los Rotavirus.
Coronavirus, Parvovirus, Astrovirus. agentes Norwalk y Adenovirny entre otros, (Blood ¥
col, 1984). Como se ha podido notar, los Rotavirus afectan tanto a  humanos como
animales, se puede decir que afectan a todas las especies y experimentalmente se ha
demostrado que los Rotavirus aislados de una especie animal pueden infectar a otras. pero
esto no sucede en todos los casos. (Valdespino y col., 1994; Correa. 1980)

Estudios epizooticos realizados en ovinos en : Francia e Inglaterra, asi como de
datos preliminares obtenidos en México . indican que ¢l 29% de las muertes en etapas
neonatales son asociadas a cuadros diarreicos, ocurriendo principalmente en el primer mes
de vida y al momento del destete, (Tértora 1986)




Existen pocos reportes de la presencia de Rotavirus en los caprinos, en el cuadro
siguiente se resumen los principal

Scott y col Diagnostico por M.E,
Rotavirus
1979 Durham y col Rotavirus y Coronavirus en

diversas especies, una
positiva en cabritos

1988 Ivanoe Seroprevatencia de Rotavirus :
Italia en cabras y borregos

1993 Mufioz y eol Seropositividad al grupo A
Esparia en cabritos, adultos negativos

1994 Dacosta y col : Aislamiento y caracterizacion

de un Rotavirus caprino !

1994 Kaminjolo v col Seguimiento de un brote

Trinidad mediante aglutinacion en

latex a partir de las heces
entran el grupo A

1995 Mufidz y col ediante ELISA demuestra
: Espaiia el grupo B
Utilizan electroforésis

M.E. Microscopia electronica
ELISA .- Inmuno ensayos ligados a enzimas

Resultados de un estudio realizado por House en 1978, indicaron que cuando el
Rotavirus se presenté como unico agente etioldgico tuvo un promedio de 3% de mortalidad.
el coronavirus de un 30%, Escherichia .coli de 50% y Salmonella spp de un 0%, pero si
se juntzn dos agentes como Rotavirus y £ colf la mortalidad se incrementa hasta un 35%
En los casos en donde hay tres agentes involucrados, como Rotavirus  coronavirus y - 1.,
«coli la mortalidad tiende a alcanzar hasta un 90 - 95 % y las perdidas economicas puede
alcanzar millones de délares (House, 1978; Correa, 1980)

La infeccion por Rotavirus es factible encontrarla tanto en huwinanos como en
anirnales coexistiendo mediante estudios géneticos y serologia se ha encontrado una estrecha
relacion entre los Rotavirus humanos y de animales { Urasawa y col, 1992, Estes M.K,
1996},

Existen reportes de la deteccidn del antigeno de Roravirus en secreciones
respiratorias de nifios con neumonia y se han aislado de la orotaringe de mifos con
problemas de vias respiratorias altas, antes de iniciar el cuadro diarreico, lo que hace
suponer la transmision por medio de particulas en aerosoles explicando el aumento de esta
presentaron en los meses frios,(Rev.Biomedica Vol.4.,1993), hay otros autores que
mencionan que en México los casos de diarrea por Rotavirus se observan durante todo el
afio con incremento en otoiio{Valdespino y col., 1994).




En cuanto a los daios que causa este agente a la produccion animal se ha observado
que afecta mas a largo plazo, como la pérdida de peso y retardo en el crecimiento de los
animales, resultado un mayor costo en la produccion, en cuanto a la mortalidad se apoya la
idea que en animales de estas caracteristicas se invierte menos si se muere que al estar
pagando tratamiento, aunque la mortalidad causada por Rotavirus es muy baja (Kurham y
col., 1979}

b) Caracteristicas generales de los Rotavirus

Los Rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae | la cual se caracteriza por virus de
un tamafio aproximado a 70- 80 nm , con capacidad de producir efecto citopatico (ECP)
con inclusiones intracitoplasmaticas en cultivos de tejidos de mono, presentar patogenicidad
para ratones recién nacidos pero no en adultos y hemoaglutinacion de eritrocitos tipo O
humano, tienen ARN de doble hélice. La familia esta constituida por 6 géneros: Reovirus,
Orbivirus y Rotavirus para vertebrados, Cypovirus para insectos, Phytoreovirus y Fijivirus
para plantas. (Fields y col., 1985)***

Los Rotavirus son viriones desnudos con doble capside, de forma icosaédricas, su genoma
se presente, dividido en 11 segmentos pequeios de ARN de doble cadena con un peso
molecular 12 a 20 x 10 * Da. (Porlefield, 1989). se identifican numerandolos del | al 1!
desde la parte superior del corrimiento electroforético (mayor peso molecutar) hacia el
inferior (Fields y col 1997).

El término ‘Rota” proviene del latin que significa rueda, por su apariencia en el M E.
La particula viral completa mide 65 a 75 nm de diametro, esta formado de una capside
externa, una capside interna y un core o centro. Cuando pierde la capside externa mide 35 a
65 nm, quedando solamente el centro que encierra al genoma viral,

El género de los Rotavirus ha sido clasificado en serogrupos A, B. C. D. F. G y H,
subgrupos 1 y II, dados por la proteina de la capside, VPO, serotipos P por VP4 y G. Por
VP7 y en electroferotipos segun patron corto y largo por el corrimiento electroforético del
ARN. (Mohanty y col., 1983; Fields y col.,1985; Garcia, 1986; Porlerfield. 1989)

Las proteinas virales son de dos tipos: las estructurales, que se encuentran formando
las particulas virales y las no estructurales, que solo se localizan en células infectadas por el
Rotavirus. Se sabe que hay seis proteinas estructurales denominadas VP, VP2, VP3 VP4,
VP6 y VP7 que son las que forman las particulas virales completas, de estas, la VP4 tiene
actividad de hemagiutinina, es fraccionada en el intestino por la accion de la tripsina en
VPS y VP8, con lo cual se favorece la infectividad de los virus en la mucosa intestinal;
siendo estas ultimas las responsable de la union al enterocito (Soler. 1994, Fields, 1985
Garcia, 1986).

La VP7 es una glicoproteina codificada por los segmentos 7, 8 & 9 dependiendo de la
cepa viral, se encuentra en el exterior del virus y es la proteina mas abundante en wdos los
Rotavirus, ademas, induce anticuerpos neutralizantes que definen el serotipo de la cepa. El
segmento 6 del genoma coedifica a la VP6 que es fa proteina  de la capside interna la cual
mantiene la conformacion y organizacion det core, es altamente antigénica e inmunogénica,
por io cual en ella se basa la identificacion por anticuerpos, clasificando al virus en los
grupos A B.C.DEF.GyH.




El segmento | codifica a la proteina VP1, presenia cierto grado de actividad de ARN
polimerasa . El segmento 2 codifica la proteina VP2, esta proteina tiene como funcién la de
reunir al ARN de doble cadena para el ensamble viral, por lo que juega un papel importante
en la morfogénesis del virus. La VP3 es codificada por el seymento 3 y es la proteina
estructural de menor peso molecular.(Garcia y col., 1996; Soler, 1994)

En cuanto a las proteinas no estructurales se han descrito cinco denominadas NS53,
NS33, NS34, NS28 y NS26 segiin su peso molecular.

En el cuadro No.t se resumen algunas de las caracteristicas de las proteinas
codificadas en el genoma de los Rotavirus.

Se conocen 7 grupos: A, B, C, D, E. F Gy H de los cuales el A. B y C se
encuentran tanto en humanos como en animales, mientras que los grupos D, E. F y G solo
se han encontrado en los dltimos ( Alvarez G.V., 1990; Mufioz y col.. 1995, Garcia, 1996,
Soler, 1994)

Los Rotavirus del grupo A son los mas estudiados y estan claramente
involucrados en los casos de gastroenteritis infantil. Los del grupo B se han encontrado en
casos esporddicos y durante epidemias severas de gastroenteritis en adultos en china.
Finalmente los del grupo C se han asociado También con casos esporadicos y brotes de
diarrea en nifios y animales. (Alvarez G.V., 1990)




CUADRO No.1
GENOMA DE 1.OS ROTAVIRUS Y SUS PRODUCTOS

SEGMENTO PROTEINA PESO MOLEC., MODIFICACION  %EN  CARACTERISTICAS

¥ N’ DE POST- EL
AMINOACIDO TRADUCCIONAL VIRUS
1 124,847 - - 20 Forma el centro del
(1,088) vinon
2 VP2 102,847 Miristilada 15.0  Forma el centro del
(880) virion, Union a ARN
3 VP3 98,120 -- 0.5 Forma el centro del
(835) virion
4 VP4 86,782 Rompimiento 1.5 Localizada en la
(776} en:VP5(529aa) capside externa
VPB8(247aa} hemaglutinina, antigeno
neutralizable
Virulencia restriccion a
multiplicarse en cultivo
5 NS53 58,654 -- -- Ligeramente basi ca.
(491) Probablemen-
te participa en
replicacion
VPG 44816 Mirstilada 51 Se encuentra en la
6 (397) capside interna,
Trimero. Se requiere
para la transcripcion.
Antigeno no
neutralizable de grupo
Ay de subgrupo
7 NS34 34,600 -- -
(313
8 NS835 33,633 - - Posiblemente participa
(317) en replicacion
9 VP7 37,368 Giicosilada 30 Antigeno neulra-
lizable Especiti-
cidad de seroupo
.Localizada en la
capside externa
10 NS20 20,290 Glicosilada - Panticipa en la
(175) origina NS28 morfogénesis
i1 NS26 21,725 Fosforilada -- Rica en serina y
(198) treonina. Posiblemente

estructural.

(Alvarez G.V,1990)




Los Rotavitus tipo A se clasifican mediante anticuerpos monoclonales en dos
subgrupos llamados T y Il . La diferencia entre ambos subgrupos estd asociada con la
estructura de la proteina VPG de la capside interna. (Garcia y col., 1996, Soler. 1994)

Se conocen dos serotipos {lamados G y P, que se diferencian entre si mediante
anticuerpos neutralizantes. El serotipo G se denomina con esa letra en referencia a la
naturaleza glicoproteica de VP7 que es donde residen los epitopos responsables **, a la
fecha se han identificado 14 serotipos G. La VP4 es la otra proteina de capside externa y
aunque €5 menos abundante que VP7, también induce la produccion de anticuerpos
necutralizantes. Actualmente se han caracterizado por lo menos 5 serotipos P: PI1A, PIB, P2,
P3 y P4 denominados asi por ser VP4 sensible al rompimiento por proteasas, PI1A, PIB, P3
y P4 estin asociados con cepas causantes de infecciones sintomaticas y el P2 con
infecciones asintomaticas. (Gracia y col., 1996; Soler, 1994)

Los serotipos actualmente se determinan Gnicamente por bloqueo de la infectividad
viral con - anticuerpos monoclonales anti-VP7, o por ensayos inmunoenzimalicos
directamente ¢n la materia fecal, pero debido a que VP4 también puede inducir anticuerpos
neutralizantes habra que considerarla inclusive determinante de los serotipos. Es inminente
la preparacion de sueros policlonales para clasificar las cepas en serotipos tomando en
cuenta tanto VP4 como VP7. (Alvarez G. V., 1990}

c) Métodos de diagndstico
La signologia en los animales afectados por Rotavirus es muy parecida a la
provocada por otros agentes entéricos, por lo tanto no se puede deterninar la presencia de
estos con ¢l diagnostico clinico, por lo que es necesario apoyarse en diferentes técnicas de
laboratorio para Ja deteccion del virus como son:
1.- Microscopia electronica (ME)
2.- Inmunomicroscopia electronica (IME})
3.- Ensayos inmunoenzimaticos {(ELISA)
4.- Aglutinacion en latex (AL)
5.- Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
6.- Electroforésis en geles de poliacrilamida {PAGE)

Estos métodos han sido aplicados primordialmente en medicina humana y
ocasionalmente en el area veterinaria, fitndamentalmente por el alto costo (M .E . IME. PCR}
o bien por que al estar basados en reacciones antigeno anticuerpo . detectan solo algunos de
los serogrupos implicados ( ELISA , AL).

Las técnicas de electroforésis tienen algunas ventajas como sun ¢l no ser infuidas
por el serogrupo, son rapidas (aproximadamente 2 horas). son sensibles, detectando 10 ° -
10" particulas virales/ml de heces. ( Alvarez M., 1982; Valdespino. 1994; Garcia, 1996}, v
su especificidad es alta. Sin embargo la técnica es moderadamente costosa v ha sido
estandarizada principalmente para su aplicacion en medicina humana, en cerdos y cn
bovinos.




Inicialmente los métados electroforéticos se desarrollaron en agarosa, pero los geles
de poliacrilamida han demostrado sus ventajas practicas. A pesar de su aplicacion en otras
especies, en la actualidad no se han estandarizado estos geles para el diagnostico en los
pequefios rumiantes, en particular las cabras, ademas de que algunos de los reactivos
requeridos en la técnica deben ser de alta pureza con el consiguiente aumento en su costo.

d) Bases para el desarrollo de la técnica de PAGE

Desde 1807 el fisico Fedinand F. Reuss, inicid el desarrollo de las técnicas de
migracion de particulas coloidales en un campo eléctrico; siendo este ¢l origen de la
electroforesis, sin éste método hubiese sido méas complicado separar o purificar las proteinas
y acidos nucleicos (Merril y col., 1987). Durante los afios 30's, el bioguimico Tisselius
demostrd las bondades de esta técnica para la separacién de proteinas (Rosas. 1997; Espejo.
1978); posteriormente , la electroforesis se ha utilizado para el corrimiento de otras
moléculas cargadas como los acidos nucleicos, primero el ADN y posteriormente el ARN.
Siempre, es necesario contemplar aspectos técnicos particulares importantes como el buffer
de corrimiento, con un pH adecuado a las cargas de las moléculas para su separacion
(Williams B., 1981), el ARN es de carga negativa por lo que se utiliza un pH de 8.5. Asi
mismo el soporte mas adecuado en este caso ha sido la poliacrilamida. Felder en 1986,
menciona que s un material muy versatil y Otil para el anilisis y separacion de
macromoléculas, ademds que tienen la ventaja de ser inerte eléctricamente, permitiendo asi
el mas facil paso dela corriente.

Se mencionarin brevemente algunos puntos importantes ha considerar en esta
técnica . El soporte es una malla formada por la acrilamida que es un monoémero y la N.N
metilbisacrilamida como enlazante transversal. Esta polimerizacién es inducida por los
radicales libres que resultan de la descomposicion quimica del persulfato de amonio. Siendo
estabilizados los radicales libres por el NN.N.N tetrametiletilendiamine (TEMED). {Rosas
Flores, 1997). En la Figura No.| se representan estas uniones.




' FIGURA Nol ‘
FORMA EN QUE SE REALIZA LA REACCION DE POLIMERIZACION DE LA
ACRILAMIDA Y BISACRILAMIDA

T
H.C=C-C-NH; + (CHy=C-C-NH ), CH,

acrilamida metitbisacrilamida

S; 03 Fpersulfato

/ 280, (radical sulfato libre}
|

CONH, CONH,

-CHrLH-CHz-ICH- CH2-|CH

CO?'H
CQZ

CONH

CH:-C;VI- CH;-CHZHZ-CH

CONH, CONH,

La separacion sobre geles de acrilamida-bisacrilamida tienen como ventaja que el
tamaiio del poro puede controlarse en funcion de la concentracion utilizada de acrilamida-
bisacrilamida.(Nopal. T.,1984) .

Existen geles en condiciones desnaturalizantes y en condiciones nativas. Un uel en
condiciones desnaturatizantes, es aquel en que a la muestra se le agrega un reducior. comu
el B- mercaptoetanol o ditrotreital (DTT). Tanto los amortiguadores, como la mezela de la
poliacrilamida, contiene el detergente anidnico, Dodecil Sulfato de Sodiv (SDS) ¢l cual le
confiere una carga negativa suficiente a la macromolécula (Rosas Flores M M. W97}




OBJETIVOS

1.- Estandarizar, dentro de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud Animal de
la FESC, la técnica de PAGE para la deteccion det Rotavirus en heces de caprino.

2.- Detectar la presencia del genoma viral caracteristico de Rotavirus, en heces de caprinos
provenientes de diferentes etapas productivas en un hato.
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MATERIAL Y METODOS

Material Biologico
a).-Muestras Virales:

Para la realizacion del trabajo se utilizaron tas siguientes muestras: una muestra de
heces positiva a Rotavirus y un extracto de heces positiva a Rotavirus ambas obienidas a
partir de dos personas diferentes y proporcionadas por el Enstituto Nacional de Diagnostico
y Referencia Epidemiologica (INDRE). Asi mismo se empled una muestra de heces de
caprino positiva a Rotavirus , obtenida del hato del Rancho Cuatro Milpas UNAM  Donada
por Ayanegui A, A,

También fue utilizada una cepa de Rotavirus de simio cepa (SA11) ATCC VT- 899.
aistada de una muestra de mono (Cercopithecus aethiop.) proporcionada por el Laboratorio
de Virologia de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas I[PN.(ENCB).

Equipo

1.- Microcentrifuga Costar Mod. 10

2.- Vortex Costar Mixer.

3.- Cémara horizontal para electroforesis Mini Protean - Bio Rad.
4.- Fuente de poder 1000 500 100/ 120 v Bio- Rad.

5.- Platina caliente

b} Estandarizacion de la técnica de electroforesis en PAGE.

Se utilizaron las muestras de heces provenientes de humano y de cabra a las cuales
previamente se les confirmo la presencia de Rotavirus, la cepa del virus SA-1] y cinco
muestras de heces provenientes de los caprinos en estudio,

Para ia extraccion del gendma viral mediante SDS, B-mercaptoetanol y EDTA (5ol
de lisis} y con Fenol saturado, se realizaron las siguientes modificaciones.

Experimento |.- se emplearon las soluciones de lisis preparadas de acuerdo a ENCB { Sol
de lisis 1} y al INDRE (Sol. de lisis 2) ( ver apéndice).

Experimento 2.- El feno! saturado se preparod con tres marcas de fenol © Monterrey, JTBaker
y Merck ; preparandolos y utilizandolos de acuerdo a la técnica de la ENCB.

Experimento 3 .- Se utilizd fenol de la marca Merck y se vario el pH durante el proceso de
saturacion a 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0 y el resto del proceso se hizo de acuerdo a 1a técnica
empleada en ENCB.




Experimento 4.- Durante este ensayo se modificaron las concentraciones de la solucién de
lisis , del fenol saturado y de la solucion de fenol-cloroformo; para lo cual se empled la
solucién de lisis N°2 | el fenol (Merck) a pH de 7.0 , la sol. de fenol cloroformo (ver
apéndice) y. se siguid el procedimiento descrito por la ENCB, de acuerdo al Cuadro N° 2.
Experimento 5.- Se utilizaron de Sol. de lisis N°1, 200 ul de Fenol (Merck . pH=7.0) y 200
ul de cloroformo (JT Baker)

TABLA No. 2
DIVERSAS CANTIDADES DE REACTIVOS APLICADOS A LA MUESTRA
POSITIVA DE HECES PROVENIENTE DE UN HUMANO

TRATAMIENTO { SOL. DE LISIS N°I FENOL CLOROFORMO-
() (ul) FENOL
(ph)

1 50 100 NA

2 50 NA 100 - 100

3 400 100 NA

4 400 NA 100 -i00

S* INDRE . INDRE INDRE

6 200 200 NA

7 400 200 NA

8 50 NA 200 - 200

9 100 NA 200 -- 200

*Consistio en una muestra de materia fecal positiva a Rotavirus provenienie dé humano.
previamente extraida bajo las condiciones del Instituto de Diagnostico y Referencia
Epidemiologica (EINDRE).

NA - No se aplicd

-

Deteccion del genoma viral a partir de las muestras de caprinos.

Todo el trabajo fue realizado en el Laboratorio Multidisciplinario de Salud Animai,
FES-Cuautitlan. A cada una de la muestras obtenidas se les sometié a extraccion del ARN
viral, se utilizé una combinacion de las técnicas descritas en el manual del Laboralorno de
Virologia de la Escuela de Ciencias Biologicas del L.P.N, y del manual de Diagnostico v
Tipificacion de Rotavirus del [nstituto Nacional de Diagnostico y Referencia
Epidemiolégicos INDRE, con algunas modificaciones de la manera siguiente:




l.- En tubos Eppendorf se colocaron 0.2m! de cada una de las muestras de excremento

2.- Después se agregaron 200 ul de la solucion de Lisis (SDS 6%, EDTA 36mM y B-
mercaptoetanol 0.6%)

3.- Se agit6 vigorosamente en el Vortex durante 60 seg.

4.- Posteriormente se adicionaron 200 pl de fenol saturado y se agitaron en el Vortex
durante 60 seg.

5.~ Se adicionaron 200 pi de cloroformo y se agitaron durante 60 seg.

6.- Se centrifugd por espacio de 10 minutos a 10,000 r.p.m. para separar |a fase acuosa de la
fase organica. E! paso anterior se repitid con la finalidad de limpiar la fase acuosa lo mejor
posible,

7.- Se separd la fase acuosa y se conservo a -20°C hasta su corrimiento electrotorético.

Posteriormente se realizo propiamente la electroforesis de las muestras en gel de
Poliacrilamida (PAGE), utilizando el virus SALI;

Preparacion del gel espaciador de poliacrilamida al 10%:

1.- En un vaso de precipitado de 20 ml se agregaron 2.0 mi de agua desionizada

2.- Se adicionaron 0.87 wl de regulador trisal 1.5M a pH 8.8

3.- Se agregaron 0.59 ml de solucion de acrilamida y bis-acrilamida y se homoyeneizo.

4.- En seguida se agregaron 60 ul de persutfato de amonio.

5.- Por tltimo se le agregaron 15 pl de TEMED y se deposito-ia mezcla entre los vidrios del
equipe de electroforesis previamente armados y sellados, hasta la polimerizacién de la
acrilamida

Preparacién del gel concentrador de poliacrilamidas al 5%:

|.- En un vaso de precipitado de 20 ml se agregaron 2.16 ml de agua desionizada.

2.- Se colocaron 0.83 ml de regulador tris af 0.5M apH 6.6

3.- Se adicionaron 0.66 ml de solucion de acrilamida y bis-acrilamida

4.- Se homogeneizé la mezcla

5.- Se le agregaron S0pu! de persulfato de amonio.

6.- Finzlmente se adictonaran 6.7 p! de solucion de TEMED y se colocaron encima del gel espaciador.
el cual previamente se polimerizo.

Preparacion de las muesiras y condiciones de corrimiento:

1.- Se colocd el gel en el equipo de electroforesis, se llend la camara con

regulador del corrimiento Tris- glicina.

2.- Se tomo de cada muestra 50 pl de la fase acuosa donde se puede esperar la presencia
del ARN viral y se adicionaron 20 pl de la mezcla glicerol-azul de bromoetenal

3.- Se colocaron 20 i de la mezcla anterior en cada uno de los pozos del gel.

4.- La electroforesis se corrid a 20 miliamperes a corriente constante y voliaje abierto, hasta
que las muestras llegaron al gel espaciador (aproximadamente 20 minutos).

5.- Se aumento la corriente a 40 miliamperes y se dejo hasta que saliera el colorante det gel.
6.- Se desconectd la corriente eléctrica y se retiré el gel de los vidrios para su uncion y
revelado,



Revelado del gel con nitrato de plata

I.- Los geles se colocaron en una caja de Petri de 20 cm. de diametro con  solucion
fijadora { etanol y acido acético )durante 30 minutos

2.- Se decant6 la solucion.

3.- Se adiciond solucion de nitrato de plata 0.01IM y se dejo en agitacion durante 30
minutos.

4.- Se lavaron los geles dos veces con agua desionizada (2 min. c/u)

5.- Se agrego la solucion reveladora (hidroxido de sodio 3% en formaldehido al 0.5%)
hasta que se observo la presencia de las bandas .

6.- Se elimind fa solucion anterior y se le agregd acido acético al 1 % para

detener la reaccion.

7.- Finalmente los geles se observaron a contra luz. para valorar la presencia de bandas.

Factores importantes para la estandarizacién de PAGE

La marca del reactivo que mostro eficiencia en la preparacion del Fenol saturado.
fue MERCK bufferado a pH 7. fue necesario dejarfo en agitacion de 40- 72 hrs continuas en
platina, pues €sta hace una buena homogeneizacion del Fenol con la solucion Buffer. La
solucion de lisis se trabajo conforme a la técnica del INDRE. antes mencionada
Estrictamente se trabajd con guantes para evitar posibles contaminaciones y presencia de
ribonucteasas, y desinfectando el area donde se trabagiiba con el Fenolab 10%s Los vidnox
de la camara de elecirotoresis se  limpiaron con alcohol al 90% . 1gual 103 separadores y o
peine.

El buffer tris- glicina para el corrimiento de los geles se preparo a un pH. 8.6
El corrimiento se realizd con una corrienie constante, de 900 V., 20 mA, 250 W y los
demas factores se mantuvieron constantes, lardando aproximadamente 30-45 minutos

¢) Deteccion del genoma de Rotavirus en heces de caprino

Lugar y fechas del muestreo

El estudio se realizd en las instalaciones de la FES-C, con ¢l haio de cabras | el cual
comprende tres grupos de produccion: cabritos menores de 7 meses.  los machos
destinados a la venta y las hembras que se seleccionan para recria (hembras jovenes o de
remplazo) y la iltima cabras adultas en produccion de leche y recria. Este muestreo
abarco dos etapa: del 22 de septiembre de 1994 al 17 de marzo de 1995, y otra del 30 de
enero de 1997 al 12 de abril de 1997, las muestras se colectaron para el caso de cabritos
cada semana, las de adultas y jovenes de remplazo, mensuatmente
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Distribucién de los animales por etapas productivas.

- 87 muestras de heces de cabritos con edades desde el nacimiento hasta los
7 meses.
- 40 muestras de cabras jovenes de remplazo de 7- I3 meses
- 64 muestras de cabras adultas de mas de 15 meses
191 muestras en total.

Toma de muestras

Las muestra de heces fueron tomadas en forma directa del recto de tos animales o
del suelo de las instalaciones en las que se encontraban alojados cuando defecaban en ¢l
momento. Fueron introducidas en bolsas de polietileno y marcadas con el numero de
identificacion de los animales. Estas muestras se diluyeron 1:10 en una solucion de cloruro
de calcio al 1.5 mM o en solucion salina fisiologica y se mantuvieron en congelacion hasta
su utilizacion. El rebaiio constaba de 45 animales, 24 adultas. 10 jovenes de remplazo v !
cabritos. Al momento de la toma de muestras los animales no presentaban cuadro sugeslivo
de enfermedad.

En los cabritos las muestras se recolectaron en lorma semanal. no importando si se
repetian los animales en cada toma, ya que lo importante era la etapa productiva conu
criterio de evaluacion, recolectando aproximadamente 2 a 3 muestras por senani

En jovenes de remplazo y adultas el muestreo era mensual. tomandy en cuenta la
etapa productiva, no el animal, y aproximadamente se colectaron §a | muestras por mes
Como control positivo se utilizo una muestra de  cabrito la cual fue evaluada en un wabajo
paralelo al presente.

Condiciones de! PAGE para las muestras de caprinos

i - Para lograr la extraccion de las muestras de caprino . se colocaron en un tubuo Eppendul’
cuatro gotas & 500 ui de materia fecal, anadiendo 200 pl de la sol. de lisis (INDRE)

2.- Se agitd vigorosamente por | minulo en el Vortex.

3.- Se agregaron 200ul de fenol saturado (Merck) pH 7.0 y nuevamente se  agito en el
Vortex durante | minuto.

4.- Se separd la fase acuosa de la organica con una pipeta Pasteur v a este se le agregaron
200pl de cloroformo. agitando en el Vortex por un minuto.

5.- A 50y} fase acuosa se le agregaron 20p { de de Azul de Bromotenol | de esta mezcla se
agregaron 20 Ll por pozo en el gel de Poliacrilamida.

6.- El gel concentrador se preparo al 5% y el separador at 10 %

7.~ El primer gel se corrio a 20 mA a voltaje constante durante |5 minutos 3
posteriormente se paso a 40 mA durante 30- 45 minutos hasta la salida del colorante

8.- Los geles fueron fijados con Ac. acético-etanol. se revelaron mediante AghG: . se
introdujeron en un secador de geles y tinalmente se fotogratiaron con pehicula Kodalith de
alto contraste.

15



RESULTADOS

Estandarizacion de la extraccién del ARN virai y de la técnica de etectroforesis.
Experimento 1.- Después del corrimiento electroforético se obtuvieron los resultados
mostrados en el cuadro N° 3

CUADRO No 3
COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LAS DOS
SOLUCIONES DE LISIS USADAS EN LA EXTRACCION

SOLUCION CONDICIONES RESULTADOS*

Solucion N° 1 ENCB SDS, EDTA Se observan dos bandas
B-mercaptoetanol muy tenues

Solucion N° 2 INDRE Trisma base, EDTA, SDS,|Se observan 10 bandas
NaCl compatibles con Rotavirus

* Resultados obtenidos al analizar ef gel, posteriormente al corrimiento
Se utilizaron las muestras y extractos de humano

Experimento N° 2.
Cuando se emplearon fenoles de diversas marcas como soluciones de extraccion y
los extractos se corrieron , obtuvimes los siguientes resultados.

MARCA: Merck Monterrey J.T.Baker

RESULTADOS: *positivo negativo negativo

* positivo a la visualizacion de bandas compatibles con Rotavirus.
Experimento N° 3.

Se realizd la preparacién de diferentes pH para la solucion fenolica, desde pH 4 hasta
PH 9, se encontrd que el pH adecuado para la extraccion del ARN viral y dptima separacton

de las bandas fue con un valor de 7.0 Los resultados se muestran en la fotografia del gel
revelado con Nitrato de plata (Figura 1).
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. FIGURA N“2
FOTOGRAFIA DEL GEL DE CORRIMIENTO UTILIZANDO DIVERSOS pH DEL
FENOL

carril 1.- pH=4.0 carril 6.- pH= 9.0
carril 2.- pH= 5.0 carrid 7.- sin muestra
carril 3.- pH= 6.0 carril 8.- pH= 7.0
carril 4.- Comrol + carril 9.- pH= 8.0
carril 5.- Exiracto INDRE carril 10.-Control +

Expernimento N°4 Y §

En el Cuadro No.4 se indican los tratamientos que se le realizaron a las muestias
aplicando diferentes concentraciones de las scluciones de lisis . fenol y clorotormo. E1 umico
que presento bandas compatibles con Rotavirus fue el ratamiento namero seis
(CuadroN" 4), tanto al irabajar con muestras provenientes de humano como con la muestra
de cabrito positiva (Figura N° 3).



FIGURA No.3
CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE MUESTRAS OBTENIDAS DE
DIVERSOS ORIGENES

carril |.- muestra extraida de humano
carril 4.- muestra extraida de cabnto




CUADRO No.4
TRATAMIENTOS APLICADOS A LAS MUESTRAS DE MATERIA FECAL
POSITIVAS PROVENIENTES DE HUMANOS

TRATA | ORIGEN | SOL-LISIS | FENOL |CLOROFORMO |CLOROFORMO| RESULTADOS
MIENTO (uh () FENOL (ul) (wl)
) H 50 100 N.A. 100 NEGATIVO
2 H 30 NA. 100-100 N.A NEGATIVO
3 H 400 100 N.A. 100 NEGATIVO
4 H 400 N.A. 100-100 N.A. NEGATIVO
5 H CONTROL | CONTROL | CONTROL NA. ++
6 C 200 200 N.A. 200 et
7 H 400 200 N.A. N.A. NEGATIVO
3 H 50 NA. 200-200 NA. NEGATIVO
9 H 100 N.A. 200-200 NoA. NEGATIVO

—++ - Indica una adecuada visualizacion de las bandas en el gel
H.- Materia fecal proveniente de humano
C .- Materia fecal proveniente de caprino

Toma de muestra y deteccion del genoma viral

Una vez estandarizada la 1écnica de PAGE con las moditicaviones anterionmente
mencionadas , se procedié a trabajar las 191 muestras de heces de caprinos recolectadas en
los dos periodos de muestreo, quedando la distribucion de la forma indicada en el Cuadro N°

]

En total se realizaron 220 corrimientos. algunos de los cuales correspondieron a
repeticiones en los casos dudosos o erréneos.

De las 191 muestras problemas corridas para Rotavirus todas fueron negalivies,
siendo positivo e control en todos los casos. pero se obluvieron 3 muestras con un pation
electroforético de dos bandas, posierior al segundo tratamiento con Cloroformu de estas 3
muestras v un carrimiento electroforélice solo una siguia visualizando esta doble banda en
una de las muestras (figura No 4}




CUADRO No 5
DISTRIBUCION DE LOS ANIMALES DEL HATO DE LA FESC.

FECHAS CABRITOS REMPLAZQOS ADULTAS
Septiembre94 9 5 5
Octubre 94 9 4 5
Noviembre94 19 4 4
Diciembre 94 15 11 24
Enero95 6 5 5
Febrero95 3 5 s
Marzo95 15 5 5
Enero97 0 1 5
Febrero 97 7 0 3
Marzo97 2 0 4
Abril97 2 0 0
TOTAL . 87 49 64

* Se refiere al numero de animales muestreados

FIGURA No 4
FOTOGRAFIA QUE MUESTRA LA POSIBLE PRESENCIA DE UN PAT RON
BISEGMENTADO

carril 1.- control carril 6.- ligero bandeo bisegmentado
carril 5.- ligero bandeo bisegmentado carril 8.- patron observado bisegmentado
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DISCUSION

Durante el presente trabajo se realizd la electroforésis del ARN del Rotavirus, para
ello fue necesario primero estandarizar el método de extraccion del ARN a partir de un
cultivo viral y a partir de muestras de heces previamente probadas.

El proceso de extraccion implica el sacar el ARN de la particula viral y
posteriormente separarlo de otros componentes como proteinas, carbohidratos y lipidos con
un Gitimo paso de [iberacion de ARN de doble cadena. Para la extraccion se debe considerar
que el método debe disgregar la particula viral pero respetar el genoma nuclear, el uso del
SDS y el EDTA en combinacion ha dado excelentes resultados en virologia, sin embargo las
cantidades agregadas dependen de la naturaleza del material que acompaia a las particulas
virales, por lo que es necesario evaluar la eficiencia del proceso dependiendo de las
concentraciones, material usado y personal técnico.

Para la separacion se han diseilado diversas técnicas de extraccion de matenial
nuclear como la precipitaciéon con alcoholes, la separacion en fases de particion vy la
desnaturalizacion renaturalizacion; sin embargo existen ventajas y desventyas en las
técnicas. Debido a que la separacion por fases de particion utilizando fenol y/o cloroformo
ha sido de las mas empleadas en el trabajo con Rotavirus, se decidio utilizar este método.

En nuestros experimentos utilizamos dos soluciones de lisis, ambas repornadas bajo
protocolos previamente establecidos, unc de ellos el empleado por el laboralorio de
virologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas y el otro establecido en el
laboratorio de Rotavirus del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgica de la
SSA :

En los resultados del experimento No.l mostrados en la Cuadro N°3  se aprecian
mas claramente la presencia de bandas obtenidas con la solucion de lisis N° 2, comprobando
que las pequefias variantes que existen con la solucion de lisis N® | son capaces de
modificar los resultados; de tal forma que el mejor efecto pudo ser debido a la ausencia de
B-mercaptoetanol o a las menores cantidades de SDS y EDTA empleadas en la preparacion
de la Sol. N® 2. Durante el presente experimento no fue posible deducir a cual de los
reactivos se debia el comportamiento, sin embargo para los fines del trabajo se continioe
utilizando la Sol. de lisis N° 2.

La separacion de los acidos nucleicos en base a sus coeficientes de solubilidad
empleando dos fases : una organica y una inorganica , ha permitido la extraccion adecuada
con poca pérdida de material y bajos grados de destruccion del ARN, siendo necesariv
conocer tanto las caracteristicas quimicas del ARN como del reaclivo encargado para su
extraccion, entre estos el fenol, se plantea que en este proceso ocurre una reaccion lpica
icido-base en donde la estructura de ARN niene funciones basicas (NH), por lo cual puede
actuar como una base que interacciona con un acido como el fenol. dando origen a dos
cargas de sentidos opuestos, los cuales hacen que ésta molécula de ARN sea soluble en agua
y se puedan extraer facilmente las dos cadenas, una con carga negativa y 1a otra con carga
positiva; siendo €sta la posible causa para eliminar todo el ARN de una sola cadena vy no
interfiera con la extraccion de ARN de doble banda.
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Este paso elimina la posibilidad de encontrar ARN de una banda en las heces. Para
lograr el efecto anterior se han descrito métodos que utilizan reactivos de un grado de
pureza alto, en este trabajo se probaron diversos grados de pureza del fenol, asi como la
oxidacion del mismo en variadas condiciones, los resultados observados en el Experimento
No.2 indican que el fenol ultrapuro fue adecuado, sin embargo el fenol de fa marca Merck
fue casi tan adecuado como el ultrapuro, el comporamiento contrasto con lo observado
para los fenoles de la marca Monterrey , €l cual fue altamente oxidable (a pesar de agregarle
8-hidroxiquinoleina) y destruyé las muestras y con el de la marca JTBaker que no permitio
la extraccion de las muestras.. Estos resultados tuvieron el efecto de abatir los costos de
realizacion de la prueba al permitir utilizar fenol de tipo mas econdmico,

Otro punto importante para la estandarizacion de este paso de la técnica. fue el
experimento No. 3, pues e! pH del fenol es muy importante para lograr una adecuada
extraccion, nuestros resultados indicaron que a un pH de 8.0 es factible extraer, pero las
bandas se observan barridas y a pH de 7.0 se presentd una buena separacion y compactacion
de las bandas ( Figura N°2).

. El método, combinando previamente el fenol y el cloroformo, antes de usario
para la extraccién del ARN, que han utilizado anteriormente varios autores (Gallimore
C.1,1995; ) no fue Gtil en este trabajo puesto que no se logrd la extraccion (Cuadro N° 4),
es factible que la causa haya sido el tipo de fenol utilizado, la marca de reactivos o el método
con que se prepard la mezcla fenol/ cloroforme.

La cantidad de los diversos reactivos que se le agregaron a las muestras de heces |
planteado en los experimentos 4 y 5. con los resultados mostrados en la tabla N° 4.
indicaron que la concentracion adecuada fue de 2004l de cada reactivo, isual como se
utiliza en ¢l INDRE, esto puede relacionarse con las condiciones propias de trabajo en cada
laboratorio.

En todos los experimentos analizados anteriormente, siempre se incluyo un
testigo previamente extraido en el laboratorio del INDRE. para asegurar que el proceso de
corrimiento fuera el adecuado.

A pesar de que los ueles de agarosa fueron los primeros en utilizarse para la
electroforesis de acidos nucleicos, también se han mancjado los de poliacrilamida que
presentan un mejor efecto de tamiz molecular . algunas desventajas observadas en los ueles
de agarosa es que no se puede conocer exaclamente el tamaio del poro a pesar que se
preparen a una concentracion dada, la capacidad de separacion es influida por el tampén o
buffer que se utiliza para su preparacion y los geles se deben manejar a una temperatura que
no ocasione que se derrita, teniendo que controlar ta temperatura durante el corrimiento
(Holme y col., 1987).

Algunas de las ventajas que se han encontrando en la utilizacion de los geles de
poliacrilamida son: { Carretero y col.. 1981).

- Se pueden preparar con una gran variedad de tamafio de poros
- Se utiliza una gama amplia de tampones.
- Proporciona una separacion rapida.

Durante el presente trabajo, la presencia de oxigeno no modifico el proceso de
polimerizacion pues a pesar de que no se les realizd el vacio que se les deberia de hacer
.segin Bryanl y col. 1981, los geles gelificaron sin ningin problema..

(]
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El método empleado durante este trabajo tomd en promedio 6 horas para cada 20
muestras, similar a to sefalado por Giordano y col., 1991. al compararla con la técnica
originalmente usada para extraer y realizar la electroforesis del ARN  (descrita por
Daudson y col., 1975). Anteriormente Espejo, en 1978, tomod estos datos para tratar de
adecuarla para su uso en los hospitales, los resultados de la electroforesis podian obtenerse
en 24 horas con un tiempo total de trabajo de 6 horas de un técnico, para trabajar de 6 a 10
muestras (Espejo y col., 1978). varios investigadores al notar el tiempo invertide trataron
de reducirlo, como Chudzio y col., 1989, que lograron reducir el proceso a 9 horas.
siguiendo Giodano y col., 1991 el cual monto dos técnicas diferentes donde la primera
tomaba 6.5 horas y la segunda tan solo 5.5 horas; se considera importanie la reduccion del
tiempo pues hay resultados que se necesitan con urgencia, para poder brindar un buen
diagnostico y solucién de los problemas. Las muestras fueron tratadas con una solucion de
alta densidad como lo es el glicerol, mismo que ayuda evitar que se salgan la muesiras de los
depositos en los geles hacia la superficie, sin embargo existen algunos inconvenientes en
utilizar glicerol como por ejemplo si se le agrega menos de lo indicado éstas tenderan a ir
hacia la superficie o si se le agrega mayor cantidad, las bandas presentaran corrimientos
difusos sin apreciar bien la separacidn de cada una de estas.

En el proceso de corrimiento, las muestras son incoloras por o tanto se requirio
trabajar con un frente de corrimiento como el azul de bromofenol. el cual por sus
caracteristicas quimicas, migra mas rapido que las muestras dando la oportunidad de
monitorearlas durante la electroforesis (Copper T.G., 1977)

Durante este trabajo fue indispensable contar con agentes reductores como el SDS y
el B-mercaptoetanol ya que como se sabe estos incrementan la carga negativa de los acidos
nucleicos (Rosas F. M.M_, 1997).

El lograr una buena separacidon de las bandas depende de las cargas ionicas y del
peso molecular de las moléculas en estudio, en este caso de ARN viral. (Colme y col
1987). Los acidos nucleicos en solucidn tienen, en general, carga negativa debido a que
los grupos fosfatos estan ionizados; por lo tanto migran hacia el electrodo positivo Luos
acidos nucleicos estan compuestos por largas cadenas y tienen casi idéntica relacion carga-
masa. En los geles las moléculas se mueven por los poros a una velocidad que es
inversamente proporcional a la longitud de sus cadenas. ésta es lo que determina la
separacion , (Darnell y col., 1993).

L0 anteriormente expuesto quiere decir que entre mas ligeras, mn;,aran mas lejos v
las de peso molecular mayor tenderan a correr menos. En este trabajo se realizo la
separacion de las moléculas de ARN unidimensionalmente ya que se mueven en una sola
direccton. Una vez que se tienen el tamiz donde se corre la clectroforésis es importante la
forma como se manejen las muestras. Para obtener el patron de 11 bandas caracteristico de
Rotavirus (‘rotaforésis”) es importante considerar la forma como se prepara el fenol o 1a
cantidad que se le coloque a la muestra, pues esto puede producir migraciones aberrantes

Los Rotavirus se encuentran formados de 11 moléculas de ARN de disuimos
tamafios , es posible obtener 9 bandas en lugar de |1 porque 3 de los segmentos son de
tamafio igual 0 muy semejante quedando practicamente en la misma posicion después del
corrimiento (Espejo y col., 1978). En cuanto a la presentacion del patron electrotorético de
Rotavirus se divide en cuatro bloques, el bloque uno presenta cuatro segmentos. el blogue
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En cuanto a la presentacion del patron electroforético de Rotavirus se divide en
cuatro  bloques, el bloque uno presenta cuatro segmentos, el bloque dos tiene dos
segmentos , el bloque tres se muestran tres segmentos y €l bloque cuatro presentan dos
segmentos .(Gracia y col, 1996),

En el presente trabajo se observd un efecto por la variacion del pH en ¢l bufter de
corrimiento ya que cuando el valor era menor de 8.0, las bandas corrian desalineadas (
Figura N°2), es importante no perder de vista et fenomeno de la electro-dsmosis, causada
por particulas contaminantes ocurriendo principalmente cuando no se trabaja con materiales
estériles o sin agua desionizada. Este fendmeno puede explicar los geles en los que se
observo un corrimiento de las bandas desalineado.

El procedimiento  del revelado con nitrato de plata también es importante, pues
aunque se hayan manejado bien los demis factores, este puede ocasionar que las bandas no
se-noten o se obscurezca totalmente el gel; el reactivo que se utilizd en este trabajo fue
nitrato de plata al 0.011M igual que lo realizado por Hubbell en 1979 para poder visualizar
los 4cidos nucleicos presentes en el nucleo de cualquier célula: siendo dicha tincion
altamente sensible para los fragmentos de ADN y ARN (Meril y col 1987}

La intencion de estandarizar la técnica de electroforesis en la Unidad de
Investigacién Multidisciplinaria en Salud Animal, FES-Cuautitlan, fue para poder tener un
método que pudiera brindar apoyo para futuras aplicaciones en la investigacion y lu
docencia. .
En un trabajo anteriormente realizado, mediante electroforesis y aislamiento viral, se
encontraron Rotavirus en tres animales de 30 muestreados del hato de la Facuhiad de
Estudios Superiores Cuautitlan (Ortiz V., 1996).

Durham y col.. 1979 reportaron las especies de animales en las que es mas frecuente
encontrar la presencia de Rotavirus, siendo las vacas y cerdos los mas atectados y los
caballos , cabras, ovejas y perros solo esporadicamente, Pocos autores han estudiado los
Rotavirus en cabras (Da Costa y col. 1994); uno de los primeros fue Scott 1978 quien lo
diagnosticd por medio de la microscopia electronica . siguiéndolo lovane 1988, quien
detectd la presencia de anticuerpos en cabras . Durham en 1979 busco la posible asoctacion
de Rotavirus con Coronavirus en los animales domésticos. siguiendo Mupoz y col. en 1093
encontrando Rotavirus en una infeccion natural en un rebafio, siendo solamenie los cabiitos
afectados .

Debido a que tos Rotavirus afectan principalmente a animales Jovenes (Tordra 1990,
y Mufioz 1993, Muioz 1995), el muestreo durante el presente trabajo se realizé con un
mayor numero de heces de cabritos. Asi mismo . Kaminjolo y col 1994 quienes realizaron
un estudio comparativo en varias especies incluyendo cabras para saber como se presentaba
el virus de acuerdo al tipo de explotacion y cuadro clinico de los animales, mencionan que
las cabras eran la especie menos trabajada, encontrando solamente una muestra positivi
que fue hallada en explotaciones semintensivas.

En el presente estudio. el sondeo que se realizo fue a todo el rebaiio (aleatorio Lono
se tomd en cuenta si presentaban cuadro diarreico o estaban aparentemente  sanos,
basandose en trabajos previos en donde se ha demostrado que el virus puede elininarse
tanto de animales con cuadro diarreico como  sin €l (Kanijolo, 1994 . Gaui, Hus9,
Gallimore. 1995)
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Los resultados obtenidos en el estudio son congruente con los trabajos ya
mencionados, pues a pesar que los animales de ia FES-Cuautitlan estan en una explotacion
semintensiva no se logro evidenciar al Rotavirus en este rebaiio. Eso no indica que estén
libres de este agente, se puede considerar que durante los periodos de muestreo no se
detectd el virus utilizando la electroforesis lo que puede deberse a que su sensibilidad de
deteccion es de 10°-10 " particulas virales/m! de heces.(Gracia y col., 1996),

Sin embargo considerando que la transmision del virus es por via fecal - oral. y que
se eliminan mas de 10° particulas virales por gramo. en caso de existir animales falsos
negativos, éstos no serian un problema grave { Garcia y col., 1996). :

En el desarrollo del trabajo, el muestreo abarcd gran parte del afio, tomandose en
las estaciones donde se reporta una mayor eliminacion del virus como son  en otoho e
invierno ; aun asi no se lograron obtener resultados positivos.

En un pequefio porcentaje de las muestras estudiadas en este trabajo se
detecté un patrén electroforético  bisegmentado. Cabe mencionar que en otro trabajo
realizado por Pereira y col., 1994 al estar determinando Rotavirus y adenovirus también se
encontré este patron pero en humanos, los autores lo consideraron como un nuevo grupo
de virus pequeiios, compuestos de ARN de cadena doble. A estos microorganismos se les ha
dado el nombre de Picobirnavirus (PBVs), mencionando que también se han encontrado en
otras especies de vertebrados, aclarando que su asociacion con los procesos patolégicos en
el ser humano no se ha establecido. aunque Gatti y Col.. 1989 lo han ligado con diarrea en
cerdos. En el caso del presente trabajo solo se obtuvo el patron de bandas bisegmentadas en
3 (1.57%) de las muestras problema y no se presentaron en los controles. Aunque despuds
de repetir la extraccion sélo una siguid presentando un bandeo bisegmentado nitido

Aunque en este trabajo no se logro demostrar la presencia de Rotavirus, la
electroforesis también puede utilizarse para evaluar ta presencia de oiros virus en heces.
como Adenovirus, Picobirnavirus y Coronavirus (Espejo y col.. 1978; Pereira y col., 1934).

En el presente trabajo se realizd la modificacion de los factores que
intervienen en la extraccion y corrimiento los resultados indicaron que hay variacion en la
eficiencia de la deteccion. Gallimore y col. en 1995, utilizaron el sistema de Liammli, donde
no trabajaban con el SDS; utilizando la extraccion fenol-cloroformo y electroforesis en
PAGE, posteriormente modificaron la extraccion utilizando GUSCN/silica mejorando con
esto la sensibilidad, en un 12% de las muestras estudiadas dieron positivo a PBVs. Espejo v
col., 1978 también consignan iz presencia de bandas superiores al patron electroforénco v
las cuales no tienen origen viral, €l las encontrd tanto en sus muestras negativas como en sus
controles. Una vez que purifico sus aislamientos estas tendieron a desaparecer

Para poder demostrar que los patrones de bandeo encontrados corresponden
realmente a la presencia del PBVs seria necesario haber sometido estas mismas muestras a
un analisis por microscopia electronica, lo cual escapé al objetivo de este trabajo.

Es importante mencionar que se realizo una tesis en 1996 por el MVZ Virgilio lrac
Ortiz , en fa cual se tomaron muestras del hato de cabras de ta FES-Cuautitlan, en dicho
trabajo se encontraron tres muestras positivas de 30 eswudiadas en periodos de lactancia, la
identificacidn que presentaban las muestras era una numeracion 0, 25 y 30, al buscarlos en el
hato de cabras no se localizaron , pues salieron a la venta; por lo cual no tue posible 1ener un
seguimiento de estos animales.




Se puede considerar que la causa que modifica los diferentes resultados en estos
dos trabajos. es que el hato presenta mucho movimiento de animales{salen a la venta}
ademas que la tesis antes mencionada no manejan época del afio en el cual fue muestreado el
rebaiio y forma como lo realizaron presentando parametros muy abiertos, por lo tanto no
se utilizaron las mismas condiciones.

Observando el patrén que tuvieron las 3 muestras positivas en el wrabajo antes
mencionado, comparandolas con dos muestras positivas obtenidas en Hidalgo, se aprecia un
pairon muy similar, tanto en distancia final recorrida como en la separacion del bandeo Se
ha reportado que los Rotavirus presentan rearreglos genéticos y es dificil, que aan siendo
obtenidas las muestras del mismo animal, que siempre presenten el mismo patron lo que
indica que ellas presentar&n variaciones ligeras en los corrimientos, siendo el mas frecuente
el segmento 11 | el cual puede formar estructuras encadenadas que migran menos en los
geles (Alvarez G, 1990).

Durante el desarrollo del presente trabajo no nos apoyamos en otra prueba de
diagnostico. va que se queria estandarizar la electroforésis. ademas hay vanos estudios gue
se basan en esta 1msma técnica para el diagnostico de Rolavirus (Puertos S.M y col , 1940)
Si bien se pueden emplear otro tipo de pruebas para la idemificacion del virus como lo ex la
microscopia electronica (ME), ELISA, fijacidn de complemento(FC) y PCR. En el caso de
microscopia electronica sus costos son muy altos sin poderta por el momento montar en
este laboratorio para el diagnostico de rutina aunque es Ja mas eficiente para el diagnostico
de Rotavirus. (Alvarez y col., 1982, Giordano y col.. 1991).

Alvarez y col., 1982 mencionan que la prueba de tijacion de complemento no did
resultados concordanies con la ME. a pesar que se usaron en la prueba mezclas de sueros
de conejos que habian sido inoculados con Rotavirus humano, v en su trabajo considero a la
prucba de ELISA muy Util, ya que presentd una alta sensibilidad. asepurando que la materia
fecal contiene Rotavirus cuando el color desarroliado en el inmunoensayo aleanza s alores de
absorbancia equivalentes a tres a cuatro cruces v se sospecha cuando los valores son de una
a dos: por nuesira parte consideramos que la prueba de ELISA en humanos si puede ser una
de las mejores. pero en animales se presenia un alto variabilidad antigénica del Rotavirus en
las diferentes cepas de humanos y animales, dandonos resultados falsos aegativos
principalmente. siendo adecuada a nivel de rebafo para sondeo. pero una sola muestra se
debe interpretar con precaucion (Scott y col.. 1988)

La reaccion en cadena de Polimerasa, es una de las técnicas mas conhables. ya gue se
realiza la amplificacidn del material senético. utihzando ohigonucleoudos espeaibicos de
grupos A. B v C {Garcia y col.. 1996). pero no se puede reatizar en cualguier laborataria
por sus costos altos, asi mismo las pruebas de deteccion basadas en la union inmunologica af
vius { ELISA. 1D, IF ) permiten obtener resultados positivos solo cuando fa cepa de
Rotavirus pertenece al mismo grupo serologico.

Da Costa y Col 1994 encontraron Rotavirus del serotipo A y B en un rebano de
cabras; en 1994 Kamioiio encontrd que los animales pueden eliminar virus sin presentar
cuadro diarreico y en 1995 Muioz detecto los serotipos A y B en cabras.
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Por los datos recopilados en el presente trabajo sobre la técnica de (PAGE) se
aprecid las posibles aplicaciones para diagnostico rutinario en cabras, ovinos v en canideos
El método desarrollade puede ser empleado para estudios epizootiologicos al poder
diferenciar los rearreglos , para esiudios de patogénia al ser utihzada como una técnica pary
detectar virus en diversos tejidos o bien para elucidar el papel zoonotico que juegan los
Rotavirus.




CONCLUSIONES

Se logré la estandarizacidn de la técnica de electroforesis para ARN viral
(Rotaforesis) dentro del Laboratorio de lnvetigacion Multidisciplinario de Salud Animal,
FES-Cuautitlan con las siguientes condiciones:

a) Usando la Seolucion de lisis N° 2

b) Empleando solo fenol a pH de 7.0, preparado bajo el método de la ENCB
¢) El fenol Q.P. de la marca Merck fue satisfactorio

d) Agregando 200 ul de todos los reactivos y muestra,

La técnica desarrollada se puede emplear para el diagnostico de Rotavirus
caprino, asi como para otros estudios epizoctiologicos, zoonoticos y de diagndstico.

El hato de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin no presenté evidencias
de Rotavirnus durante los meses de Septiembre de 1994 a Marzo de 1995 y retomando en
Enero del 1997 hasta Abril del mismo aho por lo que no se pudo apreciar ¢l movimiento
del Rotavtrus caprino en el hato.

Se detectd un patron de doble banda de alio peso molecular en el porcentaje de
{as muestras, atribuible a Picobirnavirus.




APENDICE :

SOLUCIONES:
1.- Solucién salina fisiologica
Cloruro de sodio MERCK 0.9¢
Agua destilada cbp 100 m!
2.- Solucién de cloruro de calcio §.5 mM
Cloruro de calcio MERCK 017g
Agua destilada cbp 1000 ml

3.- Solucion de lisis N°I: -
SDS 6% ,EDTA 36 mM y Beta- Mercaptoetanol { Escuela Nacional de Ciencias

Biologicas):

Dodecil sulfato de sodic (SDS}) SIGMA 000y

Etil diamino tetraacetato (EDTA) MERCK 185y

B- mercaptoetano BIO-RAD 0.60 g

Agua desionizada cbp ’ 100 ml
4.- Solucién de lisis N° 2 (INDRE)

Trisma BASE SIGMA | 65y

EDTA MERCK 1.4

SDS SIGMA U.05e

NaCl SIGMA 200y

Disolver en 20 mi de agua bidestilada esiéril,
Agregar 0.65 mi de mercaptoetanol,

Agua desionizada ’ soml
5.- Fenol destilado saturado + B- mercaptoetanol 2%

Fenol MERCK 50.0g

8-hidroxiquinoleina MERCK 205¢

B-mercaptoetanol BIO-RAD 2%

Agua desionizada cbp 20 ml

Saturar con Tris IM pH 8 viv, tada la noche en retrigerador: desechar la parte acuosa ¥
adicionar Tris 0.M pH 8 v/v agitar continuamente hasta tener un pH a 7 agicgan 2°
de B-mercaptoetano! al Tris 0.1M pH 8

u

6.- Las solucion de Feno! se prepararon con los siguientes pH.:4.0, 5.0 .6.0.7.0 80 40
Hidroxido de sodio 3N MERCK
Acido clorhidrico 3N 1 T.BAKER

7.- Fenol-cloroformo
Fenol saturado pH 7 MERCK 100p
Cloroformo 1T BAKER LU




8 .- Regutador Tris 1.5 M pH 8.8 para el gel espaciador
Trizma base BIO-RAD 18.10 u
Agua desiomzada cbp 100 ml
ajustar el pH 8.8 con HCI 3 N

9.- Regulador Tris 0.5 M pH 6.6 para el gel concentrador
Trizma base BIO-RAD 605g
Agua desicnizada cbp 100 ml
ajustar el pH 6.8 con HCI 3N

10.- Regulador de corrimiento Tris- Glicina

Trizma base B1O-RAD 300y

Glicina SIGMA I187g

Agua desionizada cbp 1600 ml
11.- Acrilamida 30 %, Bis- Acrilamida 0.8%

Acrilamida SIGMA 300y

Bis- acrilamida SIGMA 08 g

Agua desionizada cbp 100 ml
12.- Persulfato de amonio 1 %

Persulfato de amonic BIO-RAD Olg

Agua desionizada cbp I mi
13.- TEMED SIGMA comercial
14.- Glicero- azul bromofenol

TrisHClpH 6.8 BIO-RAD 2 5ml

Glicerol SIGMA S8 ml

Azul de bromofenol BIO-RAD S50mg

Agua desionizada cbp. 30.0 m
15.- Etanol al 10% en acido acético al 0.5 % )

Acido acético MERCK 02 ml

Etanol MERCK 05 ml

Agua desionizada cbp o wml

L6.- Nitrato de plata .01 IM
Nitrato de plata J.T.BAKER Udou

Agua desionizada cbp 25uml

1 7.- Formatdehido en hidroxido de sodio 3%
Hidréxido de sodio MERCK 495 mi
Formaldehido MERCK 05 ol

TSTR TESIS MO DEBE
SAUR Bt LA BistiGTECA
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