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RESUMEN

El propdsito de la presente investigacién fué caracterizar por medio de la técnica de
electroforésis, cepas de Rotavirus presentes en heces de lechones entre dos y cuatro

semanas de edad con enfermedad diarreica.

Un total de 204 muestras fecales fueron colectadas de diferentes granjas porcicolas

ubicadas en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Santander y Tolima.

Las muestras fecales fueron sometidas a un proceso de extraccién de ARN, por medio
de una mezcla de Guanidina-Tiocianato-Fenol-Cloroformo, seguido por una
precipitacién con etanol; posteriormente, el ARN extraido, fué analizado utilizando un
sistema de electroforésis unidimensional discontinuo en geles de poliacrilamida
(PAGE).

Después de la electroforésis, los geles fueron sometidos a una tincién con nitrato de
plata; la interpretacién de los resultados consistié en el exdmen visual de los perfiles

electroforéticos de las cepas virales.

Solamente, 33 cepas virales del total de muestras examinadas, fueron halladas
positivas para ARN genémico de Rotavirus, que fueron agrupadas en siete
electroferotipos diferentes; en donde seis de ellos, fueron compatibles con el
electroferotipo caracteristico que presenta el Rotavirus del grupo A; el otro perfil,
mostré un patrén de migracién compatible con el de una cepa de Rotavirus atipica
(Grupo B).



Todos los perfiles electroforéticos fueron clasificados como patrén corto, tomando
como base la movilidad de los segmentos 10 y 11 del genoma. No se encontraron

electroferotipos con patrén largo.

Las variaciones gen6micas que presentaron los electroferotipos diferentes se
localizaron con mayor énfasis en los segmentos del genoma que conforman los grupos
IyIIL

De otro lado, las muestras fecales tanto positivas como negativas para la técnica de
electroforésis, fueron analizadas mediante dos pruebas de ELISA comerciales dirigidos
a la identificacién del Rotavirus grupo A, encontrndose una correlacién entre los

resultados obtenidos por ambas técnicas.

Este estudio permiti6 establecer la variabilidad genémica, que presentan los
electroferotipos de las cepas de Rotavirus que circulan en las granjas porcicolas

analizadas.



INTRODUCCION

La infecci6én por Rotavirus en lechones, constituye un problema de importancia
econ6mica, debido al impacto sobre la produccién y productividad de la piara. La
diarrea neonatal ocasiona una alta mortalidad y también un severo retraso en el

crecimiento de los lechones que se recuperan.

Desde el descubrimiento de los Rotavirus como causantes de la diarrea en terneros en
1969, estos virus han sido reconocidos como agentes etiolégicos de la enfermedad

diarreica en neonatos de varias especies animales.

Las primeras investigaciones encaminadas al diagn6stico de Rotavirus, fueron dirigidas
al establecimiento de técnicas que permitieran evaluar la infeccién, ya sea
determinando la presencia del antigeno viral 6 a la medicién de una respuesta

serolégica.

Una de las técnicas mas usadas para detectar el antigeno viral en materia fecal ha sido
la de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), la cual ofrece ventajas sobre

otros ensayos del mismo género.

Se han generado métodos de biologia molecular tales como Electroforésis, PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa) e Hibridizaci6n, que permiten el anélisis del

genoma de las cepas de Rotavirus (27,145).

Mediante la electroforésis (PAGE), se ha logrado separar exitosamente el genoma de

los Rotavirus, el cual esta conformado por 11 segmentos de ARN bicatenario,



generando asi, un patrén de bandas caracteristico conocido como electroferotipo
(132).

El prop6sito de esta investigacién fué determinar la presencia de cepas de Rotavirus en
lechones con diarrea de diferentes granjas porcicolas del pafs, mediante el an4lisis del
ARN viral en gelés de poiiacrilamida y establecer las variaciones electroforéticas entre
estas cepas, con el fin de conocer s en las granjas examinadas circulaban una 6 m4s

cepas virales.

Ademds, se utilizaron dos pruebas de ELISA comerciales empleadas para determinar
la presencia de Rotavirus del grupo A, con el fin de comparar los resultados obtenidos

en la técnica de Electroforésis.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1 MORFOLOGIA
Desde el descubrimiento de los Rotavirus como causa de diarrea en terneros en 1969,
estos han sido reconocidos como un agente etiologico en la enfermedad diarreica en

neonatos de varias especies animales incluyendo a los cerdos (9,15,20,63,65).

A partir de 1973, se han realizado numerosos estudios de caracterizacién bioquimica,
molecular y antigénica de los Rotavirus, que han llevado a un entendimiento detallado

de su estructura, replicacién, patogénesis y epidemiologia de la infeccién (38,55,81).

El término Rotavirus es derivado del latin “Rota”, debido a la forma circular bién
definida de la c4pside externa, dando la apariencia de rueda radiada; son particulas sin
envoltura de 70 nm de didmetro con una doble cédpside proteica icosahédrica
compuesta de una cubierta interna y externa. La cubierta interna es el nucleocdpside y
contiene 11 segmentos de ARN bicatenario; la particula completa es lisa debido a que

el borde exterior de la c4pside externa tiene una apariencia uniforme bien definida.

Las particulas con una sola cubierta miden 55nm de didmetro y son designadas
rugosas por la ausencia de la cubierta externa y los capsémeros de la cdpside interna se
proyectan hacia la periféria dando una apariencia de circulo erizado; el nucleocépside

se muestra hexagonal en la cubierta externa y mide 37 nm de didmetro (30,69,149).



Se han encontrado estructuras tubulares de 54-100 nm de ancho y de longitud variada;
éstas estructuras por inmuno electro-microscopfa, han mostrado estar antigénicamente
relacionadas con la cubierta interna del virién, esto sugiere, que puede ser el resultado

de un ensamblaje aberrante del material de la cubierta viral (135).

1.2 CLASIFICACION -
Los Rotavirus se clasifican como miembros de la familia Reoviridae, esta familia
contiene seis géneros distintos: Reovirus, Orbivirus, Rotavirus, Phytoreovirus, Eijirus,

y Cypovirus (69).

Los Rotavirus son ademds clasificados serolégicamente por un esquema que permite la
presencia de miltiples grupos (serogrupos) y la existencia de serotipos con cada
grupo. Los serotipos son designados con nimeros ardbigos y los subgrupos con

niimeros romanos (19,21,80).

Los estudios iniciales demostraron que todos los Rotavirus estaban antigénicamente
relacionados entre si. El antigeno comiin de grupo estd contenido en la proteina viral
estructural VP6 que estd localizada en la cédpside interna, sin embargo, se han

encontrado cepas de Rotavirus que carecen de esta caracteristica (7,8,83).

Los Rotavirus que comparten este antigeno de grupo son clasificados como grupo A,
y los que no lo comparten son designados como Rotavirus grupo no A; estos
Rotavirus grupo no A, también son conocidos como Para-Rotavirus, Rotavirus-like,

Rotavirus-novel o Rotavirus antigénicamente distintos (17,60)

Existen hasta el momento seis grupos de Rotavirus antigénicamente distintos
designados con letras mayiisculas A-F, de los cuales cuatro afectan a los cerdos
AB,Cy E (10,13).



El grupo A, es el mds comiinmente relacionado con enteritis aguda en €l hombre y en
animales; en cerdos la infeccion por éste grupo es muy frecuente y se ha asociado con
el sindrome de la diarrea de leche, diarrea blanca, o diarrea de tres dias en lechones de
dos a seis semanas de edad. Este es el dnico grupo que se ha clasificado en dos
diferentes subgrupos denominados I y II segiin los antigenos adicionales en la proteina

interna de la c4psideVP6 (47).

Dentro del grupo A, los serotipos estan dados por dos proteinas de superficie VP4 y
VP7 las cuales contienen antigenos neutralizantes que pueden ser compartidos tanto

en cepas de origen animal como de origen humano (4,24,42,44,78,127).

Las glicoproteinas VP7, son designadas como tipo G y las VP4 como tipo P, estas
proteinas son sensibles a las proteasas. Se han descrito en Rotavirus porcino al menos

cinco serotipos G y dos P (19,49,54,56).

El grupo B, también llamado Rotavirus atipico o Rotavirus like, ha sido detectado en
lechones, bovinos, y humanos (129). El grupo C, también designado como Para-
rotavirus, s6lo se ha detectado en lechones y humanos (61). El grupo E, ha sido
aislado Gnicamente en lechones en el Reino Unido y los Rotavirus de los grupos Dy F

en pollos y patos (63,65).

1.3 ESTRUCTURA DEL GENOMA

El genoma de los Rotavirus contienen 11 segmentos de ARN bicatenario con un peso
molecular de 2x10° - 2.2x10° Daltons. Las particulas virales contienen una enzima
ARN-polimerasa y otras enzimas capaces de transcribir cada segmento de ARN en
ARN mensajero activo. Los 11 segmentos génicos codifican los distintos polipéptidos

que conforman la particula viral (68).



Las secuencias de diferentes cepas de Rotavirus han revelado caracteristicas generales
sobre la estructura de cada segmento del genoma; cada segmento de ARN inicia con
una guanidina en la posicién 5’, seguida por un grupo de secuencias conservadas que
son parte de las secuencias no codificables 5°; cuando se inicia la lectura de un
segmento termina al detenerse en el siguiente codén y después se encuentra otro
grupo de secuencias no codificables que contiene un subgrupo de secuencias

conservadas en la citidina de la regi6n.

La secuencia especifica interna, esta presente en los segmentos de la cepas de
Rotavirus grupo A, pero atin no se ha encontrado en los Rotavirus grupo no A. La
longitud de las secuencias no codificables varfan en diferentes genes y no hay sefial de
poliadenilacién en la posicién final 3° de cada gen. La fuerte conservacién de las
secuencias terminales en los segmentos del genoma, sugieren que contiene sefiales
importantes para la transcripcién, replicacién o ensamblaje de los segmentos del

genoma viral (25,48).

Para conocer cual gen codifica determinado polipéptido, se han establecido diferentes
formas: Correlacién de fenotipo y genotipo durante el rearreglo de genes en la
coinfeccién con dos Rotavirus distintos; andlisis de la reaccién de anticuerpos
monoclonales con el producto de varios genes; aislamiento de segmentos de ARN con
posterior traduccién In- vitro de la fraccion de ARN denaturada y andlisis del
polipéptido producido seguido por la traduccién de segmentos de ARN transcrito por

la polimerasa viral, e identificacién del producto. (117).

1.4 PROTEINAS VIRALES

Se ha designado una nomenclatura para las proteinas que conforman la particula viral;
las proteinas estructurales son designadas como proteina viral (VP), la cual va seguida
de un nimero esta de acuerdo a su peso molecular, es asf que la proteina de mds alto

peso es denominada como VP1. Las proteinas que son generadas por el clivaje de un



gran precursor son indicadas con un asterisco, es el caso de la VP4 que es clivada para

producir VP5* y VP8* (76,32).

Los segmentos 1,2,3,6, codifican para los polipéptidos de la cépside interna VP1,
VP2, VP3 y VP6 respectivamente; segmentos 4 y 9 codifican para los polipéptidos de
la cépside interna, VP4 (antiguamente designada como VP3 pero se llamé VP4
cuando se encontr6 que el segmento 3 de ARN codificaba para una proteina
estructural) y VP7 respectivamente; esta dltima es la proteina mas abundante en el
virién y es la responsable de la especificidad de serotipo, que es determinado por

técnicas de neutralizacién con anticuerpos hiperinmunes (44,93,94).

La proteina VP4, es clivada por enzimas proteoliticas como la tripsina para producir
dos péptidos con pesos moleculares de 60.000 Daltons y 20.000 Daltons; el
rompimiento proteolitico de este polipéptido potencia la infectividad mejorando la
penetracién de este virus a las células, ademds, se considera que la VP4 es una
proteina multifuncional debido a que es responsable de la hemaglutinacién de ciertos
Rotavirus y desempefia un importante papel en la virulencia de Rotavirus heter6logos
de ratones e inductora de anticuerpos neutralizantes que pueden proteger de la

enfermedad causada experimentalmente por Rotavirus (95).

El segmento 11, codifica para un polipéptido de localizaci6n incierta, pero puede ser ¢l
precursor de la proteina VP9 6 para una proteina no estructural. Los segmentos 5,7.8

y 10 codifican para proteinas no estructurales (25).

Se conoce que el gen 6 codifica para la protefna VP6, considerada altamente
antigénica e inmunogénica, pero aiin no es claro si ésta interviene en la induccién de

anticuerpos protectores (28).
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1.5 EPIDEMIOLOGIA CEISA
El Rotavirus porcino, es la mayor causa de infeccién enzo6tica en las granjas porcinas;
la transmisién de este agente viral ocurre por la via oro-fecal, al diseminarse €l virus en

la piara (67).

Los niveles mds altos de la diséminacién del Rotavirus se presentan en los-estados
agudos de la infecci6n, donde el Rotavirus porcino grupo A se excreta en las heces
durante 14 dfas, en cambio el grupo B, es excretado en menores cantidades y en un
periodo de duracién mds corto; sin embargo, en infecciones recurrentes por Rotavirus
porcino se ha detectado su presencia en excreciones intermitentes, éstas infecciones

posiblemente representan virus con serotipos o serogrupos diferentes (66,118).

Generalemte se ha encontrado que las madres no excretan el virus, no obstante,
pueden diseminarlo ocasionalmente cerca a sus crios, generando una fuente de

infeccidn para éstos (10,39,71).

Usualmente, los lechones entre 7 y 41 dias de edad son mdés suceptibles a la infeccion
por Rotavirus, pero es menos frecuente en lechones menores de 7 dias; esto,

posiblemente es debido a la proteccién que le confiere los anticuerpos presentes en el

calostro (146).

El periodo de incubacién de la enfermedad diarreica por Rotavirus en porcino, ha sido
estimada entre 12 a 24 horas; posteriormente los lechones presentan anorexia y
ocasionalemte vémito. La diarrea es severa y profusa, generalmente se inicia entre la
primera y cuarta hora desptes de presentarse los sintomas; las heces son acuosas 0
cremosas y entre blancas o amarillenta. Esta sintomatologia diarreica tiene una
duracién entre 3 a 5 dias y las heces recobran su consistencia entre los 7 y 14 dias

siguientes(137).



1.6 PATOGENESIS
La patogénesis de la infeccién por Rotavirus, se ha estudiado en cerdos gnotobi6ticos
(libres de germénes), inoculados oralmente con una cepa de campo de Rotavirus

porcino (10,84).

La replicaci6n del virus ocurre en las células epiteliales de las vellosidades intestinales,
las cuales son importantes en la absorcién de nutrientes. La lisis y descamacién de las
células infectadas causa atrofia en las vellosidades y el grado de atrofia varia
dependiendo de 1a edad del lech6n, siendo un factor determinante en la severidad de la

enfermedad clinica (77,138).

Los Rotavirus generalmente penetran por endocitosis a la célula y son liberados
directamente dentro de vesiculas que al fusionarse con los lisosomas primarios
constituyen el fagolisosoma, en el cual es removida la cépside externa resultando
particulas de 55nm de didmetro, lo cual activa la ARN polimerasa end6gena del virus;
de dicha actividad se produce la sintesis de ARN mensajero viral de proteinas virales y
el ARN de doble cadena, los cuales se acumulan en el citoplasma de las células
epiteliales en forma de viroplasma, lo que se observa a las seis horas post-infeccion;
los Rotavirus también pueden entrar a las células directamente, a través de las

membranas citoplasméticas (62,107).

El ARN se va empaquetando en el nucleocdpside, y las protefnas se van ensamblando
a su alrededor, formando particulas de una sola cdpside que migran hacia las vesiculas
dilatadas del reticulo endoplasmético rugoso, en el paso a través de la membrana
citoplasmitica, se cree que adquiere su cdpside externa, convirtiéndose en forma

infecciosa, el mecanismo de liberaci6n es por lisis (84).
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Se han reportado en algunos casos, la presencia de viriones dentro de las crestas

mitocondriales, las cuales se encuentran hinchadas o rotas (128).

La infeccién causa alteraciones en la integridad celular, especialmente entre la octava y
doceava hora post-infeccién, las células epiteliales comienzan a mostrar granulaciones

en el citoplasma, que van progresando hasta producirse el desprendimiento celular. La |
membrana nuclear se presenta discontinua, con una marcada dilatacién en algunas
dreas de las cisternas perinucleares. Enitre las doce y trece horas post-infeccion, la

eucromatina se presenta agregada o en la periferia del nicleo (86).

El establecimiento de la diarrea, se produce por la destruccién de los enterocitos y por
la disminucién en el nivel de disacaridasas presentes en las células entericas inmaduras;
estas enzimas son retenidas en el lumen intestinal y el exceso produce una
hiperosmolaridad en el contenido intestinal causando la diarrea (133).

La duracién de la diarrea esta determinada por el tiempo necesario para la restauracion

de un niimero adecuado de vellosidades de las células epiteliales (143).

La patogénesis de los Rotavirus grupos B, C y E en lechones, han sido menos
estudiadas que el grupo A, sin embargo, la atrofia de las v‘ellosidades es m4s severa en
los grupos A y C. De otro lado, se han estudiado infecciones combinadas de
Rotavirus con otros enteropatégenos ( E. Coli enterotoxigénica) y el resultado es una

diarrea mucho més severa que cuando es infectado por un sélo agente (133).

1.7 MORBILIDAD Y MORTALIDAD

Esta enfermedad viral causa una elevada tasa de morbilidad, que puede alcanzar entre
un 80% a un 90%. En los lechones se produce una baja de peso y un severo retraso
en el crecimiento, lo que genera grandes pérdidas econémicas en la industria porcina
(59).
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La mayor causa de muerte es la deshidratacién que puede liegar a ser del 10%, sin

embargo, la tasa de mortalidad disminuye con el incremento en la edad del lechoén.

En un estudio epidemiol6gico retrospectivo, realizado en una poblacién porcina en el
estado de Iowa, durante un afio (1987-1988); uno de los objetivos planteados fué,
comparar el papel del Rotavirus en la enfermedad diarreica con otros agentes
etiolégicos reportados en los cerdos; los resultados indicaron que los lechones con
infeccién por Rotavirus no presentaron enfermedad diarreica severa a menos de una
coinfeccién por Escherichia coli 6 Isospora suis; ademés, se encontré una alta
incidencia de infeccién por Rotavirus en lechones entre 3 a 6 semanas de edad y una
rdpida disminuci6n en la enteritis rotaviral y no rotaviral en lechones de 2 a 3 semanas
de edad. EIl nivel més alto de presencia de diarrea fue en el mes de febrero y
moderado en Agosto y Septiembre. A raiz de este estudio los autores sugieren una
mayor participacién del laboratorio para el diagndstico veterinario en investigaciones

epidemioldgicas con el fin de obtener un mayor control en la enteritis porcina (144).

De otro lado, en Colombia se han realizado algunas investigaciones sobre Rotavirus en
animales domesticos. Mogollén y colaboradores (87), llevaron a cabo un estudio para
determinar las causas principales de la diarrea neonatal en terneros; se examiné la
materia fecal de 493 animales con y sin diarrea en 49 fincas del Valle de Ubaté y 36 del
Piedemonte Llanero; se empleé la técnica ELISA como prueba tamiz para detectar los
Rotavirus, los casos positivos se examinaron por microscopio electrénico y se

inocularon en células de rifion de mono (MA-104).

La presencia de cepas de Rotavirus fueron encontradas en terneros neonatos y en sus
madres; €stas no tenfan diarrea, en los neonatos, algunos presentaron diarrea y otros
no. Se encontr$ que la diseminacién viral puede ocurrir posiblemente durante todo el
afio ya que el muestreo se realiz§ durante 8 meses; los investigadores atribuyeron la

persistencia del virus en el medio ambiente, al manejo de los neonatos en salacunas y a
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su alimentacién en baldes sin condiciones higienicas adecuadas, sin embargo, se

concluy6 que la infeccién por Rotavirus no parece ser un problema mayor en las dreas

examinadas.

Otra investigacién fué la realizada por Gonzalez y colaboradores (47), los cuales, en
una piara de 'ma‘mejo Vconvencional semintensiva, estudiaron nueve camadas en el
transcurso de 10 meses del afio. Durante ese lapso, el 87% de los lechones de ocho de
las camadas, presentaron diarrea de variada intensidad y el 17% de los lechones de tres
dias, excretaron el virus, el cual se diagnostic6 por medio de un ELISA comercial
dirigido para detectar Rotavirus grupo A; también, se demostré la presencia del virus
en cerdas de reproduccién y aparentemente no hubo influencia sobre la presentacién

de la infecci6n en su descendencia.

En este estudio se concluyd, que la infeccién en los lechones, se originé por la
persistencia del virus en el medio ambiente y no a partir de las madres; ademds
condiciones medio ambientales como la temperatura y humedad, que predisponen a la

enfermedad.

1.8 INMUNIDAD

Los estudios serolégicos muestran un alto porcentaje (77-100%) de cerdos adultos
seropositivos para los grupos A,B y C de Rotavirus. Parece existir una relacién entre
la edad con la incidencia serol6gica, los niveles mds bajos de anticuerpos para los
grupos B y C, son encontrados en lechones de 3 a 8 semanas de edad, en cambio
todos los lechones de esta edad tienen anticuerpos para el grupo A de Rotavirus;
igualmente se han detectado anticuerpos para el grupo C en un 100% para los cerdos

adultos, 50% para cerdos destetos y 86% para lechones lactantes (28,60,96).

La inmunidad pasiva es transmitida al lech6n a través del calostro y la leche, los

niveles de anticuerpos especificos para Rotavirus en ambas secreciones disminuyen
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draméticamente en los primeros dias de la lactancia. Generalmente, la proteccion
inmunolégica se correlaciona con la presencia de anticuerpos en las secreciones; en el
lumen intestinal, los anticuerpos cubren las vellosidades de las células epiteliales

protegiendolas de la infeccién por Rotavirus.

. La inmunoglobulina A secretora, es mds efectiva que la inmunoglobulina G y la M,
ademds la IgA, es mis resistente a la degradaci6n proteolitica en el tracto intestinal.
Los anticuerpos séricos no confieren proteccién permanente contra la infeccién por
Rotavirus (120,124).

1.9 INMUNOPROFILAXIS

La contaminacién del medio ambiente, juega un papel muy importante en la
permanencia del Rotavirus en la granja; el Rotavirus porcino es estable a condiciones
extremas y resistente al uso de desinfectantes comunes. No obstante, entre las
medidas preventivas estan: desinfeccién permanente de las granjas, especialmente en
donde se encuentran las crias, ademds, evitar el contacto entre lechones susceptibles a
contraer la infeccién de cerdos adultos, los cuales son probables diseminadores del

virus.

De otro lado, no existe un tratamiento especifico para la infeccién por Rotavirus
porcino, generalmente, se suministran soluciones electroliticas para minimizar la
deshidratacién y pérdida de peso, también se recomienda la administracién de

antibi6ticos para contrarrestar infecciones bacterianas secundarias (141)

También se han logrado desarrollar vacunas que permiten prevenir la gastroenteritis

aguda producida por este agente, en neonatos de diferentes especies.

Una vacuna efectiva, depende en gran parte en la habilidad para estimular la inmunidad

local tipo IgA, en el intestino. Se han aplicado varias estrategias para el desarrollo de
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una vacuna 6ptima; inicialmente se utiliz6 la inmunizacién oral con cepas de Rotavirus
vivas y atenuadas tanto de origen animal como humano, pero no se obtuvo el
resultado esperado, debido a la baja inmunogenicidad producida en animales

experimentales (6,43).

Se han logrado obtener vacunas a partir de proteinas recombinamés 'exprésadas en
vectores tales como la Escherichia coli, virus de la Vaccinia, Baculovirus, Salmonella
typhi, capaces de producir una replicacién no virulenta en los animales a los cuales se
les ha suministrado el in6culo; sin embargo, la utilizacién de vectores recombinantes es

de uso limitado por ser poco préctico en la vacunacién (109).

De otro lado, se han empleado péptidos sintéticos que abarcan casi toda la secuencia
de aminodcidos del gen que codifica para la VP7; no obstante, ha sido muy pobre la
estimulacién en la formacién de anticuerpos neutralizantes cuando son suministrados a

animales de experimentacién (3).
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2. DIAGNOSTICO

En lechones neonatos de 1 a 8 semanas de edad en donde la causa de diarrea es el
Rotavirus, son ideales las muestras fecales en la fase aguda de la enfermedad para ser
sometidas a un examen por el laboratorio; esto se debe a que las cantidades mds altas
de particulas virales son eliminadas durante las primeras 12 a 24 horas de iniciacién de

la diarrea.

Un gran niimero de métodos han sido empleados para la deteccién de Rotavirus, en
donde se incluyen: Microscopia electrénica, Inmuno electro-microscopfa, ELISA,

Aglutinacién en latex, y el aislamiento del virus en cultivos celulares.

La microscopia electrénica, es una técnica que permite el andlisis de agregados de alto
peso molecular como son los virus, ribosomas o sustancias de tipo fibroso (coldgeno,
microtdbulos, microfilamentos, dcidos nucléicos). Los especimenes investigados son
puestos sobre una rejilla y cubiertos con una gota de Acetato de Uranilo o
Fosfotungstato de Potasio, haciendolas electrénicamente mds densas; logrando ser
obsevadas por un brillo relativo en la pantalla fluoresecente, esta metodologia es
conocida como tincién negativa y es particularmente adecuada para la deteccién de

Rotavirus porcino (12,35,91).

La Inmuno electro microscopfa, puede identificar todos los grupos de Rotavirus
causantes de diarrea en varias especies, ofrece una buena especificidad, aunque estd

condicionada a un nimero suficiente de particulas virales, un bajo nimero de éstas
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puede impedir un 6ptimo resultado (115); éste problema se puede obviar si la muestra
es incubada con suero inmune especifico de grupo, en donde el anticuerpo se une al
grupo especifico del Rotavirus y concentra el agente viral; de esta forma ésta técnica

permite la caracterizacién de Rotavirus porcino antigénicamente distintos.

La técnica de ELISA, es otro método que permite la deteccién de antigeno de
Rotavirus en muestras fecales, se considera el de escogencia por muchos laboratorios
dada su eficiencia y el no requerimiento de equipo sofisticado para su desarrollo. La
ELISA y la Microscopia electronica, han sido comparadas para determinar la presencia
de Rotavirus, encontrdndose un alto grado de concordancia en los resultados

obtenidos (23,33).

Un estudio comparé una técnica basada en Aglutinacién en latex con la de ELISA,
utilizando la microscopia electrénica como la técnica de referencia; la técnica en latex,
report6 la mds alta especificidad y la ELISA la mds alta sensibilidad; sin embargo, la
ELISA tiene como gran inconveniente la incapacidad de detectar Rotavirus de todos
los grupos, ademds presenta una alta rata de resultados falsos positivos (26,36,64).
Existen kits diagndsticos que son usados para la deteccién de Rotavirus porcino grupo

A en materia fecal por ésta técnica (46)

Los Rotavirus grupo B son idénticos morfolégicamente pero antigénica y
genéticamente diferentes del tipico Rotavirus grupo A. La prevalencia y significancia
de estos Rotavirus no ha sido firmemente establecida, esto es dado por las dificultades
en la obtencién de reactivos que estén bien caracterizados, y de amplia disponibilidad;
adicionalmente, éste Rotavirus grupo B, no ha sido adaptado a cultivos celulares
(14,139).

De otro lado, el Rotavirus porcino grupo C ha sido cultivado en lineas celulares de

rifion de mono Rhesus (MA-104) y detectado por inmuno electro microscopia, usando



17

un antisuero policlonal contra el virus purificado. Recientemente, se ha producido un
anticuerpo monoclonal (Mab), contra una proteina del Rotavirus grupo C, existe una
ELISA que utiliza este anticuerpo monoclonal unido a un sistema biotina-
streptovidina, que reporta una alta sensibilidad y especificidad para la identificacion de

Rotavirus grupo C (37,97).

La caracterizacién y produccién de anticuerpos monoclonales neutralizantes contra
diferentes serotipos de Rotavirus, han generado la disposicién de reactivos ttiles para

la serotipificiaci6én de Rotavirus porcino (88).

El radioinmunoensayo (RIA), se ha usado exitosamente en la deteccién de Rotavirus,
sin embargo, tiene inconvenientes como son el equipo sofisticado y el material

radiactivo que requiere (111).

La Inmunofluorescencia (IF), es una técnica usada para teiiir c€lulas excretadas en
materia fecal de animales infectados con Rotavirus; el problema de la fluorescencia es
no ser especifica y ha impedido que sea utilizada a nivel humano; sin embargo, esto
puede ser solucionado si el antigeno viral es primero separado por precipitacion

inmune antes de la coloraci6n; no obstante, este método es dispendioso (124)

La Hemaglutinacién Pasiva Reversa, constituye otra técnica que permite evaluar la
presencia de Rotavirus en muestras fecales con una sensibilidad semejante al método
de electroforésis en geles de poliacrilamida (PAGE); sin embargo, su mayor limitacién
esta dada por la presencia de factores hemaglutinantes no especificos; no obstante,
pueden ser obviados por una o0 més adsorciones de la muestra con globulos rojos de
oveja (90).

ARIA
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De otro lado, la Inmunofluorescencia, Inhibicién de la Hemaglutinacién, Fijacion de
Complemento, ELISA y Neutralizacién, también son empleadas para la medicién de

anticuerpos.

Inicialmente, el antigeno usado para la técnica de Fijacién de Complemento fué el
Rotavirus humano, obtenido de un extracto fecal pero fué reemplazado por Rotavirus
bovino adaptado a cultivo celular. Una limitacién de esta técnica, es que no distingue

entre anticuerpos de especies de diferente origén (70)

La Inmunodifusi6én radial (ID),constituye otro método simple y de bajo costo para la
deteccién de anticuerpos de Rotavirus especificos de grupo, utiliza concentrados
ultracentrifugados de materia fecal como antigeno contra suero de nifios y animales

convalescientes.

[a Inmunofluorescencia, ha sido usada para evaluar titulos de anticuerpos séricos
contra Rotavirus; esta prueba es muy sensible y tiene la ventaja de ser adaptable a la
medicién de clases especificas de inmunoglobulinas. La IgA, ha sido también medida
por esta técnica; del mismo modo pruebas como la Inhibicién de la Hemaglutinacién
(IH), se han desarroHado para la detecci6n de anticuerpos contra Rotavirus porcino
(85).

La Fijacién de Complemento, Inmunofluorescencia, Inmunodifusién radial e Inmuno
electro microscopia, han permitido demostrar que los Rotavirus tienen un antigeno
comun que esta asociado con la cdpside interna de la particula viral; sin embargo, no
hay aiin un sustituto para el método de neutralizacién, cuando se requiere evaluar el
anticuerpo especifico para serotipo. En este caso el ensayo de reduccién en placa es
mds sensible que la neutralizacion en tubo para la deteccién de anticuerpos, aunque

este Gltimo es un poco mds eficiente para la deteccién de una respuesta sérica (88).
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2.1 CULTIVO CELULAR

Despies de identificar el Rotavirus como una causa importante de gastroenteritis
aguda, se han realizado grandes esfuerzos para poder ser cultivado In- vitro: Tanto
los Rotavirus humanos como los animales, no crecen ficilmente en los cultivos
celulares y por tanto se requiere de condiciones especiales en la fase inicial de la
infeccién celular, para poder llevar a cabo la propagaci6n.de grandes cantidades de

estos virus que permitan estudios comparativos y de caracterizacion (2,29,130).

Numerosos estudios se han realizado con diferentes tipos de células de rifion,
incluyendo lineas continuas y células primarias, con el fin de encontrar las mejores

condiciones que permitan la propagacién de estos virus en cultivos (1,142)

Inicialmente, los Rotavirus porcinos fueron adaptados a cultivos celulares primarios de
rifion de mono, con pretratamiento de los viriones con enzimas proteoliticas,
posteriormente, fueron propagados en la linea celular MA-104 de rifion de mono
Rhesus (72).

Varias cepas del grupo A de Rotavirus porcino se han cultivado satisfactoriamente en
ésta linea celular, en donde los viriones han sido inicialmente tratados con tripsina en
una concentracién de 10pg/ml durante 30 minutos a 37°C; seguidamente, éste inéculo
se adiciona a la monocapa celular durante una hora a 37°C con agitacién cada 10
minutos para lograr de esta forma una éptima adsorcién, es indispensable que el medio

de mantenimiento no contenga suero fetal bovino (130,131,134).

Las cepas de Rotavirus adaptadas a cultivo celular, producen un efecto citopético
caracterizado por el oscurecimiento y redondeamiento de las membranas celulares, las
cuales se agrupan para un posterior desprendimiento de la superficie y por dltimo lisis

celular (131)



Recientemente, una linea celular obtenida a partir de intestino de porcino, ha sido
exitosamente utilizada para la propagacién de la cepa C/Cowden y la cepa Iowa C/IA-
850 del grupo C del Rotavirus( Proescholdt y Paul 1991, citado por Paul y Stevenson
1992)(102).

‘El método del cultivo celular, se ha considerado como prerequisito bésico para el
estudio de propiedades genéticas y antigénicas de las diferentes cepas de Rotavirus
aisladas, ademds, para la preparacién de antigenos y sueros inmunes para €l posterior

diagnéstico de Rotavirus (134).

2.2 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR EN EL DIAGNOSTICO
VIRAL
En los tltimos afios se han empleado técnicas de biologia molecular aplicadas a la

identificacién de agentes infecciosos que afectan a diferentes especies animales.

Debido a las bondades ofrecidas por estas técnicas, se han empleado en estudios
epidemiol6gicos a nivel de medicina veterinaria, las mds empleadas son las

Electroforésis, Reaccién en Cadena de la Polimerasa.(PCR), y Dot-Hibridizacion.

La base de las técnicas en biologfa molecular. consiste en una buena extraccién y
purificacién de los 4cidos nucléicos de los diferentes materiales biol6gicos.
Recientemente se han descrito procedimientos que permiten la extraccién de ARN del
Rotavirus a partir de muestras fecales. Generalmente, se selecciona un método que
proporcione una buena calidad del ARN con una efecﬁva desproteinizacién sin

degradarlo (116).

El método mds comiinmente empleado, es la extraccién con fenol, el cual disocia las

proteinas de 4cidos nucleicos formandose dos fases despies de una centrifugacion:



una fase inferior orgdnica con fenol que contiene proteinas, restos celulares y otros
s6lidos; la fase acuosa que contiene el ARN; ademds, se utiliza una mezcla de fenol-
cloroformo con el fin de obtener una mayor eficiencia en la extraccién de los 4cidos

nucleicos (140).

La alta densidad mejora la separacién de las dos fases, facilitando la remocién de la

fase acuosa con muy poca contaminacién de material orgénico.

Generalmente, se adiciona alcohol isoamilico a la mezcla de fenol-cloroformo para
evitar la formacién de espuma; se han realizado apropiadas modificaciones al método
de extraccién con fenol, utilizando agentes denaturantes mds efectivos como lo es el

Tiocianato de Guanidina.

Cox y colaboradores, 1968 (citado por Chomczynski y colaboradores 1987), fueron
los primeros en emplear el Tiocianato de Guanidina como un agente desproteinizante
ya que inicialmente era utilizado como un fuerte inhibidor de ribonucleasas. Existe un
procedimiento en el cual se combina este agente desproteinizante con una mezcla de
fenol-cloroformo, para procesar un gran nimero de muestras en poco tiempo con

buena recuperacién de ARN de la muestra (18).

De otro lado, la precipitacién con etanol, es probablemente el método mds versitil
para concentrar los dcidos nucleicos; su uso es frecuente en la recuperacién de ADN 6
ARN después de la extraccién con fenol, generalmente, esta precipitacién va
acompaiiada de bajas temperaturas (-20°C o mds baja) (140).

En el pasado, el aislamiento de ARN era realizado en presencia de altas
concentraciones de sal con el fin de reducir el efecto de las ribonucleasas end6genas,
pero no se obtenian los resultados esperados; sin embargo, hoy en dia ya se disponen
de inhibidores de ribonucieasas mds efectivos, siendo el mds usado el Dietil

Pirocarbonato (DEPC)(116).
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La secuenciacién del ARN ha proporcionado datos invaluables acerca de la
organizacién del material genético, su evolucién y funcién; basdndose en esta écnica
se ha logrado establecer que muchos Rotavirus humanos y animales comparien
antigenos comunes. Un estudio realizado por Glass y colabdfadores (44), en donde a
partir de una copia dé cADN del gen que codifica para la glicoproteina 'VP7 de una
cepa de referencia de Rotavirus bovino (Nebraska), fué secuenciada con el fin de
comparar la distribucién de amino4cidos, con la de cuatro cepas de Rotavirus humano
de diferente serotipo (G1,G2,G3,G6) y establecer similitudes entre ellas. Se encontré
un grado de homologia del 75-86% especialmente en las regiones hidrofilicas de los
amino4cidos, ya que pueden corresponder a regiones en donde se ubican

determinantes antigenicos comunes para Rotavirus de diferentes especies.

Del mismo modo, la identificacién molecular de Rotavirus porcinos por Hibridizacién
del ARN-ARN dentro de estrictas condiciones, hace posible el estudio de las
relaciones génicas entre los Rotavirus humano y animal. El término genogrupo ha
sido utilizado para describir cepas de Rotavirus que pueden ser ubicadas como

similares con base en la homologia génica (117).

El compartir un genogrupo, por dos cepas de Rotavirus derivadas de diferentes
animales podria ser interpretado como una secuencia de transmisién interespecie de un
Rotavirus animal a otro, como resultado de poseer un ancestro (origen) en comun.
Asi por ejemplo, Nakagomi y colaboradores (89), utilizaron la técnica de hibridizacién
ARN-ARN vy demostraron que la cepa AU228 de Rotavirus humano aislado de un
nifio sintomdtico con una historia de contacto con un gato, estaba estrechamente

relacionada genéticamente con la cepa de Rotavirus felino FRV-1.



Se han llevado a cabo investigaciones que utilizan la técnica de Hibridizacién con el fin
de determinar el grupo de cepas de Rotavirus, para lo cual se emplean sondas

obtenidas de copias de cADN de un gen especifico (89).

Sondas obtenidas a partir de clones del gen 3 de la cepa de referencia de Rotavirus
grupo B (IDIR).,las cuales tienen la capacidad de detectar cantidades en nanogrémds
de ARN, fueron preparadas con el fin de identificar por Hibridizacién Rotavirus del
grupo B, en seis muestras fecales de terneros; de las cuales cinco de ellas fueron
positivas para ésta técnica. Una muestra fecal obtenida de un paciente infectado con
una cepa de Rotavirus de diarrea en adultos (Grupo B), también fu€ positiva para éste
ensayo, ademds, especimenes fecales no infectados por Rotavirus de humanos,
terneros y ratas, como también muestras que contenian Rotavirus grupo A, no

hibridizaron con la sonda, confirmando la especificidad de ésta (27,98,99).

El uso de sondas a partir de cADN, también han sido empleadas con el fin de
determinar el serotipo ( P y G) de cepas de Rotavirus, por ensayos de hibridizacién

(100).

En el estudio realizado por Rosen y colaboradores (112), en ¢l cual se emplearon
sondas derivadas de los genes 9 y 4 de las cepas Gottfried y OSU también de
Rotavirus porcino YM (G11) y humano Wa (G1) que fueron amplificadas por PCR
con el fin de establecer Rotavirus grupo A con especificidad tipo P y G en 52 muestras
fecales de lechones con diarrea en los Estados Unidos y Canadd. S6lo 11 de las
muestras analizadas hibridizaron con la sonda YM (G11), siendo la primera vez en que
se reporta la presencia de Rotavirus G11 en los Estados Unidos. Un gran niimero de
muestras positivas para Rotavirus que no reaccionaron con las sondas Gottfried y
OSU, sugiere que Rotavirus con otra especificidad P y G podrian estar presentes en

los lechones.



Otro método molecular, es la lécni_ca del PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
gue originalmente fué descrita para la ampliaci6n de segmentos de ADN, fué adaptada
para obtener la amplificacién de ARN de Rotavirus, obtenido directamente de materia

fecal y de esta forma lograr el diagndstico viral (145,147).

Del mismo modo, esta técnica ha permitido la tipificacién de cepas de Rotavirus con
serotipos de importancia veterinaria (Gl, G5, G10 y Gl11), baséndose en la
especificidad antigénica viral VP7 o serotipo G, ademis, cepas de Rotavirus tipo G6 y
G8 que no habian sido previamente reconocidas en lechones, fueron identificadas en
cepas de campo de origen porcino, es asi como ésta técnica constituye una alternativa
para monitorear la presencia y distribucién de cepas de Rotavirus tipo G en diferentes

poblaciones animales (50,52)

Igualmente, la diversidad antigénica VP4 o serotipo P, también ha sido determinada
por PCR en cepas de Rotavirus de origen bovino ( NCDV, UK, B223) y porcino
(OSU y Gottfried). De la informaci6én de la frecuencia y distribucién de serotipos
individuales puede depender el desarrollo de una vacuna eficiente contra Rotavirus
(41,53).

Por medio del método molecular PCR se han generado clones de ADN a partir de los
cuales se preparan sondas radiomarcadas que permiten la deteccién y caracterizacion
serotipica de cepas de Rotavirus de animales. Las sondas de 4dcido nucleico son
preparadas de segmentos génicos de Rotavirus que codifican para VP7 y son
caracterizadas en ensayos de dot blot hibridizacion; éstas sondas pueden detectar 1 ng
de ARN viral. La serotipificaién obtenida usando sondas VP7 es similar a la lograda

usando ensayos serolégicos (100,101,106).

De otro lado, la mayorifa de estudios de epidemiologfa molecular de Rotavirus a nivel

veterinario, se han analizado utilizando la técnica de electroforésis, debido a que ésta
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proporciona caracteristicas especificas para una cepa viral dada, ademds de ser

reproducible(57,75,82,92)

La electroforésis es considerada como una técnica que permite la separacién y el
fraccionanﬁ¢nto de las proteinas. Existen diversas variaciones de las técnicas
electroforéticaé, pero todas dependen de la capacidad migratoria de las moléculas
cargadas en solucién, cuando se les coloca en un campo electrico (74). La distancia a
la cual migra una proteina depende de su peso molecular y de su carga, la cual
depende del pH del medio; también, detergentes como el SDS, le confiere cargas

negativas a todas las proteinas y solo se separan segin el tamafio de cada péptido.

Esta técnica, también se usa ampliamente en la separacién de los 4cidos nucleicos de
diversos pesos moleculares; es decir de diferente longitud de nucleétidos. Cuando el
ARN o las moléculas de ADN son de una longitud relativamente corta,
aproximadamente de unas mil pares de bases, por lo general pueden ser separadas por

electroforésis.

Todas las moléculas de 4cidos nucleicos independientemente de su longitud tienen una
densidad de carga semejante; entre mayor sea el peso de la molécula de ARN o ADN

mis lento es el desplazamiento que sufre a traves del gel.

La sensibilidad de la electroforésis en gel es tan grande que las moléculas de ADN o
ARN que difiere por un s6lo nucle6tido pueden separarse entre sf , 1o cual constituye
una caracteristica que da gran valor a éste método para la secuenciacién de dcidos

nucléicos.

Posterior a la electroforésis, las bandas de ARN pueden ser vizualizadas con luz

ultravioleta después de una tincién con bromuro de etidio o con tincién de nitrato de



plata (16,58). La autoradiografia, también ha sido usada para detectar segmentos de

ARN marcado con P32 radiactivo (31)

El orden de migraci6n y separacién de los segmentos es caracteristico para una cepa
viral y esto se conoce con el nombre de patrén electroforético o electroferotipo

(34,103,104,136).

Existe un esquema para caracterizar y clasificar los electroferotipos de las cepas de
Rotavirus, el cual fué propuesto por Lourenco y colaboradores 1981 (citado por Estes
y Col 1984); este esquema divide los 11 segmentos en 4 grupos. Las bandas de 1-4 de
los segmentos de ARN son denotados como grupo I, bandas 5 y 6 como grupo II,
bandas 7-9 como grupo Il y las bandas 10 y 11 como grupo IV. Las diferencias en la
migracién de los fragmentos genémicos son identificados con letras mindsculas del

alfabeto (31,119)

Los estudios recientes, no utilizan el esquema anterior de clasificacién para identificar
los 11 segmentos de ARN de Rotavirus; generalmente los segmentos son numerados
de 1 a 11 y ésta numeracién se ubica al lado izquierdo del perfil electroforético. A
cada electroferotipo se le asigna una letra maydscula del alfabeto ubicada en la parte

superior de éste, también se han utilizado niimeros ardbigos en lugar de letras(51,123)

Existe otra clasificacién que va a depender de la migraci6n de los segmentos 10 y 11
produciéndose dos patrones; es denominado patrén corto cuando la migracién de los
segmentos 10 y 11 es mds corta que la distancia de migracién del segundo patrén

denominado patr6n largo (5).

El patrén corto (Short) es designado con la letra S y el patr6n largo (Long) con la

letra L (40,113); también existe un patrén super-corto (Super-short) en el cual la



velocidad de migracién de los segmentos 10 y 11 es mds lenta que en el patrén corto
(1,125)

De otro lado Tom y colaboradores 1986 (citado por Rasool y Col 1989) adopt6 otro
sistema de clasificacién en el cual se utilizan nimeros romanos, el patrén largo fué

designado con el niimero II y el corto con el nimero I (108)

Se ha descrito una asociacién entre el serogrupo de una cepa de Rotavirus con su
patrén electroforético, lo cual ha sido utilizado como una ayuda indirecta para la
clasificacién del Rotavirus (114). Este esquema agrupa los 11 segmentos del genoma
en cuatro regiones; el Rotavirus del grupo A, presenta una movilidad caracteristica,
segmentos 1,2,3,4 regién 1, segmentos 5 y 6 regi6n II, segmentos 7.8,9 regién Il y

bandas10y 11 regién IV.

El Rotavirus B, tiene como patrén la siguiente migracién de las bandas 1,2,3,4, regién
I, bandas 5 y 6 regién II bandas 7,8 regi6n III y bandas 9,10,11 como regién IV. El
Rotavirus C presenta una movilidad caracteristica: Bandas 1,2,3,4, regién I, bandas

5,6,7, regi6n II, bandas 8,9 regi6n III, bandas 10y 11 regién IV.

En el grupo E, el patrén electroforético es similar al descrito por el grupo B,excépto la
migracién de los segmentos 7 al 11 ya que lo hacen de una forma equidistante el uno
del otro; de esta forma se hablarfa de una correlacién entre electroferotipo y
serogrupo, sin embargo, se hace necesaria la realizacién de ensayos serolégicos debido

a que son mds confiables (102,110).

No existe un esquema de clasificacién que pueda ser aplicado en todos los anélisis de
patrones electroforéticos, por lo general, se emplean diferentes convenciones ya sean

nimeros o letras dependiendo de la clasificacién que crea conveniente el investigador.
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Los electroferotipos de cepas de Rotavirus obtenidos a partir de materia fecal de
cerdos, revelan una gran diversidad en los Rotavirus que afectan a una porcicola
convencional, de esta forma se ha logrado establecer una relacién entre la variabilidad
genética con factores tales como el clima, temperatura, edad y suceptibilidad del
lech6n(11,45,75,121,122

En contraste, variaciones gendémicas entre los electroferotipos de cepas de Rotavirus
bovino, fueron analizados en distintos hatos lecheros en Argentina; en este estudio
s6lo se detecté un electroferotipo en cada una de ellas y persisitieron casi por un afio.
De acuerdo al patrén de migracién de estas cepas fueron clasificadas como grupo A,
solo ocurrié una infeccién dual y por tanto la presencia de otro electroférotipo en una
de las fincas. Los autores concluyeron que cuando una cepa dominante de Rotavirus
es introducida a una comunidad suceptible causa una epidemia y persiste con una

aparente estabilidad genémica durante un largo pelibdo de tiempo (34,73).

En Colombia, se realizé un estudio con 20 muestras de materia fecal de pollitos de
engorde y de pollitas de reemplazo, cuya edad oscild entre 1-35 dias, los cuales
presentaron diarrea.  Las muestras fueron examinadas mediante microscopia
electrénica, prueba de ELISA y electroforésis encontrdndose una cepa de Rotavirus

atipica, la cual fue negativa por ELISA.

El patrén electroforético fué similar al denominado 132 detectado en Irlanda del
Norte, aunque los segmentos 4.,5,8,9,presentaron una mayor separaciéon.  Los
resultados de este estudio sugieren la presencia simultdnea de Rotavirus tipicos y

atipicos en algunos planteles avicolas del pais (15)

En una investigacion realizada en el Reino Unido, se aislaron dos cepas de Rotavirus
atipicos, las cuales fueron obtenidas de 900 muestras fecales, adquiridas de lechones

con diarrea; los perfiles genémicos de estas dos cepas contenian 11 segmentos de
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ARN que no correspondian al electroferotipo caracteristico del grupo A, por no
presentar la tripleta que conforman los segmentos 7,8 y 9. Sin embargo, los perfiles
electrof6reticos eran distintos a los presentados por otros grupos atipicos de Rotavirus
porcino, ya que estos mostraron una migracién equidistante de los segmentos

789,10,y 1 (17).

En un estudio posterior, fueron colectadas 156 muestras fecales de cerdos con
enfermedad diarreica en diferentes piaras localizadas en las dos principales 4reas
porcicolas de Argentina; entre las muestras, 60 fueron positivas para Rotavirus, por
medio de la técnica de electroforésis y 55 por un inmunoensayo especifico para

Rotavirus grupo A (ELISA).

Todas. las muestras que fueron positivas por electroforésis y negativas por ELISA,
presentaron electroferotipos semejantes a los grupos B y C; ademds, estas cepas
virales fueron subagrupadas al ser andlizadas con anticuerpos monoclonales y se
encontrd que 13 cepas pertenecfan al subgrupo I, dos cepas al subgrupo II, dos cepas
mostraron tener ambos subgrupos y 15 no presentaron ningin subgrupo. Diez de
estos virus fueron adaptados a cultivo celular, clonados y serotipificados por medio de

técnicas de neutralizacién (83).

De otro lado, se llevd a cabo en México, un estudio cuyo objetivo fué determinar la
presencia de Rotavirus en granjas porcinas del estado de Yucatdn. Desde febrero de
1992 hasta la primera semana de Mayo de ese mismo afio, se analizaron 170 muestras
de heces de lechones con diarrea entre 1 a 4 semanas de edad, procedentes de 15

granjas porcicolas, donde las medidas de bioseguridad eran minimas.

Las muestras fueron estudiadas por electroforésis en geles de poliacrilamida; en los

resultados se encontraron diferencias en los patrones electroforéticos con respecto al
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niimero de bandas; sin embargo, todas las cepas fueron clasificadas dentro del grupo A

de Rotavirus.

De las 15 granjas muestreadas, solo en seis de ellas se encontré la presencia de
Rotavirus con un bajo porcentaje de muestras positivas, lo cual no se esperaba ya que
la literétﬁra ref;orta un 42% para marranas excretoras de Rotavirus antes y después del
parto infectando asf a las crias; sin embargo, el porcentaje encontrado en las granjas se
consideré alto, teniendo en cuenta que las medidas de bioseguridad son minimas
(106).

Investigadores en el Reino Unido, han encontrado un virus con la morfologia del
Rotavirus, pero antigenicamente distinto a las cepas de Rotavirus porcino previamente
descritas. Esta particula viral midi6 75 nm de didmetro con su cubierta externa y 63
nm sin ella; el andlisis del genoma indicé que estaba compuesto de 11 segmentos de
ARN de doble cadena, pero con una migracién diferente a la presentada por el
Rotavirus grupo A ya que los segmentos 5 y 6 migraron mucho mas cerca el uno del
otro; la tripleta conformada por los segmentos 7,8 y ,9, fué reemplazada por una
dupleta, ademds, dos bandas se ubicaron en la posicién de la banda 10 del grupo A
(13).

Otro estudio epidemiolégico realizado con muestras fecales de terneros en el Sur de
Africa, se hizo con el fin de analizar las distintas cepas de Rotavirus que afectaban a

los terneros de dos fincas.en un periodo de un afio (1988-1989).

Las 143 muestras obtenidas fueron procesadas por electroforésis y encontrdndose
cuatro electroferotipos distintos que compartian la caracteristica de ser patr6n largo;
s6lo un pérfil fué identificado en las fincas durante 1988, pero dos se encontraron a
principios de 1989 uno en cada finca, estos electroferotipos diferfan en la migracién de

los fragmentos genémicos 2,5,8 y 9 (21).
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No obstante, se llevo a cabo una investigacién en Gran Bretafia en donde las muestras
fecales fueron obtenidas de 43 terneros infectados por Rotavirus que presentaban
enfermedad subclinica. Las cepas virales fueron estudiadas de acuerdo a los perfiles
electroféreticos obtenidos, se encontraron ocho patrones genémicos, en uno de los
cuales-la variacién se present6 como la ausencia del fragmento 11 y la aparicién de

una banda entre el fragmento 6y 7 .

Estos ocho perfiles electroforéticos indicaron ser grupo A al reaccionar con una
ELISA especifica para este grupo; los otros perfiles presentaron 11 bandas, sin
embargo, uno de ellos mostré cuatro bandas extras lo que sugirié una infeccién dual
en uno de los terneros; con base a este resultado es posible que otras variantes
genémicas en las cepas estuvieran presentes pero no fueron detectadas, por lo cual se

hacen necesarios otros estudios como la inoculacién en animales y clonacién entre

otras (105.

En Colombia se desconocen muchos aspectos epidemiolégicos de la enfermedad
diarreica causada por Rotavirus en lechones. En los estudios realizados, las cepas
virales sélo han sido identificadas por técnicas inmunoenzimdticas obteniéndose

resultados limitados sobre el comportamiento del Rotavirus (38,87).

Existe la necesidad de aplicar técnicas de biologia molecular, con el fin de obtener una
caracterizacién genética del Rotavirus, entre ellas la separacién electroforética del
genoma del Rotavirus porcino, que ha permitido a diversos investigadores conocer las
diferencias y similitudes en el ARN de cepas de Rotavirus extraidas de las heces de

lechones con enfermedad diarreica.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 TOMA DE MUESTRAS
Las muestras estudiadas en el presente trabajo fueron obtenidas de lechones con
diarrea entre dos y seis semanas de edad, de diferentes granjas porcicolas ubicadas en

distintas zonas geogréficas del pais.

Se recogieron un total de 204 muestras fecales, de las cuales 12 provenian del
departamento de Santander, Granja Los Porkys; 34 muestras se obtuvieron de
Antioquia, ocho de la Granja La Vitrina y las otras 26 de la Granja Tecni-Agro. En el
Tolima, se tomaron 27 muestras , 23 de ellas de la Granja El Placer y cuatro de La
Granja El Triunfo; en Cundinamarca, se obtuvé el mayor nimero de muestras (131),
provenientes de distintas localidades: 27 de la poblacién de Silvania, Granja El Lider.
84 en la Granja La Carolina (Sop6), 14 en la Granja Santandercito y seis en la Granja
La PAS.

La toma de muestras se realiz6 durante un periodo de sicte meses a partir de Mayo
1994 a Noviembre 1994 y fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento en el

laboratorio.
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3.2 CEPAS DE REFERENCIA
Se utilizaron como cepas de referencia para el presente estudio, la cepa de Rotavirus
bovino tipo Compton del Laboratorio Central Veterinario de Weybridge, Inglaterra y

la cepa de origen porcino tipo Bohl’s, obtenida del Laboratorio Central Veterinario
AMES Iowa U.S.A "

3.3 CULTIVOS CELULARES

Las dos cepas fueron cultivadas en la linea celular MA-104 (rifién de feto de mono
Rhesus), obtenida del departamento de Virologia del Instituto Nacional de Salud
(INS) de la ciudad de Santafé de Bogot4.

A partir de la monocapa celular, se realizaron sucesivos pases en Kimax de 75 cm?® con
el fin de replicar la monocapa hasta obtener la suficiente cantidad, para infectar con

cada una de las cepas de referencia.

Para la realizacién de los pases, inicialmente se efectué un lavado de la monocapa con
diluyente tripsina ( 40gr NaCL, 2gr KCL, 0,24gr Na,HPO,anhidro, 0,300gr KH,PO,,
2.5gr Glucosa, 500 ml de agua destilada). Posteriormente fueron adicionados 2.0 ml
de tripsina pH 8.5, la cual se dispers6 por toda la monocapa, se incub6é a 37°C por 5
minutos, pasado este tiempo se observé al microscopio de luz invertida el
desprendimiento de las células. Luego se adicionaron 2.0 ml de una suspensién de
MEM Eagle, suero fetal bovino 10 %, L-glutamina 2%, amino4cidos no esenciales
1%, penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 mg/ml), con el fin de detener el efecto

de la tripsina.

Posteriormente, se colocé una pipeta de vidrio contra el fondo del Kimax y se
succiond 3 6 4 veces hasta lograr la disgregaci6n de las células. Luego, se pas6 todo

el contenido al medio de crecimiento (MEM Eagle, suero fetal bovino 10 %, L-
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glutamina 2%, aminoécidos no esenciales 1%, penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina

(100 mg/ml)), y se llevé a incubacién a 37°C.

Una vez que se logré estabilizar la monocapa, se procedié a infectarla; para esto se
preparé un stock de tripsina con una concemracién_634 mg/ml ( 0,317gr tripSina,
0,125gr EDTA, 50 ml sales para tripsina, agﬁa destilada 500ml ). Posteriomente se
realiz6 una dilucién (9.7 ml de MEM-Eagle mis 0.3 ml de tripsina 634 puml) para
obtener una concentracién de 20 pg/ml. Seguidamente, se enfrenté 1ml de la solucién

anterior con 1ml del virus y se incubé 30 minutos a 37°C en bafio maria.

Pasado este tiempo, se lavé la monocapa con diluyente tripsina , posteriormente, fué
adicionado el inéculo, el cual cubrié toda la monocapa; se incubé 1 hora a 37°C y cada
10 minutos se agit6 el Kimax, con el fin de que el inéculo cubriera toda la monocapa.
Luego, se descarté el inéculo y se adicionaron 10 ml de medio MEM-Eagle
suplementado con medio hepes 1%, L-glutamina 2%, amino4cidos no esenciales 1%,

penicilina (100Ul/m]l), estreptomicina (100 pug/ml y se llevé nuevamente a 37°C.

Las monocapas inoculadas se observaron diariamente hasta evidenciar el efecto
citopdtico.  El resultado del efecto citopdtico consistié en: oscurecimiento y
agrupamiento de las membranas celulares que tomaron forma redondeada; luego

ocurrif el desprendimiento celular y por dltimo lisis (31)

Como control negativo se utiliz6 un in6culo que consistié de 1ml de MEM-Eagle mis

1ml de la dilucién de tripsina 20 ptg/ml.

Finalmente, después de la aparicién del efecto citopdtico, los cultivos se congelaron y

descongelaron tres veces para lisar las células y liberar los virus, luego se centrifugé a
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2500 g. durante 15 minutos. El sobrenadante de cada cepa fué alicuotado y congelado
a-70°C.

3.4 EXTRACCION DEL ARN VIRAL

Inicialmente, se utilizé un protocolo semejante al descrito por Herring vy
Coiaboradores (58 ) el cual fué realizado a partir de las heces y del sobrenadante

obtenido de los cultivos de las cepas de referencia.

Se resuspendieron 300 mgr de materia fecal en 1.2 ml de buffer 20mM tris-HCL pH
7.8, se centrifugé a 14.000 g. en una microcentrifuga (Eppendorf), 10 minutos a 4°C;
se tomaron 200 uL del sobrenadante y se adicioné una cantidad igual de una solucién
IM CILi, 2% SDS, 20mM EDTA pH 7.8; luego se agit6é y se incub6 a 55°C por 15
minutos; seguidamente se agregaron 400 uL de una mezcla de partes iguales de fenol

equilibrado-cloroformo, se mezclaron y se incubaron a 37°C durante 15 minutos.

Nuevamente se centrifugé a 14.000 g. en una microcentrifuga refrigerada, siendo
luego depositada la fase superior acuosa en otro tubo Eppendorf. Posteriormente se
agregaron 2 volimenes de etanol-frio (-20°C) a la fase superior para precipitar el
ARN, y se conservé a -70°C por 2 horas; mds tarde se centrifugé a 14.000 g. durante
15 minutos a 4°C. El sobrenadante fué descartado invirtiendo el tubo en forma brusca
y el pellet fué resuspendido en 20puL de agua tridestdada con DEPC (Dietil

pirocarbonato), acompaiiado de SpL de buffer de siembra.

Esta técnica no mostré mucha sensibilidad y el ARN se obtuvo con muchas impurezas,
debido a esto se decidié cambiar por un método més sensible y una extraccién mds
pura del ARN; en consecuencia se utiliz6 el protocolo descrito por Chomczynski (18),
el cual incluye el uso de una mezcla de Guanidina Tiocianato-fenol-cloroformo. Este

protocolo fué diseiiado originalmente para trabajar con tejido mamario de rata, por lo
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cual fué necesario ajustar algunos pardmetros para adaptarlo a los estudios en heces de

lechones.

Inicialmente, fueron homogenizadas 2 gr de materia fecal en tubos Corex con 1ml de
solucién denaturante ( 25 gr de Tiocianato de Guanidiné, Citrato de Sodio 25 mM pH
7() Sarcosyl 0.5%, 2-Mercaptoethanol 0.1 M). Posteriormente, se adicionaron 0.5 ml
de Cloruro de Litio 1M; EDTA 20 mM; pH 7.8 y se agit6 en vortex durante 20

segundos.

Después, se agregaron 1.5 ml de una mezcla de fenol-cloroformo-isoamil (24:24:1),
nuevamente se agitd en vortex durante 20 segundos; la suspension final fué puesta en
hielo por 15 minutos; seguidamente se centrifugd a 10.000 g durante 20 minutos a
4°C, después de la centrifugacién el ARN estaba en la fase acuosa y en la fase de fenol

e interfase quedaron el ADN y las proteinas.

La fase acuosa fué transferida a otro tubo Corex, y se mezclé con 1 ml de isopropanol
a -20°C por 1 hora, para precipitar el ARN, se centrifugé a 10.000 g por 20 minutos;
el sobrenadante se descart§ y el pellet fué disuelto en 0.5 ml de solucién denaturante;
esto se transfirié a un tubo Eppendorf con 1 volumen de isopropanol y se conservé a -

20°C durante 1 hora.

Posteriormente se centrifugé a 14.000 g. por 15 minutos a 4°C, se descarté el
sobrenadante invirtiendo el tubo en forma brusca y el pellet se resuspendié en etanol
75%, luego se sec6 a 37°C y fué disuelto en 50 uL de agua destilada con DEPC (Dietil

pirocarbonato).
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3.5 ANALISIS ELECTROFORETICO
El ARN viral, fué analizado, por medio del sistema de electroforésis unidimensional en
gel de poliacrilamida utilizando un sistema discontinuo (Leammli) en condiciones no

desnaturalizantes libre de SDS (74).

Se utilj.Z(’)» un gé] superior (stacking gel), para permitir la concentracién del ARN viral
(5% de poliacrilamida) y un gel inferior separador (separating gel), de las bandas de
ARN (8% de poliacrilamida). El gel de separacién fué preparado en buffer Tris-HCL
0.375M pH8.8 y el de concentracién en Tris-HCL 0.125M pH6.8; ambos geles fueron
polimerizados quimicamente con TEMED y persulfato de amonio, luego de
degasificar la solucién del gel utilizando una camara de anaerobiosis con vacio,

durante 5 minutos.

Finalmente, la solucién fué vertida en medio de dos léminas de vidrio
(16cm*x18cm*x0.8mm de volumen interno), colocados verticalmente en el soporte del
equipo de electroforésis. La parte del gel fué cubierta con agua hasta una altura de
2mm y el gel fué dejado a temperatura ambiente durante 30 minutos; una vez
concluida la polimerizacién, la superficie del gel de separacién fué lavada con agua
destilada, aplicdndose luego la solucién del gel de concentracién, seguido de la
colocacién inmediata de la peineta. Se dejé a temperatura ambiente durante 30

minutos, hasta completar la polimerizacién.

El buffer de corrido consistié en Tris 0.25M, glicinab 0.192M, posteriormente se
adicionaron 5Sul de buffer de siembra (Azul Bromofenol 0.05%, Sucrosa, EDTA 0.1M,
SDS 0.5%) a las muestras y controles; luego fueron colocadas cuidadosamente en los

pozos del gel de concentracién con una jeringa hamilton.

La electroforésis fué realizada a 120 V constantes durante 14 horas en una cimara

marca Hoefer LKB, modelo S-161 (U.S.A.).
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Después de la electroforésis los geles fueron sometidos a una tincién con nitrato de
plata y se utiiz6 una modificacién de la metodologia descrita por Sammons y
colaboradores 1981. (citado por Herring y col 1982) esta consisti§ en: primero los
geles fueron tratados con una solucién de etanol 10% y 4cido acético 0.5% durante 30
minutos, luego pasaron a una solucién de nitrato de plata 0.011M por 30 minutos,
(NaOH; Formaldehido). Inmediatamente se visualizaron las bandas, se descart6 el
revelador y se adicion6é una solucién de 4cido acético 5% ,con el fin de detener la

reaccién (58).

Los geles tefiidos por este método presentaron un intenso contraste (background), e
impidié una buena visualizacién de las bandas, por lo cual fué necesario utilizar una

tincién que permitiera un 6ptimo desarrollo de 1a imdgen .

Se utilizé posteriormente, el protocolo descrito por Caetano-Anolles y Gyeshoff (16),
el cual consisti6 en: fijar los geles coﬁ 4cido acético 7.5% durante 30 minutos, con €l
fin de prevenir la difusién de las bandas y para remover sustancias indeseadas. Luego
se realizaron 3 lavados de 2 minutos cada uno con agua desionizada, después fueron
pasadas a una solucién de plata (1.5g/1 AgNO; 0.056% Formaldehido) durante 45
minutos. La presencia del Formaldehido en esta solucién, mejoré la sensibilidad y el

contraste de la imégen.

Pasado este tiempo los geles fueron lavados nuevamente con agua desionizada, por 30
segundos, ¢ inmediatamente fué adicionada la solucién reveladora (30 g/1 Na,COs,
0.056%, Formaldehido, 400ug/1 Tiosulfato de Sodio) a 8 °C; cuando se obtuvé la
im4gen deseada, se descart6 el revelador y la reaccién fué detenida, con 4cido acético

7.5% a 4 °C por cinco segundos.
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Todos los pasos anteriores fueron realizados en agitacién constante. Posteriormente

cada uno de los geles fueron fotografiados, con una pelicula en color asa 400.

Todas las soluciones y el material de vidrio utilizado fué cuidadosamente preparado y
autoclavado con una solucién de agua tridestilada mds DEPC (Dietil pirocarbonato),

al O 1% coh el fin de inhibir enzimas ARN asas.

La interpretacién de los resultados consisti6 en el examen visual de los perfiles
electroforéticos de las cepas virales encontradas en cada granja; la posicién de las
bandas se compararon entre cepas y con las cepas de referencia. Las 11 bandas fueron
divididas en cuatro grupos, segin el método descrito por Lourenco y colaboradores,
1981 (citado por Estes y Col 1984), (31): Bandas 1,2,3,4, grupo I, bandas 5,6, grupo
II, bandas 7,8.,9, grupo Il y bandas 10,11 grupo IV.

3.6 DETECCION DEL ANTIGENO VIRAL POR ENSAYO
INMUNOENZIMATICO

Se utilizaron dos inmunoensayos para el andlisis de 46 muestras de materia fecal

tomadas al azar de 204 muestras examinadas previamente por electroforésis, con el

propésito de comparar los resultados entre los procedimientos.

Las dos pruebas inmunoenzimdticas, detectan antigenos de Rotavirus grupo A, en las
muestras fecales. Se empleé Rotazyme II Abboit (U.S.A.) y BioDot Rota de Heber
Biotec (Cuba). Los procedimientos de ELISA fueron realizados de acuerdo a los

procedimientos descritos en los incertos de cada técnica (Laboratorios Comerciales).

Con el propésito de establecer, si existe una relacién entre la técnica ( Electroforésis.

BioDot Rota, Rotazyme II), que se escoge y el resultado obtenido para el diagndstico
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de Rotavirus en materia fecal, se aplicé el andlisis estadistico Ji Cuadrado (Xz). en

donde se plante6 la siguiente hipotesis:

H Nula: No hay asociacién entre la técnica y el resultado (son independientes).

H Alterna: Hay asociacién entre la técnica y el resultado (son dependientes).

De otro lado, se evalu6 el grado de co-positividad y co-negatividad de los resultados,
con el fin de conocer que porcentaje de muestras positivas y negativas no eran
compartidas por las tres técnicas al ser comparados en tablas de dos por dos en las que
se analizaron de la siguiente forma:

_ Electroforésis vs BioDot Rota

_ Electroforésis vs Rotazyme 11

_ BioDot Rota vs Rotazyme 11

Se debe tener en cuenta que para poder levar a cabo este tipo de evaluacién, no fué
posible analizar el mismo nimero de muestras por los tres métodos, ya que no se¢
disponia de la totalidad del Kit de Rotazyme II Abbott, ademds, no hubo una prueba
de referencia, que permitiera determinar cual de ellas presentaba mejor sensibilidad y

especificidad (36).
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4. RESULTADOS

Como se mencion6 en este estudio, se colectaron muestras provenientes de diferentes
granjas porcicolas ubicadas en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca,

Santander y Tolima.

De las 204 muestras examinadas por electroforésis para detectar la presencia de ARN
de Rotavirus, en 33 (16.1%) de ellas se visualiz6 la migracién caracteristica de los 11

segmentos gendémicos del Rotavirus.

Una vez analizado el perfil electroforético presentado por las muestras se logré
determinar la presencia de seis patrones o electroferotipos distintos. Tomando como
base la mevilidad de los fragmentos 10 y 11 se determin6 que presentaban un patrén

corto, ninguna de las cepas virales presenté el denominado patrén largo.

Inicialmente, se evalu6 la variabilidad genémica de los virus presentes en cada una de
las granjas muestreadas y posteriormente se compararon los perfiles electroforéticos
entre las regiones analizadas, con el fin de establecer diferencias o similitudes entre

ellos.

A continuacién se describen las observaciones realizadas en cada granja(s), de cada

una de las zonas geogrificas bajo estudio.
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4.1 ANTIOQUIA

4.1.1. Granja Tecni-Agro.

De las 26 muestras examinadas por electroforésis, tres (11.5%), fueron positivas para
electroferotipos de ARN compatibles con el patrén caracteristico de ARN de

Rotavirus.

A medida que se fué realizando el tamizaje de las muestras, se fueron seleccionando
las muestras positivas, descartando las negativas, del mismo modo se iban adaptando
las mejores condiciones que permitieran una buena resolucién de las bandas de ARN;

para lograr este objetivo fueron utilizados cuatro geles de poliacrilamida.

Posteriormente, las muestras positivas fueron de nuevo examinadas por electroforésis
junto con la cepa de referencia porcina Bohl’s y la cepa de referencia bovina Compton
con el fin de establecer diferencias y similitudes entre sus patrones electroforéticos y

de esta forma poder determinar los electroferotipos representativos de esta granja.

La movilidad electroforética de estas cepas de Rotavirus, mostraron un patrén
compatible al del grupo A, el cual se caracteriza por presentar los segmentos
gendmicos distribuidos en cuatro regiones: Segmentos 1,2,3,4, regién I, segmentos

5.6, regidn 1II, segmentos 7,8,9 regi6én I y segmentos 10 y 11 regién IV.

La cepa de referencia Compton presenté una movilidad en sus bandas de ARN,
representada de la siguiente forma: Bandas 1,2,3,4, regién I en donde las tres dltimas
migraron conjuntamente; bandas 5, 6 regi6n II; bandas 7,8,9, regién III las cuales se
desplazaron con velocidad similiar, observdndose una sola banda para este grupo,
bandas 10 y 11 regiébn IV; constituyéndose de esta forma un electroferotipo

caracteristico para esta cepa viral (Figura 1 carril 1).
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De otro lado, el electroferotipo de la cepa de referencia Bohl’s, se caraéteriz() por
mostrar una migracién de sus bandas distribuidas asi: bagdas 1,2.3,4, grupo I en
donde dos de estas bandas migraron con una velocidad seméjante y se visualizaron en
un sblo fragmento; bandas 5,6, grupo II; bandas 7,8,9, grupo III para el cual el
segmento 8 migré con mayor velocidad ubicdndose més cerca del segmento 9 que del

segmento 7; bandas 10 y 11 grupo IV (Figura 1 carril 2).

Tanto la cepa de referencia Compton como la cepa Bohl’s, compartieron la
caracterisitca de ser patrén corto dada por la movilidad de los segmentos de la regién
Iv.

Con respecto a las tres cepas virales presentadas por esta granja, se encontraron dos
electroferotipos, uno de ellos compartido por dos cepas, el cual tuvo para los
segmentos 2 y 3 del grupo I, una migracién muy cercana lo cual los hace ver
representados en un s6lo segmento; ademds el grupo III se caracterizé por presentar
una movilidad en dupleta, constiuyéndose de esta forma un electroferotipo
denominado S1, con la caracteristica de ser patrn corto, dada por la movilidad de los

segmentos 10 y 11 del grupo IV (Figura 2 carril 3).



FIGURA 1. Perfiles genémicos presentados por las cepas de referencia de Rotavirus
bovino tipo Compton (Cc ) y porcino tipo Bohl's (Cp) Carriles 1y 2
respectivamente. Nétese las diferencias en la migracién de los segmentos

de ARN en cada una de ellas.
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En el otro electroferotipo presentado por una de las cepas virales, se apreci6 que los
segmentos 1,2,3,4, del grupo I, migraron de una forma individual, ademds, los
segmentos 7,8,9, del grupo III, se desplazaron con una velocidad  similar
observandose una sola banda, de esta forma se conformé un segundo electroferotipo
designado como S2, el cual presenté también la caracteristica de ser patrén corto

(Figura 2 carril 3).

Los dos electroferotipos descritos como S1 y S2, fueron comparados con la cepa de
referencia Bolh’s y se observé que el S1, comparte una migracién electroforética
similar para todos sus grupos; sin embargo, el fragmento IV, migré un poco mds
répido en este electroferotipo que el mismo fragmento en la cepa Bohl's; del mismo
modo, el fragmento 5 del grupo II, tuvo un desplazamiento mas lento que el

fragmento correspondiente en la cepa de referencia Bohl's (Figura 2 carriles 2,3).

De otro lado, cuando el electroferotipo S1 fué comparado con la cepa Compton, s6lo
se logr6 determinar similitudes en la migracion de los segmentos del grupo IV (Figura
2ecariles 1.3)

El electroferotipo S2, al ser comparado con la cepa de referencia Bohl's mostré una
migracién diferente de los fragmentos genémicos del grupo 1. en donde se visualiza el
desplazamiento de las cuatro bandas en este electroferotipo; contrario a €sto en la cepa
de referencia Bohl's, sGlo se observaron tres bandas para ese mismo grupo. EI grupo

11 present6 la misma diferencia que la observada en el electroferotipo SI.

El grupo IIT del electroferotipo S2, mostré una migracién de los segmentos 7,8.9,
como una sola banda, en cambio la cepa Bohl's lo hizé en tripleta. Por dltimo las
bandas del grupo IV migraron de una forma semejante tanto para este electroferotipo

como para la cepa Bohl’s (Figura 2 carriles 2.5).
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FIGURA 2. Comparacion entre los electroferotipos de las cepas de Rotavirs
aisladas de dos granjas del departamento de Antioquia. Carriles 3y 5
(patron S1 y S2 respectivamente) granja Tecni-Agro, carril 4 (patron
S1) granja La Vitrina. Carriles 1y 2 cepas de referencia Compton y
Bohl’s (Cc, Cg), respectivamente. Obsérvese las diferencias de los

electroferotipos entre las cepas de campo y las de referencia.
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El mismo electroferotipo fué comparado con la cepa Compton y se encontraron

similitudes en la migraci6n de los grupos Illy IV (Figura 2 carriles 1.5).

4.1.2. Granja La Vitrina.
Fueron examinadas ocho muestras, de las cuales una (12.5%), fué positiva para ARN
de Rotavirus; al analizar el electroferotipo dado por estas muestras se clasificé como

del grupo A, con la caracteristica de ser patr6n corto.

El electroferotipo reportado por ésta cepa viral, fué comparado en un mismo gel con
los presentados por la granja Tecni-Agro y se establecié que compartia las
caracteristicas de migraci6n electroforética para todos los grupos con el

electroferotipo S1; dada esta similitud se clasificé como S1 (Figura 2 carml 4)

4.2 CUNDINAMARCA
4.2.1. Granja La Carolina
En esta porcicola, se encontré un total de 11(13.1%), muestras positivas para el
andlisis de ARN de Rotavirus de 84 muestras investigadas por electroforésis, en once

geles de poliacrilamida

El patr6n reportado por diez de estas cepas de Rotavirus, las clasifica como del grupo
A, debido a la movilidad electroforética de los fragmentos genémicos que constituyen
las cuatro regiones caracteristicas de este grupo; no obstante, una cepa de Rotavirus
obtenida a partir de una muestra colectada en el dltimo periodo de éste estudio,
mosiré un patrén diferente al del grupo A, su movilidad electroforética es compatible
con la migraci6n caracteristica de los Rotavirus que pertenecen al grupo B (atipicos),
el cual presenta una distribucién de las bandas de la siguiente forma: Bandas 1,2,3,4,
regién 1, bandas 5,6, regi6n II, bandas 7,8, regién III, bandas 9,10,11, regién IV.

Todos los electroférotipos pertenecientes al grupo A, presentaron la caracteristica de
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ser patr6n corto. Los perfiles electroforéticos que presentaron las cepas de referencia

Compton y Bohl's, fueron muy similares a las descritas en la figura 1.

Al analizar los patrones electroforéticos que mostraron las cepas virales aisladas en
ésta granja, se estableci6 un electroferotipo para nueve de ellas, el cual se caracteriz6
por la migracién de los segmentos 7,8, y 9 del grupo III en una sola banda y se

denominé como S3 (Figura 3 carriles 3,4,5,6,7.8).

Este electroferotipo, fué comparado con la cepa de referencia Compton, con el cual
compartié las mismas caracteristicas de migracién con los grupos II, III y IV; no
obstante, el fragmento cinco del grupo II, se desplazé con mayor velocidad en el
electroferotipo S3 que en el mismo fragmento correspondiente al electroferotipo

presentado por la cepa de referencia (Figura 3 carriles 1,3,4,5,6,7.8).

De otro lado, el electroferotipo S3, también se comparé con la cepa de referencia
Bohl’s, en donde el grupo I presenté un desplazamiento independiente de sus cuatro
fragmentos genémicos, contrario a lo observado en el perfil electroforético de la cepa
Bohl's en donde dos de sus fragmentos migran en forma simultdnea visualizdndose
solamente tres bandas para éste grupo. Con respecto al grupo II, el fragmento cinco
migré de una forma mds lenta que el perfil presentado por la cepa Bohl's para el

mismo fragmento.



FIGURA 3. Comparacién de los electroferotipos encontrados de las cepas aisladas

en la granja La Carolina. Carriles 3,4,5,6,7,8, Patrén S3; carriles 1 y 2

cepas de referencia Compton y Bohl’'s (Cc, Cg), respectivamente.

Nétese la diferencias de los electroferotipos entre las cepas de

campo y las de referencia.
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El grupo III, mostr6 una marcada diferencia ya que los segmentos 7,8,9,migran en una
sola banda y en la cepa Bohl's lo hacen en forma de tripleta y en el grupo IV, el
segmento diez se desplazé mds lento que el mismo segmento en la cepa Bohl's (Figura
3 carriles 2,3,4,5,6,7,8).

Con respecto al electroferotipo que presenté la cepa de Rotavirus atipica, mostr6
variaciones en el grupo I, en el cual se observan s6lo tres bandas y en el grupo II una
tinica banda; su migraci6n electroforética fué compatible con la del Rotavirus grupo B

(Figura 4 carril 2).

Al comparar éste electroferotipo con la cepa de referencia Compton, no se
encontraron entre estos dos perfiles, similitudes en la migracién electroforética de las

bandas de los cuatro grupos (Figura 4 carriles 1, 2).

Al mismo tiempo que se reporté la cepa de Rotavirus atipica, también se encontré un
tercer electroferotipo presente en esta misma granja, con un patrén genomico
semejante al del grupo A; sin embargo, su diferencia con respecto a los otros
electroferotipos del mismo grupo se estableci6 en la regién III en donde los segmentos
7.8.9, se desplazaron en forma de tripleta donde el segmento ocho presenté una menor
migracién, encontrdndose, mds cerca del segmento siete que del segmento nueve; €ste

electroferotipo fué denominado como S4 (Figura 4 carril 3).

Este tltimo electroferotipo (S4), fué comparado con la cepa de referencia Compton,
en donde las bandas del grupo I migraron de forma independiente contrario a lo
observado en la cepa Compton; en el grupo 11 la banda cinco se desplazé de una forma

mds rdpida que esta misma en la cepa de referencia.
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FIGURA 4. Comparacién entre los electroferotipos encontrados en la granja La
Carolina. Carril 2, electroferotipo presentado por una cepa atipica
(Grupo B); carril 3, electroferotipo S4; carril 1 cepa de referencia

Compton, (Cc). Obsérvese las diferencias de los perfiles electroforéticos

entre las cepas de campo y la cepa de referencia.






Las bandas 7.8,9, que constituyen el grupo III aunque en ambos electroferotipos
migraron en forma de tripleta en el S4, el segmento ocho se desplaz6 de una forma
més lenta, ubicdndose més cerca del segmento siete que del nueve, en cambio en la
cepa Compton el segmento ocho migré mas cercano al segmento nueve, por altimo las
bandas del grupo IV migraron en forma similar para las dos cepas (Figura 4 carriles
1,3)

4.2.2. Granja Lider (Silvania)
De un total de 27 muestras examinadas por electroforésis, se detect$ la presencia de
ARN de Rotavirus en 4 (14.8%) muestras, las cuales fueron compatibles con el patrén

de migracién de las cepas de Rotavirus del grupo A.

Al comparar los electroferotipos hallados en ésta granja, se establecieron dos patrones
que s6lo diferfan en la movilidad de los segmentos del grupo III, en donde uno de ellos
la movilidad del segmento ocho fué mayor por lo tanto se ubicé mds cerca del
segmento nueve que del segmento siete, éste electroferotipo fué llamado S5 (figura 5
carriles 3,4.5). El otro electroferotipo encontrado se caracterizé por una movilidad en
forma equidistante de los segmentos 7,8,9, constituyéndose el electroferotipo S6

(Figura 5 carril 6).

Los dos electroferotipo (S5 y S6), compartieron la caracteristica de ser patrén corto

de acuerdo a la movilidad de los segmentos 10 y 11 del grupo IV.

El patrén electroforético S5, fué comparado con la cepa de referencia Compton,
observindose que s6lo compartian la movilidad de los segmentos 10y 11 del grupo 1V

(Figura 5 carriles 1 3,4.5).
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Con la cepa de referencia Bohl’s, se encontré que los segmentos que conforman cl
grupo I migran de una forma independiente uno del otro, diferente a lo que se observo
en la cepa de referencia en donde dos segmentos lo hacen unidos, presentdndose tres
bandas para ese grupo; los segmentos que conforman el grupo II se desplazaron en
forma mds lenta comparados a los mismos segmentos en el perfil de la cepa de

referencia.

Con respecto a los segmentos que conforman el grupo III, cuya movilidad se hizo en
forma de tripleta corresponde a la misma observada en la cepa Bohl's; del mismo
modo el grupo IV presenté un desplazamiento similar para estos dos electroferotipos
(Figura 5 carriles 2,3,4,5).

El electroferotipo S6, también fué comparado con las cepas de referencia Compton y
Boh!’s, en donde se presentaron las mismas diferencias que las establecidas para el
electroferotipo S3; sin embargo, con la cepa de referencia Bohl's, difieren en la
movilidad de las bandas del grupo III ya que en el patrén S6 migraron en una forma

equidistante (Figura 5 carriles 2,6).

4.2.3. Granja Santandercito

En esta granja porcicola se analizaron 14 muestras fecales por medio de la técnica de
electroforésis de las cuales 2 (14.3%), presentaron ARN de Rotavirus. Estas dos
muestras comparten el mismo patrén electroforético, constituyéndose asi un s6lo

electroferotipo para esta granja denominado S7.



FIGURA 5. Comparaci6n entre los electroferotipos de las cepas aisladas en la

Granja Lider. Carriles 3,4,5,patrén S5; carril 6, patrén S6; carriles

1 y 2 cepas referencia Compton y Bohl’s (Cc ,Cg ) respectivamente.

Nétese las diferencias de los electroferotipos entre las cepas

de campo y las cepas de referencia.
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Este perfil electroforético (S7), mostré una migracién semejante al del grupo A,
ademds fué patrén corto; su caracteristica fundamental se hall6 en la movilidad de las

bandas del grupo III, las cuales se desplazaron en forma de dupleta (Figura 6 carril 1).

El tnico electroferotipo hallado en esta granja, fué comparado con la cepa de
referencia Compton y se observé que solo compartieron la migracién de los segmentos

10 y 11 del grupo IV (Figura 6 carriles 1.4).

De otro lado éste electroferotipo, también fué comparado con la cepa de referencia
Bohl’s y se encontré que en el grupo I, los segmentos que lo constituyen se desplazan
de una forma individual obsevdndose cuatro bandas, lo cual para la cepa de referencia
se present6 en tres bandas; el grupo II mostré una menor migracién del segmento
cinco que el mismo segmento en la cepa Bohl's; en el grupo III la migracién de los
segmentos se presentd en forma de dupleta contrario a los observados en la cepa de
referencia, cuya migracién es en forma de tripleta; el segmento 10 del grupo IV se
desplazé con menor velocidad que el segmento correspondiente en la cepa Bohl’s, en
cambio el segmento 11 de ambos perfiles migraron en forma semejante (Figura 6

carriles 1,3).

4.2.4. Granja La PAS

De las seis muestras colectadas en esta granja, solamente 1 (16.7%), reporté un perfil
electroforético compatible con el del grupo A. con la caracteristica de ser patron
corto. Este electroferotipo fué denominado como S8, el cual se caracterizé por la
movilidad equidistante de los fragmentos que conforman la tripleta del grupo III

(Figura 6 carril 2).



FIGURA 6. Comparcién de los electroferotipos de cepas de Rotavirus, aisladas en
Santandercito y Granja La Pas. Carril 1 patr6n S7, carril 2 patrén S&;
carriles 3 y 4 cepas de referencia Bohl's y Compton (Cs,Cc)
respectivamente Obsérvese, las diferencias de los electroferotipos entre

las cepas de campo y las de referencia.
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Al comparar éste electroferotipo (S8), con las cepas de referencia Compton y Bohl's,
se determinaron las mismas observaciones halladas para el electroferotipo S7, excepto
en la movilidad de los segmentos del grupo III ya que en éste migraron en forma

equidistante.(Figura 6 carriles 2,3,4).

4.3. TOLIMA
4.3.1. Granja El Triunfo
Se colectaron cuatro muestras fecales, las cuales fueron examinadas por electroforésis

y en ninguna de ellas se encontré el genoma de Rotavirus.

4.3.2. Granja El Placer
De esta granja se analizaron un total de 23 muestras de lechones con diarrea, con el fin
de detectar ARN de Rotavirus por medio de la técnica de electroforésis y solamente en

5 (21.7%) de ellas fueron positivas para este andlisis.

Estas cinco cepas virales compartieron el mismo electroferotipo, el cual es semejante
al del grupo A, en donde la regién III, presenté un desplazamiento en dupleta y la
movilidad de los segmentos 10 y 11 lo definié como patrén corto, este electroferotipo

fué llamado S9 (Figura 7 carriles 1.2,3).

Este perfil electroforético fue comparado con las cepa de referencia Compton
encontrandose que compartieron la movilidad de los segmentos del grupo IV (Figura 7

carriles 1,2,3,5).



FIGURA 7. Comparaci6n de los electroferotipos de las cepas aisladas de la Granja
El Placer. Carriles 1,2,3, Patr6n S9; carriles 4, 5 cepas de referencia

Bohl's y Compton (Cg ,Cc) respectivamente. Nétese, las diferencias

de los electroferotipos entre las cepas de campo y las de referencia.
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El mismo electroferotipo (S9), fué comparado con el perfil electroforético de la cepa
de referencia Bohl's y se observé que el grupo I, present6 una movilidad
independiente de los cuatro segmentos que lo conforman, contrario a lo observado en
la cepa de referencia Bohl's. En el grupo II, se estableci6 para el segmento cinco una
velocidad de migracién menor con respecto al mismo fragmento en la cepa Bohl’s; el
grupo III se desplazé en forma de dupleta, diferente a lo observado en la cepa de
referencia el cual lo hizo en forma de tripleta; por iltimo los segmentos 10 y 11 que
conforman el grupo IV, se desplazaron en forma semejante para los dos perfiles

electroforéticos (Figura 7 carril 1,2,3,4).

4.4. SANTANDER

4.4.1. Granja Los Porkys

De un total de 12 muestras obtenidas en esta granja, las cuales fueron examinadas por
electroforésis, 6 (50%) de ellas eran positivas para la determinacién de ARN de
Rotavirus. Estas cepas virales de acuerdo a su patr6n electroforético de ARN se
incluyeron en el grupo A; adicionalmente, con respecto a la movilidad de los

segmentos del grupo IV fueron descritas como patrén corto.

Estas cepas virales presentaron dos electroferotipos cuyas diferencias se basaron en la
movilidad de los fragmentos genémicos que constituyen el grupo III. En uno de ellos
el desplazamiento fué en forma de tripleta en donde el fragmento ocho migré con
mayor velocidad, ubicdndose més cerca del fragmento nueve que del siete; en el otro
electroferotipo en este mismo grupo los fragmentos 7,8,9, migraron en un sélo
segmento. Estos electroferotipos fueron denominados como S10 y Sl1

respectivamente (Figura 8 carriles 1,2,3).
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FIGURA 8. Comparacién de los electroferotipos de cepas aisladas de la  Granja
Los Porkys. Carril 1, electroferotipo S10; carriles 2, 3, electroferotipo

S11. Nétese la diferencia entre los electroferotipos de las cepas de campo
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4.5 COMPARACION ENTRE LOS ELECTROFEROTIPOS OBSERVADOS
EN LAS DIFERENTES GRANJAS ANALIZADAS

Los 11 electroferotipos hallados en las granjas investigadas, se compararon con el fin

de establecer si realmernte correspondian a patrones diferentes ¢ compartian

caracteristicas electroferotipicas entre ellos; sin embargo,nlas muestras no p.udieron ser

de nuevo somcﬁdas al broceso de extraccién de material genémico ya que la cantidad

era insuficiente, por lo tanto los perfiles electroforeticos reportados por las ocho

granjas no fueron comparados en forma simultdnea en un mismo gel.

Los resultados descritos a continuacién, fueron obtenidos al inferir sobre las
caracteristicas més notables de los patrones electroforéticos hallados en este esudio.
Para éste andlisis, los electroferotipos reportados por las granjas, se compararon entre
si y luego se unificaron los patrones con movilidad electroforética semejante a los

cuales les fué asignado en forma arbitraria letras mayusculas U, V, W, X, Y, Z.

De esta forma, se logr determinar que el patrén electroforético S1 reportado por las
cepas de Rotavirus de las Granjas Tecni-Agro y La Vitrina, ubicadas en el
departamento de Antioquia, el cual se caracteriz6 por presentar los segmentos del
grupo I en tres bandas; ademds la movilidad de los segmentos del grupo III fué en
forma de dupleta. Este perfil electroforético, se denominé “U”, siendo exclusivo de

ésta zona geografica.

El patrén S2, encontrado en la Granja Tecni Agro, que presentd una movilidad en un
s6lo segmento de los fragmentos 7,8,9, de la regi6én III fué similar al reportado por la
Granja La Carolina (Cundinamarca) como S3 y por la Granja Porkys (Santander)
como S11; de esta forma éste electroferotipo fué descrito como el mismo para estas

tres granjas y designado como “V?”.
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De otro lado, el electroferotipo S4, hallado en la Granja La Carolina, en donde el
desplazamiento del segmento ocho de la regién III, fué més lento ubicdndose mds
cerca del fragmento 7 que del 9. Este perfil solamente se observé en esta granja y se

le lamé “W?”,

La Granja Lider mostr dos electroferotipos, en donde el S5, se caracterizo por la
migracién més rdpida del segmento 8 del grupo III quedando més cerca del segmento
9 que del segmento 7; este perfil también lo present6 la Granja Los Porkys (Santander)
como S10, por lo tanto al compartir esta movilidad electroforética a este patrén se le

asign6 la letra “X”.

El otro perfil electroforético (S6), también lo presenté la Granja La Pas
(Cundinamarca), como S8, en el cual los fragmentos que conforman el grupo 1l

tuvieron un desplazamiento equidistante, éste perfil genémico se denominé “Y”.

Por ltimo, la Granja Santandercito (Cundinamarca), compartié su electroferotipo S7
con el patron electroforético S9 que presenté la Granja El Placer (Tolima),
caracterizado por presentar los segmentos gendmicos del grupo III en forma de

dupleta; este electroferotipo fué designado como “Z”.

En resumen se encontraron seis electroferotipos diferentes los cuales, se denominaron
ast: U(S1), V(S2 ,S3 ,S11), W(S4), X(S5, S10), Y(S6, S8), Z(S7, S9), y un

electroferotipo compatible con el de una cepa de Rotavirus atipica (Grupo B).
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4.6. DETECCION DEL ANTIGENO VIRAL POR ENSAYO INMUNO
ENZIMATICO

Un total de 46 muestras, que habian sido previamente analizadas por la técnica de

electroforésis de las cuales 29 eran negativas y 17 positivas para la deteccién de ARN

genémico en geles de poliacrilamida (PAGE); fueron también evaluadas por dos

inmunoensayos enziméticos (ELISA), que determinaban la presencia del antigeno de

Rotavirus grupo A.

Se emple6 el ensayo BioDot Rota de Heber Biotec (Cuba), para 46 muestras que se
escogieron dependiendo de la cantidad que atn habfa de ellas ya que habfan sido
procesadas para andlisis electroforético. Del total de muestras examinadas por ésta
técnica, se encontraron 29 negativas y fueron identificadas 17 muestras positivas para

Rotavirus grupo A.

El otro inmunoensayo utilizado fué, Rotazyme 11 Abbott (U.S.A), por medio del cual
sOlo se analizaron 24 muestras de las 46 ya analizadas por el inmunoensayo anterior,
esto debido a que no se disponia de toda la capacidad del Kit. Del total de muestras
examinadas, se hallaron 15 negativas y fueron identificadas 9 muestras positivas para

Rotavirus grupo A.

Tabla 1. Prueba X, para establecer el grado de relacién que existe entre la técnica y

el resultado en el diagnéstico de Rotavirus

Positivo Negativo Total
ELECTROFORESIS 17 29 46
ROTAZYME 11 9 15 24
BIODOT ROTA 17 29 46
43 73 116
TOTAL




Al analizar la prueba de X?, se encontré, que la frecuencia posiliva y negativa era
estadisticamente igual, no hubo asociaci6n entre la técnica y el resultado por lo tanto

se acepta la hipétesis nula es decir que son independientes. (p<0.05).

De otro lado, se determiné el grado de co-positividad y co-negatividad entre las
“técnicas para evaluar la correspondencia entre los resultados obtenidos por cada una

de ellas.

Tabla 2. Comparacién entre la técnicas de Electroforésis y BioDot Rota para evaluar

Co-positividad y Co-negatividad entre ellas.

‘ BIODOT ROTA
ELECTROFORESIS Positivo Negativo Total
Positivo , 15 3 18
Negativo 2 26 28
Total 17 29 46

En la Tabla 2, se pudo apreciar que de un total de 46 muestras las dos técnicas
compartieron 15 muestras positivas y 26 muestras negativas. Esto indica que aunque
no hay un total de correspondencia en los resultados, si existe entre ellos una buena

correlacion.

Tabla 3. Comparacién entre las técnicas de Electroforésis y Rotazyme 11, con el fin

de evaluar el grado de Co-positividad y Co-negatividad entre ellas.

ROTAZYME 11
ELECTROFORESIS Positivo Negativo Total
Positivo 7 0 7
Negativo | 2 15 17
Total| 9 15 24
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En la tabla 3, se pudo observar que un total de 24 muestras, fueron positivas siete y 15

negativas por ambas técnicas, sin embargo, dos muestras fueron negativas para

Electroforésis y positivas para el ELISA; se encontré entre estas dos técnicas una

mayor correlacién en los resultados, no obstante, el nimero de muestras evaluadas fué

menor que el realizado por el ELISA BioDot Rota.

Tabla 4. Comparacién entre los dos métodos ELISA (BioDot Rota y Rotazyme II),

con el fin de establecer el grado de Co-positividad y Co-negatividad

que presentaron entre ellas.

ROTAZYME I
BIODOT ROTA Positivo Negativo Total
Positivo 8 0 8
Negativo 1 15 16
Total] 9 15 24

Estos resultados, muestran una buena correlacién entre las muestras positivas (8) y

negativas (15) para ambas técnicas, no obstante, una muestra fué negativa para

BioDot Rota y positiva para Rotazyme II.
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5. DISCUSION

El presente estudio, revel6 la presencia de seis electroferotipos distintos pertenecientes
al Rotavirus grupo A y uno con la caracteristica de migracién del grupo B (atipico).
Estos electroferotipos se obtuvieron del andlisis del genoma de 33 (16.1%), cepas
virales, detectadas en 204 muestras fecales de lechones entre 2-4 semanas de edad con

sintomatologia diarreica.

La electroforésis del genoma de cepas de Rotavirus, obtenidas de heces de lechones
con diarrea permiti6 reconocer un polimorfismo genético en los Rotavirus presentes en
las granjas porcicolas estudiadas, puesto que se detectaron diferencias en el genoma a

nivel molecular entre las cepas virales examinadas.

Numerosos investigadores, han demostrado la bondad del andlisis del genoma viral
mediante ésta técnica, utilizando geles de poliacrilamida (PAGE), procedimiento que
ha sido valioso para la identificacién de cepas de campo de Rotavirus, tanto de origen

humano como de origen porcino (57,60).

Las variaciones observadas en la migracién de los segmentos de los diferentes
electroferotipos encontrados en este estudio, estuvieron dadas por diferencias que se
limitaron casi en su totalidad a los segmentos de la regién III, cuya movilidad se
presenté en una sola banda (patrén “V”), en dupleta (patrén “Z”), y en tripleta
(patrén W,X,Y); solamente un electroferotipo (patrén “U”) estableci6 sus diferencias
tanto en la regién III como en la regién I en la cual dos fragmentos migraron en una

sola banda, observandose tres bandas y no cuatro como es 1o usual.
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Ademds, se ha descrito que segin la movilidad de los segmentos 10 y 11 que
conforman el grupo 1V, las cepas de Rotavirus pueden ser clasificadas como patrén
largo 6 patrén corto; por lo tanto, los electroferotipos encontrados en este estudio de

acuerdo a esta caracteristica fueron considerados como pertenecientes al patrén corto

3).

En general, las cepas de Rotavirus de campo estudiadas presentaron diferencias con la
cepa de referencia Bohl’s, aunque las cepas de Antioquia con patrén “U”, fueron muy
similares. Con respecto a las cepa de referencia Compton, se encontraron mayores
diferencias que las establecidas con la cepa anterior, no obstante, es de aclarar que este

comportamiento posiblemente es debido a su origen diferente (bovino).

El electroferotipo se ha tratado de correlacionar con algunas propiedades
inmunolégicas del virus, en donde diferencias en los perfiles genémicos no siempre se
correlacionan con variaciones antigénicas ni con la secuencia de nucleétidos; cambios
en una sola base de un segmento del genoma, pueden producir variaciones detectables
en el desplazamiento de ese segmento, no obstante, segmentos con distintas secuencias

de nucleétidos podrian presentar movilidades electroforéticas similares (60).

De otro lado, se ha encontrado una asociacién entre el serogrupo de una cepa de
Rotavirus, €l cual esta dado por un antigeno comin de grupo contenido en la proteina
viral estructural VP6, con su patrén electroforético lo cual ha sido de gran ayuda para
la clasificacién de las cepas de campo de Rotavirus; éste esquema de clasificacion
agrupa los 11 segmentos del genoma, como ya se menciond en cuatro regiones
designadas con nimeros romanos, en donde el grupo A presenta una movilidad
electroforética caracteristica: Segmentos 1,2,3,4, regi6n I, segmentos 5, 6, region II,

segmentos 7,8,9, regién 111, segmentos 10,11 regién IV (21).
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En la presente investigacién se pudo determinar ésta asociacién, en donde el patrén de
migracién de las cepas de Rotavirus identificadas, excepto una cepa, fueron
compatibles con el caracteristico grupo A, ademds estas cepas se reconfirmaron con
dos ensayos inmunoenzimaticos (ELISA), dirigidos a la deteccién de Rotavirus grupo
A.

La cepa que present6 caracteristicas que no le permitieron ser clasificada en este grupo
A, fué de acuerdo a su patrén electroforetico denominada como cepa atipica, cuya
movilidad estuvo definida asi: Segmentos 1,2,3,4, region I, segmentos 5,6 regién II,
segmentos 7,8, regién III, segmentos 9,10,11 regién IV; patrén electroforético que
segiin estudios ya descritos ha sido designado como Rotavirus grupo B. Infecciones
experimentales con una cepa que presenta un electroferotipo similar producen un

cuadro entérico similar al descrito para Rotavirus tipico (10,17).

De acuerdo a los resultados obtenidos por el presente estudio, se logré establecer que
el 97% de las cepas asociadas con infecciones por Rotavirus en lechones de 2-6
semanas eran causadas por Rotavirus grupo A y sélo un 3% tuvo como causa
Rotavirus atipicos (Grupo B); en contraste, en un estudio realizado por Janke y
colaboradores (60), en donde se evalué la prevalencia de cepas de Rotavirus tipicos y
atipicos en lechones con diarrea en una granja porcicola convencional, se encontr en
lechones lactantes Rotavirus grupo A y en cerdos destetos de cinco semanas de edad,
Rotavirus grupo B y C, concluyendo, que la presencia de Rotavirus atipicos es tan
comin como la de Rotavirus tipicos siendo los Rotavirus atipicos una causa frecuente

de diarrea en lechones destetos.

Los andlisis epidemiolégicos descritos en la literatura, han hecho énfasis en
descripciones detalladas para la identificacién del serotipo especifico, de cada una de

las cepas de Rotavirus de campo, el cual estd dado por las proteinas de superficie VP4
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y VP7 y se puede determinar utilizando un inmunoensayo enzimatico que emplea un

anticuerpo monoclonal dirigido al serotipo especifico (19,88).

Generalmente, ésta identificacién va asociada con el perfil electroforético, en donde
algunos autores coinciden en que cepas que presentan el mismo electroferotipo
podrian corresponder al mismo serotipo; sin embargo, otros investigadores han

encontrado casos esporddicos de cepas del mismo electroferotipo con distinto serotipo

(78).

Esto sugiere que la electroferotipificacién por si misma, no es un método
confirmatorio para establecer correlaciones antigénicas entre cepas, no obstante, se
considera muy ttil para complementar estudios epidemiolégicos de serotipificacién al
permitir inferir el serotipo de aquellas cepas no serotipificables por carecer de la

cépside externa viral (78).

De igual forma, existen técnicas de biologia molecular que de manera especifica
permiten determinar el serotipo de una cepa viral, tales como PCR (Reacci6n en
Cadena Polimerasa) e Hibridizacién utilizando sondas especificas que identifican

porciones del gen VP4 y VP7 (112).

En el caso de los Rotavirus humanos, las cepas con serotipo G1, G3, G4, han sido
asociadas con el patrén electroforético largo, y el serotipo G2 con el patrdn corto; con
base en esta descripcién se podria pensar que las cepas de Rotavirus porcino halladas
en este estudio posiblemente podrian pertenecer al serotipo G2, puesto que mostraron

un patrén corto (8,42).

Se ha demostrado ademds que las cepas con patrones electroforéticos largos 6 cortos

pertenencen a familias genéticas diferentes, debido a que cepas representativas de los
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dos grupos difieren practicamente en todos sus genes al ser analizados por técnicas de

hibridizacion (80).

Del mismo modo, estudios previos han permitido establecer la relacién entre cepas de
Rotavirus humanos con electroferotipos cortos y supercortos con el subgi‘upo I,
mientras que las cepas con electroferdtipo largo se asocian con el subgrupo II (1,125);
aunque estas observaciones fueron hechas con Rotavirus humanos, se podria sugerir
que lo mismo ocurre con cepas de Rotavirus porcino, por lo cual se asume que los
electroferotipos analizados en este estudio podrian pertenecer al subgrupo I ya que

todos mostraron patrén corto

Los estudios epidemiolégicos han establecido que las infecciones por Rotavirus
porcino en las piaras son de caracter endémico y generalmente esta asociado a una
sola cepa viral, la cual es predominante en la granja (106). En contraste, en el
presente estudio se encontr6 que aunque hubo un electroferotipo (patrén “W?*)
exclusivo para una granja, simultdneamente se pudo determinar la presencia de otras

cepas virales en la misma.

Los otros electroferotipos encontrados ( patrén U,V.X,Y,Z ), fueron compartidos por
algunas de las granjas; de este modo no hubo exclusividad de un Gnico electroferotipo
para las otras granjas, lo cual indica la circulacién de mds de una cepa viral dentro de

una misma granja.

Ademds, se destaca el hallizgo de una misma cepa de Rotavirus en zonas (granjas)
distantes geograficamente; esta observacién se basa en la deteccién de un mismo
patrén electroforético, hecho que podria implicar la diseminacién de cepas de una
regién a otra mediante la movilizacién de animales adultos, los cuales son la fuente de

infeccién para los lechones (46).



71

De otro lado, se debe tener en cuenta que en la presente investigacién no se tomaron
las variaciones climdticas como referencia para el andlisis de los electroferotipos; sin
embargo, las muestras fueron colectadas durante un periodo de 7 meses (Febrero -
Agosto 1994), época en la cual hubo periodos secos y lluviosos y el virus fué

detectado en éste periodo.

Hallazgos similares fueron reportados por Utrera y colaboradores (137), en un estudio
realizado en Venezuela, durante Noviembre de 1980 a Noviembre de 1981 en donde
se evalu6 la prevalencia de Rotavirus porcino por medio de la técnica de
Electroforésis, determinando la presencia de cepas virales con electroferotipos
diferentes a lo largo del estudio, los investigadores atribuyen este hecho a la ausencia
de estaciones climéticas en un pais tropical como lo es Venezuela.ya que periodos
secos y lluviosos durante el afio posiblemente facilitan la propagacién de aerosoles,
que pueden favorecer la diseminacién del virus en el polvo de superficies

contaminadas facilitando la infeccién de huéspedes suceptible

Con respecto a los resultados presentados por las tres técnicas (Electroforésis, BioDot
Rota, Rotazyme II), en donde se evalué la asociacién entre el método y el resultado
obtenido se podria sugerir que la escogencia de una técnica diagndstica de tamizaje
para la determinacién de un proceso infeccioso como lo es la enfermedad diarreica
producida por el Rotavirus es muy importante a nivel de medicina veterinaria debido al

impacto en la economia de la industria porcina.

Es necesario reconocer que la electroforésis posee una alta sensibilidad va que tiene la
posibilidad de detectar todos los grupos de Rotavirus tipicos (grupo A) y Rotavirus
atipicos (B,C,D,E,F,G), pero esta caracteristica depende de la cantidad de ARN viral
presente en la muestra a examinar, mientras que las pruebas de ELISA poseen gran
sensibilidad pero su especificidad lleva a que s6lo sean detectados ciertos grupos

virales como en éste caso los Rotavirus grupo A (36).
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presente en la muestra a examinar, mientras que las pruebas de ELISA poseen gran
sensibilidad pero su especificidad lleva a que s6lo sean detectados ciertos grupos

virales como en éste caso los Rotavirus grupo A (36).

Es importante anotar que la muestra que presenté el electroferotipo compatible con
una cepa atipica, no fué analizada por los kits de ELISA, debido a que se procesé por

electroforésis al final del estudio y ya se habian empleado los kits.

Al observar los resultados de la tabla 2, (6.5%%), los casos de Electroforésis positivo
y BioDot Rota negativo, son tomados como falsos positivos, la razén se desconoce ya
que los Rotavirus contienen el antigeno comiin de grupo en la cubierta interna en
donde también se encuentra el genoma y si presentaron un electroferotipo compatible
con el grupo A, existia en la muestra particulas virales con el nucleocdpside, por tanto
no se encontré una explicacién para este resultado. Por otra parte, casos de
Electroforésis negativo y BioDot Rota positivo 4.3% (Tabla 2), pueden ser debido a la
poca sensibilidad de la prueba, lo que implicaria que dos de 46 muestras tenian
posiblemente un bajo contenido de antigeno viral o probablemente. el ARN se pudé
degradar por la accién de enzimas ARNasas presentes en la materia fecaly persistir atin

el antigeno viral en la muestra.

Al comparar los resultados de Electroforésis negativo y Rotazyme II positivo 8.3%
(Tabla 3), es decir dos muestras de un total de 24, podria ser debido a las mismas

razones expuestas que en el caso anterior.

Por {itimo la comparacién de las dos técnicas de ELISA mostré resultados muy
similares con sélo 4.2% (Tabla 4) de diferencia con una muestra positiva para
Rotazyme II y negativa para BioDot Rota, lo cual indica que diferentes paritopes
sobre €l anticuerpo monoclonal podria llegar a alterar la especificidad del Kit

diagnéstico.
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De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 1, no hay asociacién entre la
técnica y el resultado, por lo tanto no se determiné cual prueba es mejor ya que todas
son buenas; sin embargo, si es planteado un problema de escogencia, la decisién
depende fundamentalmente de las necesidades que requiera el investigador o el
laboratorio; si se busca un mayor rango de grupos sin estar sujetos a la sensibilidad,
podria escogerse la Electroforésis no antes teniendo en cuenta el alto costo, no sélo en

reactivos y equipos sino en personal capacitado para su realizacién.

Si lo que se busca es sensibilidad por considerar que el Grupo A es el de mayor
prevalencia en la poblacién porcina, se escogeria el ELISA, que ademds es de ficil
ejecucién y no requiere de gran equipo ni personal con gran capacitacion para su

elaboracion.

Finalmente, la existencia de diferentes cepas de Rotavirus en la poblacién porcina en

Colombia, dificulta el diagnéstico y control de la infeccién.
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CONCLUSIONES

- Se pudo confirmar que la electroforésis (PAGE), constituye una herramienta

confiable para el andlisis del genoma del Rotavirus.

- Se observé que la extraccién de ARN viral, a partir de materia fecal es un método

rdpido y eficaz.

- Se encontr6 que la tincién con nitrato de plata es muy sensible y permite una buena

visualizacién de las bandas de ARN.

- Se pudo determinar la cocirculacién de siete electroferotipos distintos obtenidos de

33 cepas de Rotavirus.

- Se estableci6 que el patrén de migraci6n de todos los electroferotipos encontrados
era compatible con el caracteristico que presenta el Rotavirus grupo A, excepto uno,

que mostré ser compatible con el de un Rotavirus atipico (Grupo B).

- Todos los perfiles electroforéticos hallados fueron clasificados como patrén corto de

acuerdo a la movilidad electroforética de los segmentos 10 y 11 del grupo IV.

- Las variaciones electroforéticas que permitieron identificar los diferentes
electroferotipos, ocurrieron basicamente en la movilidad de los fragmentos genémicos

que constituyen los grupos I yIIL



- Se pudo determinar que existe una variabilidad genémica en las cepas de Rotavirus

encontradas en éste estudio.

- Se encontr6 la presencia de la infeccién por Rotavirus durante todo el periodo en

que se realiz6 éste estudio, sin embargo, ésta no fue tan alta como se esperaba.

- Se pudo demostrar que tanto el método ELISA como el de Electroforésis ofrecen

ser buenas alternativas para el diagnéstico de Rotavirus.

- Se pudo establecer que el Rotavirus grupo A, fué el que mas predominé en las

granjas porcicolas estudiadas.
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RECOMENDACIONES

- Se debe tener en cuenta que todo el material de vidrio y soluciones a utilizar deben

ser preparadas con DEPC, con el fin de inhibir enzimas ARNasas.

- Evitar repetidos procesos de congelamiento y descongelamiento de las muestras
fecales, identificadas como positivas para Rotavirus, para evitar la degradacién del
ARN viral.

- Es indispensable el uso de una cdmara de electroforésis que permita una buena

resolucién de las bandas en un corto periodo de tiempo.

- Para la electroforésis es necesario que se mantenga un voltaje constante que

permitan mantener las caracteristicas de corrido.

- En el proceso de tincién de los geles con nitrato de plata, se deben usar las
soluciones previamente refrigeradas, ademds, adicionar el formaldehido y tiosulfato a

la solucién reveladora, segundos antes de ser utilizado.



c““‘*"\(brﬁﬁ feoy
enf,
o de °C”men/acié,-,

CEIsA
SUGERENCIAS

- En un posterior estudio con similares objetivos, se deberfa ampliar el drea

geogréfica a investigar.

- Es de importancia conocer, de una forma méds amplia datos epidemiolégicos que

permitan una mejor correlacion de los resultados obtenidos.

- Un estudio que involucre perfodos de tiempo mds largos y consecutivos,
permitirian conocer si persiste 0 no una estabilidad gen6mica en las cepas de Rotavirus

que afectan la poblaci6n porcina.

Emplear técnicas moleculares especificas que permitan conocer el nivel de

subespeciacién al que pertenecen las cepas virales aisladas.

Extender la coleccién de las muestras a lechones mayores de cinco semanas, con el

fin de incrementar la incidencia de Rotavirus atipicos, como lo sugiere la literatura.
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