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ll
1.1 DESCRIPCION GENERAL DE LOS ROTAVIRUS.

1.1.1 DESCUBRIMIENTO.

Los rotavirus han sido descriptos comoagentes etiológicos
de la diarrea neonatal en la mayoria de las especies de mamíferos
y aves en todo el mundo. A comienzos de la decada del 70, distin­
tos grupos de investigadores determinaron que un nuevo agente
infeccioso relacionado a los reovirus era la causa de las gastro­
enteritis en niños en Australia (Bishop y col., 1973), Inglaterra
(Flewett y col.. 1974), y Estados Unidos (Kapikian y col.,1974).
Este descubrimiento fue hecho por medio de la observación al
Microscopio Electrónico (HE) de materia fecal (HF) de niños
enfermos.

Se propuso para estas particulas el nombrede rotavirus
(del latin "rota", que significa rueda) en virtud de la aparien­
cia de una rueda, con rayos irradiando desde un ancho eje hacia
la cubierta (Flewett, 1974).

Los primeros datos que describen a los rotavirus comocausa
de gastroenteritis provienen del trabajo de Light y Hodes (1943).
Ellos comprobaron que la gastroenteritis podia transmitirse
de los seres humanosa los animales por medio de la inoculación
de terneros con filtrados libres de bacterias de MFde niños
con diarrea. Cuando estas muestras fueron analizadas al HEmuchos
años despues, se observaron particulas de rotavirus (Kapikian
y col., 1974).

Cheever y Mueller (1947) observaron que la diarrea del
ratón lactante era causada por un virus, lo cual fue confirmado
posteriormente por técnicas de HEpor Adamsy Kraft en 1967.

En 1969, Hebus y col. logran la transmisión de la diarrea
en terneros inoculandolos con MF proveniente de terneros con
diarrea del campo. En la HF de estos terneros se encontraron
particulas similares a virus.

Una mejor caracterización de estos virus aislados de la
HF, demostró que eran similares morfológica y bioquimicamente



al grupo de los reovirus (Welch, 1971: Welch y Thompson, 1973:
Uelch y Twiehaus. 1973). Sin embargo no pudo hallarse ninguna
relación serológica entre reovirus tipo l o 3 y este nuevo virus.

Los datos mas confiables estiman en 100 millones el número
de episodios de diarrea por año en niños menores de cinco años,
con la consecuencia de 5 millones de muertes. Este agente ha
sido identificado comoel principal causante de la diarrea viral
(Snyder y Herson, 1982).

La diarrea viral es también un problema muy importante
en la ganaderia. Se han encontrado altos porcentajes de morbili­
dad en terneros, cerdos, pavos, pollos, corderos y caballos.
con variados porcentajes de mortalidad, mas la consecuente secue­
la de perdidas de peso en los animales que se recuperan.

El control efectivo de estos agentes depende del conocimien­
to preciso de la epidemiologia y factores genéticos que influyen
en su transmisión y patogenicidad.

1.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICADE LOS ROTAVIRUS.

En un principio los rotavirus fueron taxonómicamenteubica­
dos comoreovirus, “reovirus-lika“ u orbivirus, por su semejanza
morfológica. Has tarde, en base a la información obtenida el
Comité Internacional de Taxonomía de Virus (CITV) lo ubicó en
la familia Reoviridae.

Los rotavirus han sido clasificados comoun género distinto
en la familia Reoviridae (Matthew, 1979). Esta familia comprende
6 géneros distintos: reovirus, orbivirus. rotavirus, phytoreovi­
rus, fiJivirus y un grupo de virus de la polyhedrosis citoplasma­
tica.

1.1.3 MORFOLOGIADE LAS PARTICULAS VIRALES.

Por microscopia electrónica de muestras de HFse han identi­
ficado tres tipos de estructuras: a) particulas con doble cubier­
ta proteica (particulas infectivas): b) particulas de cubierta
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simple y c) particulas "core". Las dos últimas son particulas
subvirales que se sintetizan durante la replicación del virus.
y aparecen tambien por ruptura de las particulas completas.

La morfología de la partícula intacta es la caracteristica
de la familia reoviridae. Presenta dos capas proteicas concentri­
cas (Flewett y col., 1974) y carece de nembrana lipidica. Los
rotavirus provenientes de distintas especies animales son morfo­
lógicamente iguales. Las particulas completas miden entre 65-70
nm aproximadamente. Se denominan también como "lisas" por la
apariencia bien definida de la cubierta externa. Las particulas
de cubierta simple tienen un diámetro de 55-60 nm y se denominan
también como “rugosas” en virtud de los capsómeros que al proyec­
tarse en la periferia le dan un aspecto erizado. El "core" icosa­
édrico mide alrededor de 40 nm (Cukor y Blacklow, 1984: Estes
y col., 1985). En la figura l se pueden observar partículas
de cubierta simple y doble. Si bien los rotavirus son parecidos
morfológicamente a los reovirus y orbivirus, se diferencian
de estos por la linea claramente definida de su cubierta externa.

La cubierta externa puede removerse bajando la concentración
del ión calcio en el medio. La cubierta interna se desprende
con tratamiento con agentes caotrópicos, como tiocianato de
sodio o cloruro de calcio 2M(Bican y col., 1982) dejando libre
un “core” liso de apariencia hexagonal.

En cuanto a la ultraestructura de la cubierta interna,
diferentes grupos de investigadores han propuesto distintos
nuneros de triangulación (T), T84 (Kogasaka y col., 1979), T=16
(Esparza y Gil, 1978), T=131 (Ludert y col., 1986). La cubierta
externa esta conformada por una capa de capsómeros cortos en
forma de T unidos directamente a los capsómeros de la cubierta
interna (Flewett y col., 1973.1974). Tiene un espesor de 5 nm
y contiene pequeños orificios de 3 nmde diametro, que correspon­
den en ubicación a los espacios intermedios de los capsómeros
de la cubierta interna y le dan una apariencia de panal de abeja
(Roseto y col., 1979). Los capsómeros de la cubierta externa
se ven como alfileres de cabeza ancha y tallo corto, del tipo
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de las usadas para localizaciones en mapas (Palmer y Martin,
1982).

Recientemente se han observado formaciones seme3antes a
espigas (“spikes”) sobre la superficie de las particulas. Su
largo es de 3 nm y habria aproximadamente 60 espigas por virión
(Chin, U., comunicación personal).

1.1.4 PROPIEDADESFISICOQUIHICAS.

Las particulas completas tienen una densidad de 1,36 g/cm3
en cloruro de cesio y un coeficiente de sedimentación de 500-530
S (Petrie y col., 1975). Las particulas de cubierta simple tienen
una densidad de 1,38 g/cma en cloruro de cesio y un coeficiente
de sedimentación de 380-400 S. El core icosahedrico tiene una
densidad de 1.44 g/cm3 en cloruro de cesio y un coeficiente
de sedimentación de 280 S (Bican y col., 1982).

La mayorparte de los estudios con rotavirus han sido reali­
zados con la cepa de monoSAll. Su infectividad es estable o
relativamente estable luego de tratamiento con éter, íreón 113,
cloroformo, congelado y descongelado, sonicación, incubación
por una hora a 37’C y a temperatura ambiente (25'C) por 24 horas.
En cambio, baJas concentraciones (5 mH)de agentes quelantes
(tales como EDTAy EGTA)o tratamiento con altas concentraciones
de cloruro de calcio (2M)reduce practicamente a cero la infecti­
vidad del virus. Tambiense pierde la infectividad con tratamien­
to con cloruro de magnesio 2My cloruro de sodio (15 minutos
a 50°C). El sulfato de magnesio no tiene efecto.

La infectividad de rotavirus humanoses estabilizada por
baJas concentraciones de cloruro de calcio o estroncio (0.15
a 15 mH)pero no por cloruro de megnesio (Shirley y col., 1981).
La inactivación por agentes quelantes, EDTAo EGTA,coincide
con el desprendimiento de la cubierta externa y la concomitante
activación de la polimerasa endógena. Estos eventos son produci­
dos por la disminución de la concentración del ión calcio, el
cual es necesario para la conservación de la estructura de los
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rotavirus.
La cepa SAll retiene la infectividad entre pH=3,5 y pH=10.

aunque hay cierta pérdida del titulo. Por debajo de pH=3y por
encima de pH=10 la cubierta externa se colapsa (Estes y col.,
1979; Vesikari y col., 1983) con la concomitante perdida de
infectividad.

1.1.5 EL GENOHA DE LOS ROTAVIRUS.

El genoma de los rotavirus esta compuesto por 11 segmentos
de ARN doble cadena de peso molecular desde 2x105 a 2,23106
(Rodger y col., 1975: Newmany col., 1975). El peso molecular
estimado de los 11 segmentos es de 11x106.

Los segmentos genómicos individuales se pueden resolver
o separar electroforéticamente en geles de poliacrilamida usando
el sistema descripto por Laemmli (1970).

Varios segmentos han sido clonados y secuenciados; los
datos extraídos de estos trabajos están resumidos en la Tabla
I. Los datos de las secuencias revelan rasgos comunesa todos
los segmentos genómicos:

- secuencias conservadas en los extremos 3' y 5’: 5'-GGCUUUXAA...
CUGUGACC-a'.El hecho que estas secuencias se conserven completa­
mente en virus aislados de diferentes especies sugiere que tienen
un rol funcional. Tambiense han encontrado secuencias conserva­
das en reovirus, aunque mas cortas (HcCrae, 1981).
- no tienen señal de poliadenilación
- tienen un solo marco de lectura abierta.

Recientemente, sin embargo se encontró que el segmento
9 del virus SAll es funcionalmente bicistrónico (Chany col.,
1986).

El ARN mensajero transcripto in vitro es copia completa
del templado genómico. La cadena de ARN<+>tiene cap (m7Gppme)
en el extremo 5' (Imai y col., 1983). Usando la tecnica de mapas
de fragmentos resistentes a RNAsaT1 (“fingerprints”) en segmen­
tos genómicos marcados en la región 3’ terminal de diferentes
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TABLA I. PROPIEDADES DE LOS CENES DE ROTAVIRUS.

Segmento N’ de nu- N’ de ani- Honologia de Secuencias
genónico Producto cleótidos noacidos nucleótidos terminales

(X) conservadas

sn11 1 VP1 3409* - - —

SA11 2 VP2 2737* - - —

5311 3 VP4 2653* - — —

SAll 4
(parcial) VPS 2359* - - ­
5311 5 N553 1519* - - ­
SAll G/Wa 6 VPG 1356 3971- 78 o

SA117/UK 9 N534 1104/1076 -/310 71 o
SA11 8/UK 7 N535 1059 317/317 88 y
SA11 Q/UK 8 VP? 1062 326/326 73 «
SAll 10/UK 10 N520 751 175/- 92 v
Ha 11/UK 11 VP9? 663/667 197/— 36 r

Datos basados en secuencias de nucleótidos publicadas (Arias et al.,
1984; Both et al., 1982,1983,a,b,1984a,b; Dyall-Snith et al., 1983:
Ellenan et al., 1983; Estes et al., 1984; Imai et al., 1983: López et
al.. 1985: Wardet al., 1985: Wardet al., 1984).
Las asignaciones de productos de traducción están según Masonet al.,
1963.
fl La longitud de los segmentos 1,2,3,4 y 5 estan medidos por microsco­
pía electrónica (Rixon et al., 1984).
El N’ de nucleótidos de VPSestá calculado a partir de la secuencia de
2243 pares de bases (López et al., 1985).
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aislamientos virales, se observó una conservación de los residuos
G, aproximadamente 40 nucleátidos terminales (Clarke y McCrae,
1983). Estas secuencias conservadas podrian estar involucradas
en: i) unión de ARN a la transcriptasa, ii) unión de ARNa la
replicasa. iii) unión al ribosoma y iv) selección de especies
ganómicas durante el ensamblage del virus.

El codón de iniciación de traducción de cuatro de los seg­
mentos secuenciados (6,7,8, y 10) es consistente con la secuencia
consenso PuXXAUGG(Kozak, 1984). Los codones de iniciación de
traducción de los segmentos 9 y 11 no están ubicados dentro
de esta secuencia consenso.

López y col. (1986) secuenciaron el segmento genómico 4
de varios rotavirus humanos y animales y encontraron que la
estructura primaria de la región de ARNque codifica la secuenCia
de aminoácidos sobre la cual actúa la tripsina esta altamente
conservada. Estos sitios son siempre argininas, excepto en el
caso de dos rotavirus bovinos no cultivables.

En cuanto a los segmentos genómicos que codifican para
las dos glicoproteinas virales , se encontró que hay variaciones
entre distintas cepas de rotavirus en relación al númerode
sitios de glicosidación. Mientras que en el segmento 10 están
codificados dos sitios de glicosidación. el númerode sitios
de glicosidación codificados por el segmento 9 (o el e en algunos
casos) es variable: en el caso de la cepa simiana SAll se encon­
tró sólo uno; en la cepa bovina UKhay tres sitios codificados
por el segmento 8 y en la cepa humana Wa,S2 y la bovina NCDV
existirian varios sitios de glicosidación. Se han encontrado
también clones de virus infectivos en los que la proteina VP?
no estaba glicosidada.

1.1.5.1 ElectroíerotiEos.

Los 11 segmentos del genoma de rotavirus pueden ser separa­
dos en distintas bandas por electroforesis en geles de poliacri­
lamida. Esta distribución de bandas se denominaelectroíerotioo
y es caracterisitico para cada cepa. A raiz de las dificultades
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en el cultivo de estos virus, la comparaciónde los electrofero­
tipos de virus directamente extraidos de HFse convirtió en
una herramienta epidemiológica muyimportante para caracterizar
los aislaminetos. La base molecular de la variación en la movili­
dad electroforética para los segmentos de ARNdoble cadena del
género Reoviridae no se conoce. En el caso de las proteinas
o del ADNexiste una correlación directa entre la migración
electroforética y su peso molecular. Los segmentos de ARNdoble
cadena con similar movilidad pueden tener pesos moleculares
y secuencias bastante diferentes (Clarke y HcCrae, 1981). Simila­
res observaciones han sido también descriptas en los orbivirus.
donde segmentoscorrespondientes tienen “fingerprints” de oligo­
nucleótidos muy diferentes. Es probable que haya una influencia
de la estructura secundaria del ARNpero hasta tanto la base
de la migración electroforetica sea dilucidada mas claramente,
no puede asumirse que segmentos de ARNcon diferente movilidad
esten menos relacionados que segmentos con movilidad equivalente
(Estes y col., 1984).

Los rotavirus ofrecen una amplisima variedad de electrofero­
tipos y éstos son una herramienta de gran valor para diferenciar
aislamientos y ademas proveen información útil sobre epidemiolo­
gia (comportamiento y evolución de los virus en el campo), ya
que los patrones de distintos brotes y la transmisión puede
ser monitoreada por cambios en los electroferotipos. Por otro
lado, también son muyútiles en la determinación de infecciones
mixtas (Spencer y col., 1983).

Noha podido establecerse aún que las similitudes o diferen­
cias en los patrones electroforeticos tengan relación con la
especificidad antigenica. Virus que son indistinguibles por
pruebas de neutralización puedenexhibir distintos electroferoti­
pos (Beards, 1962; Flores y col., 1982) y virus con el mismo
electroferotipo r A per+ a distintos serotipos (Beards,
1982).

Lourenco y col. (1981) propusieron un esquema de clasifica­
ción de electroferotipos. El mismo divide a los 11 segmentos
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genómicosen 4 grupos (I,II,III y IV) siendo indicadas con letras
minúsculas las diferencias de migración dentro de cada grupo
(ver Figura 2). La utilidad de este analisis se vio reforzada
en los últimos anós por el descubrimiento de rotavirus en dife­
rentes especies que no compartían el antígeno comúnde los estu­
diados hasta entonces por ensayos inmunológicos. Esto determinó
la necesidad de dividir a los rotavirus en distintos grupos
antigenicos: A,B,C, etc. Se encontró que los electroferotipos
de los distintos grupos diferían también en el agrupamiento
de segmentos establecido por Lourenco, presentando cada grupo
una distribución de bandas características. De esta forma, en
una instancia primaria podrían diferenciarse distintos grupos
antigenicos de acuerdo a los distintos agrupamientos de segmentos
de sus electroíerotipos (Figura 2).

Sabara y col. (1982) detectaron, usando geles de alto por­
centaJe de poliacrilamida, poblaciones mezcladas dentro de aisla­
mientos únicos de rotavirus bovinos. Esto puede deberse a que
había animales infectados por mas de una cepa de rotavirus o
bien que el animal estuviera infectado primariamente por una
sola cepa, generando luego poblaciones de virus genéticamente
diferentes.

Al respecto, una información importante es la variación
de migración del segmento genómico 11, que muestra cambios impor­
tantes entre diferentes eepas, dando origen a lo que se denominó
electroíerotipos cortos y largos (Dyall-Smith y col., 1981). Por
otro lado, es normal que se produzcan inversiones entre los
segmentos 7-8-9 en relación a la asignación de codificaciones.
Esto se detecta particularmente bien en experimentos de hibridi­
zacion. Por ejemplo, el segmento 7 del rotavirus bovino UKhibri­
diza con el 8 del rotavirus humano Na. En las cepas Ue y SAll
el segmento 9 codifica para el antígeno de neutralización VP7,
mientras que en la cepa UKesta proteína está codificada por
el segmento 8 (Dyall-Smith, 1983).

La gran heterogeneidad genetica de las especies de rotavirus
cocirculantes localmente, sugiere que no hay un solo linaJe
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Figura 2: Clasificación de electroferotipos de rotavirus.
Panel A: Esquema de los patrones de migración de loa 11 segmentos
de ARN genómico de rotavirus de acuerdo a la clasificación de
Lourenco y col. Todos los rotavirus pertenecen al Grupo A.
Panel B: rotavirus pertenecientes a Grupos antigénicamente dia­
tintos al A. Líneas 1 y 2, electroíerotipoa característicos
de Grupo C. Líneas 3 y 4, Grupo B. Linea 5, rotavirus aislado
de pollos. El gráfico ¡fue publicado por Batea y col. en Prog.
Ned. Virol. gg: 1-22, 1984.
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genético entre ello sino que coexisten en diferentes agrupamien­
tos ("clusters") genómicos, sufriendo frecuentes mutaciones
puntuales y secuenciales (Follet y Desselberger, 1983). Observa­
ciones similares se han hecho para otros virus de genomasegmen­
tado (Buonagurio y col., 1985).

1.1.5.2 Asignación de codificaciones a los segmentos genómicos.

Para asignar las codificaciones a cada segmento de ARN
doble cadena se han usado tecnicas bioquímicas, de clonedo de
genes, inmunológicas y genéticas.

Bioquimicamente, se extra3o ARN de viriones purificados.
se fraccionó por electroforesis, se desnaturalizó y se tradujo
in vitro (Arias y col., 1982: Dyall-Smith, 1981: HcCrae y HcCor­
quodale, 1982). Alternativamente, se sintetizaron transcriptos
virales in vitro usando la ARNpolimerasa endógena viral. Los
ARNmresultantes se tradujeron in vitro y luego se determinó
el producto de cada segmento genómico por técnicas de hibridiza­
ción ARN-ARN(Flores y col., 1982: Greenberg y col., 1983).

En otros estudios se clonaron copias del ARNgenómico en
ADN, las que se usaron para determinar la secuencia y codifica­
ción de varios genes (Both y col., 1982: Dyall-Smith y col.,
1963: Imai y col., 1983; NcCrae y HcCorquodale, 1982).

Con el metodo genético se aprovechó la alta frecuencia
de intercambio de segmentos genómicos ("reassortment") que ocurre
durante infecciones mixtas. Se hizo el análisis de las propieda­
des fenotipicas de los recombinantes obtenidos lo que, Junto
a la identificación del origen parental de cada uno de los genes
permitió asignar algunas codificaciones (Flores y col., 1982:
Greenberg y col., 1983; Kalica y col., 1981.1983).

A partir de estos estudios surgieron discordancias en rela­
ción al número y peso molecular de polipéptidos especificos
transcriptos in vitro y los polipeptidos virales en celulas
infectadas: y también entre los sintetizados in vitro a partir
de ARN genómico desnaturalizado y los sintetizados a partir
de ARN mensaJeros. Parte de esta discordancia deriva del hecho
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que polipeptidos equivalentes de cepas diferentes tienen distinto
peso molecular. También hay variaciones producidas por clivaJe
proteolitico de los polipéptidos primarios, dependiendosi los
virus fueron crecidos en presencia o ausencia de tripsina.

Actualmente la asignación de codificaciones para la cepa
de mono SAll esta bien establecida. En la Tabla II se presenta
un resumen de las mismas. En sintesis, el genoma del virus SAll
codifica para 5 polipéptidos estructurales (125K, 94K, 68K,
41K y el precursor (37K) de una glicoproteina estructural de
peso molecular 38K, para 4 polipéptidos no estructurales (53K,
34K, 35K y el precursor (20K) de una glicoproteina no estructu­
ral) y un polipéptido de peso molecular 26Kque elgunos investi­
gadores reportan como no estructural y otros piensan que está
presente en la cubierta externa del virión en muypequeñas canti­
dades. En cuanto al producto del segmento genómico 3, reciente­
mente ha sido asignado a un polipeptido estructural presente
en la cubierta interna del virión. El producto del segmento
4 se sigue conociendo como VPS, aunque la nomenclatura más actual
ya lo denomina como VPQ.

1.1.6 ENZIHAS ASOCIADAS AL VIRION.

Los rotavirus presentan una actividad de ARNpolimerasa
asociada al virión. Esta fue descripta primero para un rotavirus
bovino (Cohen, 1977). La enzima no puede ser detectada en el
virión completo, sino que para su activación requiere que se
remueva la cubierta externa, ya sea por agentes quelantes como
EDTA (Cohen y col., 1979) o por shock termico (56°C durante
30 minutos) (Spencer y Arias, 1981). La actividad óptima de
la polimerasa se logró entre 45'C a SO‘Ce un pH=8y en presencia
de iones de magnesio (10 m").

Tambien se han estimado otras actividades enzimáticas que
están asociadas a la formación del cap de los ARNmensajeros: nu­
cleótido fosíohidrolasa, gueniltransíerasa y metiltransferasa.
También ha sido descripta una actividad de poli A polimerasa,
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1a que podria ser una función aberrante de la ARNpolimerasa
del virión (Gorziglia y Esparza. 1981). Los polipéptidos respon­
sables de estas actividades no han sido aún identificados.

1.1.7 NORFOGENESISVIRAL.

El examen de células infectadas al Microscopio electrónico
indica que la replicación viral tiene lugar en el citoplasma
(Chesey, 1977). Numerosos tipos de particulas subvireles han
sido identificadas en celulas infectadas (Petrie y col., 1981),
pero no se sabe cual de ellas es responsable de la producción
de ARNviral doble cadena y ARNmensajero.

Los rotavirus tienen una ARNpolinerasa (transcriptasa)
asociada al virión capaz de sintetizar ARNin vitro (Flores
y col., 1982). Estudios en reovirus demostraron que el templado
para la sintesis del ARNgenónico es una cadena de ARN(+) (Acs
y col., 1971: Sakuna y Watanake, 1971).

La transcripción del genomade rotavirus parece ser conser­
vativa. con las cadenas (s) copiadas de las cadenas (-) genóni­
cas. Estas nuevas cadenas (+> son colineales y coterninales
con las genónicas y sirven de nensayeros para la traducción
de proteinas y también de templado para la progenie del ARN
genómico doble cadena. Los ARN(0) tienen cap en el extreno 5’
(Inai y col., 1983).

Algunos resultados indican que las particulas asociadas
a replicación y transcripción contienen VPl, VP2) VPS, N534
y N535. Pero las primeras tienen mayor cantidad de N534 y las
segundas mayor cantidad de VP6 (Patton y col., 1987).

En celulas infectadas, a las 6 horas post-infección (p.i.>
la razón de cadenas (>)/(-) sintetizadas es 1:1: a las 12 horas
p.i. es de 10:1. A las 6 horas p.i. hay mas particulas con acti­
vidad replicasa y a las 12 horas hay mas particulas con actividad
transcriptasa (Patton y col., 1987).

Gran parte del conocinineto acerca de la replicación viral
se obtuvo de estudios ultraestructurales con microscopio electró­
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nico, de eStUdios en sistemas de transcripción y traducción
in vitro y también con la ayuda de experimentos bioquímicos
Y anticuerpos enpecificos. Se han descripto las siguientes eta­
pas:

1-1-7-1 Bdeor€ión. penetración y denudamiento.

LG ruta de entrada del virus a las celulas permanece poco
clara aún. Los primeros estudios hechos con el virus Sñll indica­
ron que la penetración se produciría por endocitosis, mediada
Por receptores celulares (Petrie y col., 1981: Quany Doane,
1933)- En ce101ea MAlOá, a los pocos minutos post-infección
con Virus SAll' se encuentran particulas virales adsorbidas
en la membranacitoplasmatica.

Ludert Y C01. (1987) realizaron un estudio con microscopio
91°CtróniC° que indicó' que el virus penetra por endocitosis
nediado por receptores celulares.

El eatvdio hecho con el rotavirus humanoKUNindica otra
POSible V10 de entrada. Susuki y col. (1985) muestran que sólo
los Virus DOtratados con tripsina entran en la célula por {ago­
CitoSia 0 PinOCAtosis. Por el contrario, sugieren que los virus
tratados CODtripsina entran por penetración directa y son los
Únicos que conducen a una infección productiva. Esto es confirma­
do Por Keljot Y col. (1988) quienes trabajando con el rotavirus
Sinio RRV encuentran que los virus que tienen VPSclivada por
triPSina entre" rápidamente a la celula por penetración directa
y conducen a infección. Esta penetración es inhibida por anti­
cuerpos neutralirantes contra VPS.Por otro lado. los virus
que tienen VP3intacta entran por endocitosis y son probablemente
degradados en lfis lisosomas. La penetración directa se produce
en el término de 3 a 5 minutos, mientras que en el segundo caso
los virus desaparecen de la superficie de la célula en el término
de 30-50 minutos \Kaljot y col.. 1988).



1.1.7.2 Transcrigciónl traducción x ensamblale de particulas
de cápside simnle.

Probablemente la transcripción comienza luego del denuda­
miento de las particulas de doble cadena. Las particulas de
doble cadena se vuelven transcripcionalmente activas por trata­
miento con EDTAo por shock de calor (Cohen, 1977). La actividad
de ARN polimerasa dependiente de ARNse encuentra asociada a
particulas de cápside simple. Los ARNmensajeros no contienen
secuencias poli A, pero adquieren caps.

Nohay evidencia de la existencia de control transcripcional
en rotavirus. El ARNdoble cadena sintetizado en células infecta­
das se detecta a las 2-3 horas p.i. y son todos sintetizados
al mismotiempo (HcCrae y Faulkner-Valley. 1981). Los polipépti­
dos virales pueden ser detectados a las 3 horas post-infección.
Las dos glicoproteinas son probablemente sintetizadas por riboso­
mas unidos a membrana, mientras que todos los otros polipéptidos
son sintetizados en ribosomas libres. A las 8 horas p.i. se
observan los viroplasmas (areas granulares o fibrilares electro­
densas). Se postuló que el viroplasma es el lugar donde se repli­
ca el ARNgenómico y tiene lugar el ensamblaye de los "cores".
VPS y VPSserian añadidas a estos en el espacio que media entre
la periferia del viroplasma y el exterior del RER,formando
particulas de simple cápside (Petrie y col., 1983.1984). Pero
hay que aclarar que el tiempo de incorporación y la localización
intracelular de VPSno está aún muyclaro.

1.1.7.3 Gemación¡maduración x liberación de particulas virales.

Varios estudios con microscopio electrónico han mostrado
la existencia de particulas subvirales que brotan en las membra­
nas del reticulo endoplasmico (RER)adquiriendo una envoltura
que luego se pierde en el interior del RERadquiriendo entonces
la partícula su segunda cubierta proteica. Se conoce poco acerca
de cómo las particulas inmaduras de simple cubierta proteica
se unen a un área especifica de la membrana del RERe inician
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un proceso de gemación.
del

Se postuló que la proteína N528
10)

(producto
segmento genómico estaria involucrada en este paso,

actuando como receptor de las partículas subvirales. N528ha
sido hallada solo en las membranas del RER
1935). El

(Kabcenell y Atkinson.
bloqueo de la glicosidación de N528con tunicamicina

determina la acumulación de particulas inmaduras con envoltura
en celulas infectadas. Estos resultados sugieren que la glicosi­
dación de N828 puede ser importante para el desprendimiento
de la envoltura y
virales (Sabara y col..

la consecuente maduración de las particulas
1982: Petrie y col.. 1983).

Por el contrario, la glicosidación de VP?no es critica
para el crecimiento y maduración del virus, ya que variantes
de Sñll que poseen VP?sin glicosidar son infecciosas y crecen
hasta altos titulos. Recientemente. Shahrabadi y Lee (1986)
demostraron que el ión calcio es muyimportante en la maduración
de los rotavirus bovinos. Las particulas producidas en ausencia
de calcio fueron solo con capside simple. Un examen de las protei
nas en células infectadas en estas condiciones muestran una
gran reducción de VP7. Los autores concluyen que la inhibición
total de la producción de particulas infecciosas es debido al
efecto combinado de una producción menor de VP? y a un incompleto
ensamblaje del virus.

En
la

tiempos tardios de infección. la lisis celular libera
a progenie viral al entorno externo (Altenburg y col., 1980:
Chasey. 1977: HcNulty y col.. 1976: Petrie y col.. 1982). Estu­
dios bioquímicos detectaron también algunas partículas liberadas
previo a la lisis celular. Pero la mayorparte de las particulas
permanecen asociadas a la membrana y al citoesqueleto (Estes
y col.. 1979: Hsalem y EspeJo, 1985).

Inclusiones en forma de cintas han sido observadas en célu­
las infectadas. Estas inclusiones están formadas por V96y VP?
y su función es desconocida (Petrie y col.. 1984: Richardson
y col.. 1986).



1.1.8 POLIPEPTIDOS VIRALES.

No hay una nomenclatura uniforme para designar al producto
de los distintos genes y esto he originado algunas controversias
que aún subsisten. La nomenclatura adoptada en la Tabla II es
la sugerida por Rodger y col. (1975) y designa a los polipeptidos
estructurales como VP con el número l para el de migración más
lenta en geles de poliacrilamida con SDS. Los polipeptidos no
estructurales son designados comoNS seguido del peso molecular
correspondiente.

1.1.8.1 Polipeptidos estructurales.

Las partículas de cubierta simple contienen VPl, VP2, VP4
y VPS. La proteína VPSconstituye el 80%de la capside interna
y el 60% del total de proteína viral. VP2representa el 20x
de las proteínas de la capside interna. En viriones crecidas
en presencia de tripsina se cliva dando dos polipeptidos de
peso molecular 88K y 84K (Mason y col.. 1980). VP1 y VP4 son
componentes menores con pocas copias por virión.

Novoy Esparza (1981) estudiaron la localización de polipep­
tidos en partículas de cápside simple y asocian a VP2a los
orificios observados en la superficie de la partícula y a VPG
a unidades morfológicas trimericas que dan el contorno rugoso
a las partículas de capside simple. La presencia de formas trime­
ricas de VP6 fue demostrada bioquímicamente (Gorziglia y col.,
1985: Sahara y col., 1987).

La topografía de rotavirus fue estudiada por Bican y col.
(1982) usando degradación secuencial con agentes caotrópicos. Con
altas concentraciones de ión calcio obtuvo "cores" compuestos
por VPl, VP2 y VP4. La proteína VPSesta ausente de los "cores"
purificados} lo que provee evidencia de que este polipeptido
corresponde a las subunidades morfológicas de la capside interna.

La partícula de doble cubierta se forma con el agregado
de VPS y VP7 (glicoproteína de peso molecular 38K). Se piensa
que una tercera proteína (VPG)también sería integrante de esta
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estructura, pero aún no esta claramente demostrado (Estes y
col., 1981: Ericson y col., 1982). VP3sufre clivaje proteolitico
en virus crecido en presencia de tripsina, dando dos polipeptidos
de PH 60K y 28K.

1.1.8.2 Polipéptidos no estructurales.

Fueron detectadas 4 proteinas no estructurales en celulas
infectadas con el virus 5A11: N553. N534, N535 y N528. y posible­
mente el polipeptido de PH 26K tambien sea una proteína no es­
tructural.

Ericson y col. (1982) proponen que N553 es sintetizada
en grandes cantidades varias horas luego de la infección, pero
la velocidad de síntesis decrece casi a cero a las 5 horas post­
infección. Esto podria indicar que N553 no es necesaria para
el ensamblaje viral.

Se ha especulado que N553 podria ser un componente de la
replicasa viral (Petrie y col., 1985): i) porque la secuencia
de aminoácidos deducida del segmento genómico correspondiente
es básica, ii) porque mutantes ts de esta proteina son deficien­
tes en la sintesis de ARNde simple y doble cadena (Ramig, 1983:
Ramig y Petrie, 1984; Gomboldy col., 1987) y iii) N535 se en­
cuentra en el viroplasma que es el lugar donde ocurre la replica­
ción y ensamblaje de la estructura del virus. Sin embargo, estu­
dios recientes in vitro no coinciden con esta especulación. Dos
proteínas del virus cepa bovina Lincoln pueden unirse a ARN
luego de ser transferidas a membranasde nitrocelulosa (Boyle
y Holmes. 1985): VP2 y N534. VP2 se une preferentemente a ARN
simple y doble cadena sugiriendo que podria estar involucrada
en la actividad de la replicasa. Aislando partículas subvirales
sintetizadas en celulas infectadas con el virus 5A11y examinando
su actividad de transcriptasa y replicasa, Patton (1987) observó
que la composición proteica de las particulas con actividad
de replicasa tenian mas cantidad de N534 comparadas con las
particulas con actividad de transcriptasa. Podria ser que fuera
N534 y no N535 la que estuviera involucrada en la actividad
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de replicasa.
N528 es una glicoproteina de transmembrana. Se encuentra

en la membrana del reticulo endoplásmico con una zona hacia
el lado citoplasmatico de la membranay otro interior al RER.Su
presencia revela una región basica interna a la zona hidrofóbica
aminoterminal que puede servir de señal para terminación de
transferencia a traves de la membranadel RER(Ericson y col.,
1983). Se supone que puede actuar comoreceptor de las particulas
inmaduras que brotan dentro del RER. actuando centralmente sobre
la formación de la capside externa. En este sentido se piensa
que podria influenciar propiedades dependientes de esta cápside
si se produjeran ligeras alteraciones en la orientación de los
antígenos tal que, por ejemplo, fuera expuesto otro sitio antigé­
nico (Sabara y col.. 1984). Ericson y col. establecen otras
dos hipótesis sobre el rol de N528: i) inhibidor del transporte
de glicoproteinas fuera de las membranas del Golgi y del RER
y ii) bombeador del ión calcio, lo que favoreceria el proceso
de ensamblaye de la cápside externa.

1.1.8.3 Sintesis x procesamientode glicoproteinas.

Los rotavirus tienen dos glicoproteinas: VP7, una proteina
de la cápside externa y N528, una proteina no estructural.

Ambasglicoproteinas tienen carbohidratos del tipo “alta-ma­
nosa“ unidos a la cadena peptidica por enlaces N-glicosidicos.
Experimentos de incorporación de azúcares radioactivos demuestran
que sólo incorporan manosa y glucosamina, pero no fucosa ni
galactosa. El tratamiento con neuraminidasa no altera la migra­
ción de las glicoproteinas en geles de poliacrilamida. pero
en cambio son sensibles a la digestión con la enzima endo fi-ace­
til glucosaminidase (endo H) (Ericson y col., 1982).

Los carbohidratos agregados son luego parcialmente removidos
(“Trimming”). N528 deriva de N529 por proceso de “trimming”
de oligosecáridos. La glicosidación de VP?es un proceso co-tra­
duccionel y su precursor no puede ser detectado en celulas infec­
tadas. En cambio el precursor 20K de N528 esta siempre presente



en celulas infectadas.
El precursor de N528tiene una secuencia señal no clivable.

Para VP?se ha descripto que en realidad se traducen dos polipép­
tidos a partir del segmento genómico 9, que tiene dos BUGen
fase seguidos de dos zonas que codifican para aminoácidos hidro­
íóbicos. El polipéptido traducido desde el primer codón contiene
una secuencia señal clivable. en tanto que el traducido desde
el segundo contiene una señal no clivable (Chan y col.. 1986).

Ninguna de las glicoproteinas es transportada a membrana
plasmática. donde no se detectan antígenos virales (Petrie y
col., 1982).

1.1.8.4 Propiedades biológicas de las proteinas VP3x VP7.

La glicoproteina VP?es el principal antígeno de neutraliza­
ción y presenta gran heterogeneidad genética y antigénica (Bas­
tardo y col.. 1981; Greenberg y col., 1983. Sabara y col. (1985)
encuentran que VP? es responsable de la adsorción del virus
a la célula y que la glicosidación no Juega en esto ningúna
rol.

VPSes responsable del aumento del número de placas formadas
con tratamiento del virus con proteasas (Kalica y col., 1983),
de la habilidad del virus de replicar en cultivo de teJidos
(Estes y col., 1981) y de la restricción del rango de huéspedes
(López y col., 1986). EL clivaje de VP3por tripsina determina
un aumentode la infectividad del virus, activando probablemente
un paso temprano de la replicación. ya sea a través de un cambio
conformacional de VP3o por una propiedad de alguno de los extre­
mos formados (López y col., 1986).

VP3 es responsable también de la actividad de hemaglutina­
ción observada en algunas especies de rotavirus y de la produc­
ción de anticuerpos neutralizantes de la infectividad viral
(Kalica y col., 1983: Greenberg y col.. 1983).

Se ha estudiado también el rol de VP3en la virulencia
de los rotavirus en el tracto intestinal (Oííit y col., 1986).
Los rotavirus bovino NCDVy simiano Sñll presentan distintas



33

caracteristicas de enfermedad en el tracto intestinal cuando
son inoculados en ratón neonato. Los estudios realizados en
este sentido muestran que el virus Sñll es más virulento en
estes condiciones que NCDVy que la dosis requerida para causar
diarrea en el 50%de los ratones es 50 veces menor con Shll. Ex­
perimentos con recombinantes por intercambio de segmentos ("reas­
sortments") entre estos dos virus demuestran que la dosis reque­
rida está determinada por el segmento 4, cuyo producto es VP3.
Esto necesitaria estudiarse máspara ver si estos datos realmente
coinciden con las caracteristicas de la virulencia en huésped
homólogo.

Por medio de estudios de hibridización ARN-ARN,Flores
y col. (1986) encuentren que el segmento 4 esta altamente conser­
vado entre cepas asintonáticas que infectan niños recien naci­
dos, aún cuando pertenecen a distintos serotipos. En cambio
no logró hibridización con distintas cepas virulentas aisladas
de niños con diarrea. Estos datos sugieren que la diferencia
en virulencia puede resultar, en parte. de las diferencias en
el producto del gen 4 entre ambos grupos de virus.

López y col. (1986) infieren la posibilidad de que puede
haber una relación entre las secuencias vecinas a los sitios
de clivaje de V93y la especificidad de especie y la patogenici­
dad. En rotavirus humanosencontraron que esta secuencia estaba
altamente conservada entre los serotipos 1,2 y 3 pero que habia
diferencias significativas en una cepa aislada de un neonato
asintonatico y también en cepas aisladas de animales.

1.1.8.5 Localización de los Eolipántidos virales en las celulas
infectadas.

Se ha estudiado la distribución de los distintos polipepti­
dos virales en celulas infectadas usando comomarcadores inmuno­
citoquinicos particulas de oro coloidal, electro-densas recubier­
tas con anticuerpos (Richardson y col., 1986: Petrie y col.,
1984). En la Tabla III se resume esta localización. comoasi
también el posible rol de los distintos polipéptidos virales



TABLAIII. LOCALIsACION DE LOS POLIPEPTIDOS DE 5311

LA HORFOGENESIS VIRAL.

Y SU FUNCION

Estructura
celular

Función
hipotética

Componentes

Viroplasma

Espacio entre la
periferia del viro­
plasma y la parte
externa del RE

Membrana del
reticulo endoplasmico

Lumendel reticulo
endoplasmico

Inclusiones nuclea­
res y citoplasmáticas

Partículas virales
maduras

replicación ARN
(N535)
ensamblaje decores virales

adición de VPS y VPS
a los cores antes de
la unión de las par­
ticulas subvirales a
N528

sintesis de VP? y N528.
Pasaje de VP? al lumen.
Brote de particulas que
adquieren asi una envoltura.

desintegración de la en­
voltura viral y adición
de VP? a los viriones
maduros

probablemente noesenciales

infección de
célula huésped

VP2 I
N535
producto gen 11

VP3
VPS

VP? (durante su
sintesis)

NS28/fragmentos
de membrana

partículas virales

VP?

VP1,VP2,VP3,VP6
VP7.ARN(VP9?)

Petrie et al. (1964).
v Estos son los componentes identificados hasta

bles componentes del viroplasma son ARN,VPl,
la fecha.
N553 y N534.

Otros posi­



en la morfogénesis.
VP? aparece en las partículas de doble cápside sin envoltu­

ra, fuera de las envolturas, rodeando a las partículas inmaduras
dentro del RER y a lo largo de las membranas del RER. Sería
sintetizada en las membranasdel RERy pasaría luego al interior
del lumen (no hay región hidroíóbica carboxi-terminal). donde
permanece libre, no pudiendo asociarse con las partículas de
capside simple con envoltura.

N528 se encuentra sólo en las membranas del RER. Se ha
postulado que su función sería dependiente de su estructura
secundaria. terciaria y posiblementecuaternaria.

De acuerdo a los estudios ultraestructurales, la maduración
del virus se completaría en el lumen del RER. Sin embargo se
postula que la remoción de oligosacáridos (“trimming”) se efec­
tuaría en las membranas del Golgi, dado que las manosidasas
residen en este organoide.

1.1.9 PROPIEDADES ANTIGENICAS DE LOS ROTAVIRUS.

Los rotavirus presentan por lo menos4 antígenos principa­
les: i) antígeno de Grupo, asociado a las partículas de capside
simple: ii) antígeno de Subgrupo, asociado también a partículas
de capside simple: iii) antígeno de neutralización específico
de serotipo, asociado a las proteínas de la capside externa
y iv) hemaglutinación, asociado a VPS.

La hemaglutinación probablemente refleje una reactividad
específica de serotipo. pero no ha sido totalmente caracterizada
ya que no todas las cepas de rotavirus poseen esta actividad. Kon
no y col. (1983) demostró que hay actividad hemaglutinante detec­
table en ciertas cepas humanassi el virus se propaga en ausencia
de tripsina.

1.1.9.1 Grupo z Subgrupo.

Experimentos con anticuerpos monoclonales han confirmado
por lo menos dos especificidades antigénicas sobre la proteína



36

VP6 (Kapilian y col., 1981: Thouless y col., 1983). Una de las
especifiCidades es la de Grupo. que se encontró que era compar­
tida por todos los rotavirus de todas las especies humanasy
animales. EL posterior descubrimiento de cepas de rotavirus
que no compartían esta especificidad, llevó a la clasificación
de los rotavirus en diversos Grupos que se denominaron A. B.
C, etc. Dentro de cada uno de los grupos, todos los virus aisla­
dos de diferentes especies animales comparten un antígeno común.
El Grupo A es el que representa a los rotavirus mas conocidos
y estudiados y que están perfectamente identificados comoagentes
de la diarrea neonatoal. Los virus pertenecientes a los otros
Grupos se conocen como"atípicos".

La otra especificidad existente en VPSes la de Subgrupo
y ha sido caracterizada para los rotavirus del Grupo A. Hay
dos Subgrupos bien caracterizados: I y II. Casi todas las espe­
cies de rotavirus animales pertenecen al Subgrupo I, mientras
que las humanas han sido encontradas comunmentecomo pertenecien­
do a cualquiera de los dos Subgrupos. Recientemente se han detec­
tado cepas que no pertenecen a ninguno de los dos Subgrupos
establecidos y una que presentaba las dos especificidades Juntas
(Hoshino y col., 1987).

Se han hecho intentos de relacionar las especificidades
de Subgrupo con los electroferotipos. Se estimó que todos los
rotavirus humanosde Subgrupo I tenían una menor movilidad elec­
troforética de los segmentos10 y 11 (electroferotipos cortos).
Esto no es válido para los rotavirus animales, donde la mayoría
pertenece al SubgupoI y tienen electroferotipos largos (Kalika
y col., 1981: Kuysuzana y col., 1982). Recientemente fueron
aislados rotavirus humanos de Subgrupo I con electroferotipo
largo (Nakagomi y col.. 1985).

1.1.9.2 Rotavirus atípicos.

Los rotavirus atípicos (o Grupo no A) tienen muchas de
las propiedades morfológicas, bioquímicas y biológicas descriptos
originalmente para el Grupo A, pero no comparten el antígeno
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común de este Grupo. Han sido identificados en varias especies
en mas de 14 paises. Parecen ser muy comunes en algunos animales
(pollos, pavos. cerdos y corderos) pero menos comunes en el
hombre y en otras especies animales como los bovinos.

Desde 1980 han sido reportados rotavirus atipicos en cerdos
(Bridger, 1980: Saií y col., 1980: Sigolo de San Juan y col.,
1986), pollos (HcNulty y col., 1981: Bellinzoni y col., 1987),
humanos (Rodger y col.. 1982: Dimitrov y col., 1933: Sorrentino
y col., 1986; Nicolas y col.. 1983), bovinos (Chasey y Davies,
1984), y corderos (Snodgrass y col., 1964).

Los electroferotipos fueron usados comodiagnóstico prima­
rio, ya que los distintos Gruposantigenicos presentaban agrupa­
mientos de segmentos característicos que diferian de los del
Grupo A, especialmente por la ausencia del triplete formado
por los segmentos 7-8-9. La comparación en tests serológicos
llevó a caracterizar en un principio la existencia de al menos
tres Grupos: A, B y C que incluían especies aisladas de humanos
y animales (Pedley y col., 1983). Luego se estableció el Grupo
D con el virus aviar 132 (Snodgrass y col., 1984) y recientemente
el Grupo E en cerdos (Pedley y col., 1986). Una comparación
reciente entre los virus aviares A4 y 555 mostró que no compartan
el antígeno de Grupoentre si, ni con los otros preestablecidos,
por lo que podrían existir 6 y posiblemente 7 Grupos. En el
cuadro siguiente se presenta un resumen, tomado de Bridger
(1987). donde se resumen las especies animales en las que fueron
detectados los distintos Gruposantigenicos:

A B C D E F G

muchas cerdos cerdos pollos cerdos pollos pollos
especies terneros humanos

corderos
humanos

Rotavirus humanos de Brasil, Australia y Gran Bretaña com­
parten el Grupo C con algunos rotavirus porcinos (Bridger y
col.. 1986). Un rotavirus aislado en China comparte el Grupo
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B con cerdos, ovejas y terneros (Saif y Theil, 1985). Aislamien­
tos de ratas y pavos no han sido aún agrupados serológicamente.

No se observó protección cruzada entre virus porcinos de
Grupos A y B (Bridger y col.. 1982), ni entre Grupos A y C (Bohl
y col., 1982). Más aún, tampoco la hubo entre dos rotavirus
del Grupo B, sugiriendo que dentro da cada Grupo hay diferencias
antigénicas importantes (Saif y Theil, 1985). In vivo, los rota­
virus atipicos replican en las mismascelulas que los del Grupo
A (enterocitos madurosdel intestino delgado).

Estudios serológicos han determinado que se encuentran
diseminados en todo el mundo (Bridger y Brown, 1985: HcNulty
y col.. 1984) asociados a diarrea o a infecciones subclinicas.
Una epidemia de gastroenteritis humanaen China (Hung y col.,
1983,1984) asociada a un rotavirus del Grupo B, indicaria que
al menos algunos de ellos causan enfermedad severa. En la Figura
3 se ilustran los resultados de un estudio hecho en Gran Bretaña
sobre la presencia de anticuerpos en cerdos contra 4 grupos
antigénicos de rotavirus.

1.1.9.3 Serotipos-Esoecificidades de neutralización.

Los antígenos especificos de serotipos son los detectados
por ensayos de neutralización de la infectividad viral. Entre
los rotavirus pertenecientes al Grupo A hay por lo menos 10
serotipos definidos, basados en el criterio establecido de que
debe haber una diferencia de 20 veces o más entre el titulo
a1 que es neutralizado el virus en el ensayo y el titulo al
que lo neutraliza el suero homólogo. En el sistema de rotavirus
se requiere el uso de sueros hiperinmunes para diferenciar clara­
mente entre serotipos ya que el suero convalesciente muestra
amplia reactividad y bajo titulo neutralizante (Estes y Graham,
1980: Gaul y co1.. 1982: Hyatt y col.. 1982).

La Tabla IV describe los serotipos caracterizados dentro
del Grupo A en distintas especies. Comose ve, varios serotipos
son compartidos por cepas humanas y animales, o por animales
de diferentes especies.
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Grupo antigénico A. B C

% Todas las edades 99% 86% I 77% 42%

IOO

o/oPositivos

Grupos por edad 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura : Presencia de anticuerpos contra 4 grupos antigénicoa
de rotavirus en suero de 162 cerdos pertenecientes a 5 estableci­
mientos de Inglaterra (año 1981). Los resultados han sido agrupa­
dos según la edad de loa animales. Grupo 1: 3 a 8 semanas; grupo
2: 10-12 semanas; grupo 3: 15-26 semanas; grupo 4: adultos.
(Gráfico tomado de Bridger, J.C., Piga Newaand Information
g: 23-26, 1988).
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Tanto VP? como VPS, proteinas de la cápside externa del
virus. parecen ser igualmente importantes en determinar la pro­
ducción de anticuerpos neutralizantes contra el virus, aunque
no está claro si estos anticuerpos tienen el mismorol en la
protección contra infección o enfermedad. En los primeros tien­
pos. se consideró que VP? era el antígeno de neutralización
principal, pero recientemente estudios genéticos y con anticuer­
pos monoclonales han mostrado que anticuerpos contra VP3tienen
tambien actividad neutralizante in vivo e in vitro (Taniguchi
y col.. 1935: Offit y Blavat, 1986: Ofíit y col., 1986).

Las especificidades de neutralización presentes en VP3
y VP7 segregan en forma independiente en la naturaleza. Con
estudios de recombinantes aislados luego de infecciones mixtas,
Oííit y Blavat encontraron que tanto el gen 4 comoel 9 cosegre­
gan con el fenotipo de neutralización especifico de serotipo. Los
recombinantes que poseen el gen 4 de un parental y el 9 del
otro, tienen el fenotipo de ambosparentales. Por otro lado,
en los últimos tiempos se han acumuladodatos sobre distintas
cepas aisladas de humanosy de animales que presentan caracteris­
ticas de neutralización "intertipicas", estos es, que tienen
los antígenos de neutralización de dos serotipos distintos repre­
sentados en VPSy VP7. El rotavirus H3? es una cepa intertipica
aislada de un recien nacido asintomatico. Sueros hiperinmunes
levantados contra H3? neutralizan virus del serotipo 1 (Na)
y de serotipo 4 (ST4). EL análisis de recombinantes determinó
que M37 comparte VP3 con ST4 y VP? con Wa. Por otra parte quedó
demostrado que VPS es un inmunógeno tan importante como VP?
(Hoshino y col., 1985).

La neutralización cruzada entre la cepa canina CU-l (Seroti­
po 3) y la cepa porcina Gottfried (serotipo 4) está dada por
el hecho de compartir VP3. al igual que entre las cepas porcznas
SB-lA (serotipos 4 y 5) y la cepa OSU(serotipo 5).

En un trabayo muyreciente Hoshino y col. (1968), trabajando
con un recombinante que tiene 10 genes de la cepa porcina OSU
(serotipo 5) y el gen que codifica para VP7de la cepa porcina
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Gottíried (serotipo á), demostraron mediante la vacunación oral
de lechones gnotobióticos, que VP3es un inmunógeno tan importan­
te como VP7en la inducción de anticuerpos neutralizantes luego
de infección entérica. El sistema inmune del huésped reconoce
tanto a UP3como a VP? ya que se producen anticuerpos a iguales
niveles contra ambas proteinas. Similarmente. luego de hacer
descarga con virus virulento en los animales vacunados, los
anticuerpos contra VP3del recombinante protegen a los lechones.
ya que no presentan diarrea contra la descarga de virus virulento
de la cepa OSU.El mismo resultado se obtiene cuando se usa
la cepa intertipica natural SB-lA que tiene VP3similar a OSU
y VP? de la cepa Gottfried. .

Algo similar habia sido demostrado antes por Oííit y col.
(1986) con recombinantes que tenian los genes 4 y 9 de las cepas
Sáll (STS) y NCDV(STG). La inmunización oral de ratas gestantes
con los recombinantes protege luego a los ratones lactantes
contra diarrea por descarga de ambosparentales.

1.1.9.4. Protección cruzada entre distintos serotioos.

Hay evidencia de que existen epitopes de reacción cruzada
entre serotipos (ST) y que estarían preferentemente ubicados
en V93. Se han producido anticuerpos monoclonales contra VP3
que neutralizan los serotipos 1 y 3 (Taniguchi y col., 1985). He­
diante el analisis de variantes antigenicas seleccionadas en
presencia de anticuerpos monoclonales de reacción cruzada, se
reveló 1a existencia de al menostres epitopes distintos respon­
sables de neutralización cruzada en VP3 (Taniguchi y col., 1987).
La proteina VP3 posee epitopes especificos de serotipo y otros
compartidos.

Flores y col. (1986) encontraron que 1a diversidad de VP3
entre los serotipos 1, 3 y 4 es limitada. En cambio con respecto
al serotipo 2, encontraron que era más fácil obtener anticuerpos
nonoclonales especificos de serotipo que con los tres anteriores,
y no pudieron producir ninguno de reacción cruzada, lo que sugie­
re una marcadadiferencia en la estructura antigénica.
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El rol de VPSen la protección heterotipica puede ser muy
importante. Ofíit y col. encuentran que un anticuerpo monoclonal
contra VP3 de la cepa porcina OSU(STS) neutraliza in vitro
y protege in vivo contra las cepas OSU. la cepa simiana RRV
(ST3) y la cepa bovina UK(STG). Por otro lado, los anticuerpos
monoclonales contra VP?solo neutralizan su propio serotipo.

Por lo expuesto hasta ahora y en muchosotros trabajos
sobre el tema. surge la necesidad de establecer una nomenclatura
binaria para la clasificación de serotipos en rotavirus. del
tipo de la establecida para el virus influenza, con una especifi­
cidad para cada una de las proteinas que induce anticuerpos
neutralizantes (Hoshinoy col., 1985).

1.2 PARENTESCO GENETICO ENTRE CEPAS HUMANAS Y ANIMALES.

A pesar de que existe amplia evidencia de que el rango
de huéspedes de los rotavirus es restrictivo en la naturaleza,
la barrera interespecie puede ser evitada experimentalmente
(Hebus y col., 1976). No hay evidencia epidemiológica que seres
humanos puedan infectarse con virus animales y viceversa. Sin
embargo, bajo condiciones experimentales se producen recombina­
ciones de segmentos (“reassortment”) entre virus humanosy anima­
les o entre virus animales de distintas especies (Matsunoy
col., 1980: Greenberg y col.. 1980: Ofíit y Blavat. 1986: Shaw
y col., 1986: Taniguchi y col., 1987).

Flores y col. (1985) estudiaron el parentesco genómico
entre virus diferentes con la técnica de hibridización cruzada
con sondas radioactivas. Estos autores encuentran un alto grado
de homologia entre cepas de la misma especie animal. Pero un
dato muyinteresante es el extenso grado de homologia encontrado
entre la cepa humana Wa (STI) y las cepas porcina OSUy EE (STS).

Por otro lado, dentro de los serotipos definidos por Hoshino
y col. (1984), se encuentran cepas humanas y animales o cepas
de distintas especies animales compartiendo el mismoserotipo.
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Esto puede tener un significado evolutivo ya que ciertas
divergencias en la evolución podrian provenir de recombinaciones
de segmentos interespecies. Varios estudios han establecido
ya la evidencia que la recombinación de segmentos entre cepas
distintas se da también in vivo (Gomboldy Ramig, 1986). Esto
también despierta gran interés por el posible rol que puedan
tener en la existencia, nunca demostrada. de una zoonosis, donde
recombinaciones entre virus humanosy animales dieran surgimiento
cada vez a variantes antigénicas diferentes.

1.3 PROPAGACION EN CULTIVO CELULAR.

En un comienzo hubo grandes dificultades para lograr el
cultivo in vitro de los rotavirus y especialmente para establecer
el pasaje seriado de éstos en cultivos celulares. Hasta 1981
sólo un número limitado de aislamientos bovinos y porcinos y
muy pocos humanos, pudieron ser crecidos in vitro (Hebus y col.,
1971; Theil y col., 1977: Welch y Twiehaus, 1973).

Se logró un gran avance mediante el uso de proteolisis
moderada para aumentar la infectividad viral (Babiuk y col.,
1978: Barnett y col., 1979). Theil y col. (1977) comunicaron
el aislamiento y pasaje exitoso en cultivo celular de rotavirus
porcinos cuando las suspensiones virales eran tratadas con pan­
creatina previo a la inoculación sobre las monocapascelulares.
Luego, otros investigadores demostraron que el tratamiento con
tripsina aumentabanotablemente la producción in vitro de rotavi­
rus bovinos (Almeida y col., 1978: Clark y col., 1979).

Graham y Estes (1980) probaron varias enzimas proteoliticas
y encontraron que sólo tripsina y elastasa sumentaban reproduCi­
blemente la infectividad de rotavirus. Cuandola tripsina estaba
presente ademasdurante varios ciclos de replicación, el aumento
del titulo viral fue de 10 a 1000 veces.

El cultivo de varias cepas humanas se logró combinando
este procedimiento con el uso de tubos o botellas "rollers".
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que se mantienen girando permanentemente (Sato y col., 1981:
Fukusho y col.. 1981). Hay una gran variedad en la cantidad
y caracteristicas de efecto citopático (ECP)producido por cada
cepa y aún es relativamente bajo el porcentaje de aislamientos
que ee han logrado crecer in vitro. Esto es un problema mayor
con los Grupos atipicos (no A) y sólo recientemente se logró
crecer una cepa del grupo C (Terret y Saif. 1987).

Hay cepas que pueden ser crecidas sin tripsina (cepa bovina
UKy la simiana Sñll) pero en eses condiciones no producen placas
en agar. Fue desarrollado un ensayo eficiente de plaqueo usando
agar al 0.6%, con tripsina acetilada (3 pg/ml) y DEAE-dextrano
como un segundo faCilitador que aumenta el tamaño de las placas
(Smith y col., 1979; Urasawa y col., 1981). Para cepas que no
producen placas se han desarrollado ensayos de cuantificación
por focos fluorescentes, efecto citopatico en tubos giratorios
y focos positivos a inmunoperoxidasa (Barnett y col., 1979:
Banatvala y col., 1979: Schoub y col., 1979: Gerna y col., 1984).

No está aún elucidado el motivo de la multiplicación defec­
tiva de los rotavirus in vitro. En el caso de muestras no adapta­
bles se ha visto que se producen grandes cantidades de particulas
defectivae que no poseen la cubierta proteica externa (HcNulty
y col.. 1978). Esparza y col (1980) comunicaron que aún cuando
en un cultivo el 60%de las células estén infectadas con rotavi­
rus, la mayor parte de las partículas virales producidas son
de cubierta simple. Estes y col. (1983) discutieron la posibili­
dad de que los metodos de cultivo corrientes estén meramente
seleccionando mutantes cultivables, dado que a veces son necesa­
rios muchospasajes antes de detectar efecto citopático viral.

1.4 PATOGENESIS.

La infeCCión por rotaVirus conduce a la destrucción de
los enterocitos diferenciados de la mitad distal de las vellosi­
dades intestinales. interesando al intestino delgado en su con­
junto. Las celulas apicales son preferentemente destruidas,
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liberando rapidamente las particulas virales en el lumendel
intestino. Se observa que las vellosidades se acortan en longitud
y se suelen fusionar entre ellas (Bishop y col. 1973: Davidson
y col., 197?).

Las células diferenciadas que se pierden son reemplazadas
por celulas inmaduras de las criptas, las que son muchomenos
susceptibles a la infección. Esta seria la forma en que la enfer­
medad tenderia a autolimitarse (woode y Bridger, 1975: Snodgrass
y col.. 1977).

Las nuevas células que reemplazan a las maduras lisadas.
son deficientes en disacaridasas. La diarrea es debida probable­
mente a la disminución de absorción de la superficie intestinal
comoresultado de la destrucción de las vellosidades y las subse­
cuentes deficiencias en enzimas de los nuevos enterocitos inma­
duros. El sindrome de malabsorción es exacerbado por la acumula­
ción de lactosa en el intestino grueso. impidiendo alli la absor­
ción del agua a través de un efecto osmático (Grahamy col.,
1982).

La enfermedad esta caracterizada por diarrea. anorexia.
depresión, hipertermia, y a veces vómitos, con un indice de
mortalidad que varia entre el 7 y 20% (HcNulty y col., 1976:
Noode y col., 1976; Bohl y col., 1978; Utrera y col., 1984:
Rodriguez y col., 1977). Las infecciones experimentales hechas
en animales privados de calostro provocan sistemáticamente la
aparición de un sindrome diarreico mas o menos severo en el
espacio de 20-24 horas. con una duración que varia entre varias
horas a varios dias. El análisis de materia fecal permite obser­
var que la fase de diarrea c01ncide con una importante excreción
de virus (aproximadamente 1010 particulas virales por gramo
de heces).

El mecanismoprincipal de transmisión del Virus es probable­
mente la via fecal-oral.
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1.5 METODOS DE DIAGNOSTICO.

La identificación original de los rotavirus fue hecha con
el Microscopio Electrónico y esta tecnica ha sido luego extensi­
vamente usada en todo el mundo. La morfología caracteristica
de los rotavirus es fácilmente distinguible en tinciones negati­
vas de muestras de materia fecal. Sin embargo. el uso del HE
es limitado. requiere personal muyespecializado y no es apropia­
da con grandes números de muestras. Es muyútil cuando se trata
de confirmar un resultado determinado por otro método y para
diagnóstico de los rotavirus que no pertenecen al Grupo A y
que dan resultados negativos a los tests serológicos.

El análisis del genomapor electroforesis en geles de polia­
crilamida (PAGE) es un método sencillo, aplicable a gran número
de muestras, sensible y permite detectar todos los Grupos antigé­
nicos además del A.

El test que probablemente sea el más usado para diagnóstico
y especialmente cuando se trata de chequear gran número de mues­
tras es el inmunoensayoen fase sólida en sus distintas varian­
tes, usando anticuerpos policlonales o monoclonales, de gran
sencillez y sensibilidad (EIA, ELISA, RIA (Thouless y col.,
1978: Rodriguez, 1978: Yolken, 1978: Zissis, 1975: Kapikian
y col.. 1981).

También se han usado otras técnicas, comofijación de com­
plemento (FC), inmunoadherencia hemaglutinación (IñHñ), aisla­
miento en cultivos celulares (CC), inmunoperoxidasa sobre tejidos
(IFA), inmunofluorescencia sobre teJidos o cultivos celulares
(IF), contrainmunoelectroforesis (CIEF), etc.

Recientemente ee han utilizado técnicas de hibridización
in situ de sondas marcadas a ARNgenómico desnaturalizado e
inmovilizado sobre membranas de nitrocelulosa (Flores y col.,
1933). Este parece ser un metodo sensible y muyespecifico.



l.6 RESPUESTñ INHUNE ñ INFECCION POR ROTAVIRUS.

Se ha estudiado en niños y en animales el desarrollo de
anticuerpos locales y humorales luego de infección por rotavirus.
Enseguida de la infección hay un incremento temporario de 19M,
seguido de una respuesta de IgG e Igñ. Correspondientemente
hay un aumento en intestino de IgA secretoria (Estes y col.,
1985).

El sitio especifico de infección por rotavirus (enterocitos
madurosde las vellosidades intestinales) hace que sea improbable
que los anticuerpos séricos Jueguen el rol principal en la pre­
vención de la enfermedad, sino que este le corresponde probable­
mente al sistema local de inmunidad de mucosa. No se conoce
el rol de las inmunoglobulinas especificas circulantes en la
enfermedad. En cambio. ha sido encontrado que la Igñ intestinal
adquirida activa o pasivamente es protectora (Snodgrass y Wells,
1976: HcLean y Holmes. 1981).

También es poco claro el rol que Juega el sistema inmune
mediado por células, pero parece Jugar un cierto rol en la recu­
peración de la enfermedad, ya que niños con defectos en su siste­
ma inmune mediado por células o individuos inmunosuprimidos
pueden convertirse en excretores crónicos de rotavirus (Saulshurg
y col., 1980: Yolken y col.. 1982).

Estes y col. (1985) llegan a las siguientes conclusiones.
muy importantes a tener en cuenta: i) frecuentemente se produce
infección sin que haya enfermedadclinica: ii) los anticuerpos
circulantes son indicativos de infección previa, pero no son
indicadores confiables de inmunidad a la enfermedad producida
por virus del mismo o distinto serotipo: iii) la presencia de
anticuerpos locales en el intestino provee protección a enferme­
dad clinica, pero sólo muyaltos niveles previenen de infección.

1.6.1 INHUNIDAD PASIVA EN BOVINOS Y PORCINOS.

Una efectiva inmunidad pasiva depende de la presencia conti­
nua de una adecuada cantidad de anticuerpos en el lumen intesti­
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nal. En lechones y terneros no hay pasaje trasplacentario de
innunoglobulinas. de modo que la transferencia de anticuerpos
maternos al neonato por via del calostro y leche es esencial
para poveer inmunidad en estas especies. Las inmunoglobulinas
del calostro son absorbidas intactas. en forma no selectiva.
por el epitelio intestinal durante las 24 a 48 horas posteriores
al nacimiento (Brandon y col., 1971: Porter y Allen, 1972).

Hay varios factores en el calostro que pueden evitar la
degradación proteolitica de las inmunoglobulinas presentes,
tales como inhibidores de la actividad de tripsina (Pineiro
y col.. 1975). Se han encontrado altos titulos de anticuerpos
antirotavirus en el calostro bovino y porcino, los que declinan
rapidamente a niveles muy bajos luego de 4 dias de lactancia
(Snodgrass y col., Woodey col., 1975: Saií y Bohl, 1980).

1.6.2 DESARROLLO DE VACUNAS EN PORCINOS.

La mayoria de los estudios se han volcado a lograr el aumen­
to de los anticuerpos en la leche materna. Los estudios de esti­
nulación de intestino se han hecho preferentemente con el virus
TGE (Gastroenteritis Transmisible Porcina) (Saif y col.. 1980).
La inoculación oral repetida de antigeno no replicativo o muerto
no produjo aumento de Igñ en leche, como tampoco la inoculación
oral de virus atenuado. Se probó con virus menos atenuado, bus­
cando una mejor replicación en intestino, pero esto resultó
patogénico para los lechones recién nacidos.

La inmunización parenteral, en madres gestantes, logra
fundamentalmente un aumento de IgG, que también ha demostrado
ser protectora a altas concentraciones (Snodgrass y col., 1978).
La inoculación parenteral con vacunas inactivadas adyuvadas
resultó en un importante aumento de anticuerpos en calostro
y leche (Snodgrass y col., 1980: Saií y col., 1984). En general
este tipo de vacunas ha sido dado comoefectivo para prevenir
la aparición o disminuir la gravedad de la diarrea nas que a
inhibir totalmente la excreción de virus (Tzipori y col.. 1980:
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Wyett y col., 1979; Ramosy col., 1987).
La vacunación prolonga el tiempo durante el cual el neonato

es protegido por la presencia de anticuerpos ingeridos en el
lumen intestinal. El mismo efecto se logra con la ingestión
de calostro inmune comorefuerzo de la dieta diaria. Hay expe­
riencias en que se protege de enfermedad clinica usando calostro
de especies heterólogas, por ejemplo de bovinos (Bridger y col..
1981). El hecho que haya cierto grado de replicación activa
del virus en el tracto intestinal provee inmunidadactiva contra
subsecuentes infecciones. Gaul y col. (1982) encontraron que
la protección cruzada in vivo en cerdos fue observada sólo con
cepas pertenecientes al mismoserotipo.

Ha habido también intentos de estimular la inmunidad activa
de los lechones lactantes con vacunas atenuadas. Esto se probó
con una vacuna de origen bovino (atenuada para cerdos) y también
con una cepa atenuada porcina (Leece y col., 1979: Hoblet y
col., 1986). Pero la cepa vacunal no se replicó o lo hizo a
niveles no detectables. Probablemente la presencia de anticuerpos
de origen materno en el intestino del animal hace que este tipo
de vacunas sea ineficaz y no induzca inmunidad activa (De Leeuu
y col., 1980).

1.6.3 DESARROLLO DE VACUNAS EN BOVINOS.

Se ha intentado en bovinos estimular la inmunidad activa
del recien nacido mediante la inoculación oral con virus atenua­
do. En general los resultados no fueron positivos (Acres y col..
1976: De Leeuwy col., 1980) aunque algunos los estimaron satis­
factoriamente (Twiehaus y Hebus, 1974). Probablemente los anti­
cuerpos calostrales maternos interfieren con la multiplicación
de la cepa vacunal en el intestino.

Se ha usado como metodo profilactico el suplemento de la
alimentación de los terneros con suero o fracciones de suero
inmune. suministrandolo como un 10%de la dieta láctea (Snodgrass
y col., 1978). Se ha estimado que el calostro puede tener. ade­



50

más, inhibidores virales no especificos (Thouless y col., 1977).
Ha habido numerosas experiencias tendientes a estimular

la producción de anticuerpos en calostro y leche de vacas gestan­
tes por el mayor tiempo posible post-parto. Se han hecho pocos
intentos de inoculación por via oral con preparaciones inmunizan­
tes, posiblemente porque la presencia del rumen puede impedir
que lleguen al intestino (Saif y col., 1984).

La vacunación oral con antígeno atenuado o inactivado aumen­
ta significativamente el titulo de anticuerpos en suero, calostro
y leche (Snodgrass. 1980: Hebus y col., 1973: Wells y col.,
1978). En algunas experiencias se han registrado aumentos en
los titulos de anticuerpos en un 60-80%con respecto a los con­
troles no vacunados, persistiendo los mismospor varios meses
(Saií y col., 1984).

El hecho de que casi todas las vacas adultas hayan sufrido
alguna vez infecciones por rotavirus, clinicas o subclinicas,
previo a la vacunación hace que ésta actúe comoun refuerzo
(“booster”). Experimentos realizados por Snodgrass y col. (1964)
indicaron que vacas gestantes vacunadas con rotavirus de la
cepa BRV1 (Serotipo 6) responden heterotipicamente contra todos
los serotipos de rotavirus con los que hayan tenido contacto
previo. Los mismos investigadores confirman esta observación
con v ión - ial en CODBJOScon rotavirus de distintos
serotipos y en ningún caso se producen anticuerpos contra seroti­
pos a los cuales no hayan estado expuestos previamente.

Recientemente se ha probado la eficacia en Argentina de
una vacuna para bovinos a virus inectivado con adyuvante oleoso,
en el control de las diarreas en rodeos de cria. La vacuna fue
desarrollada en el Centro de Virología Animal con la ayuda del
CONICET y de la empresa DESATECS.A. y se probó en 4066 vacas
gestantes en 17 rodeos de cria. Se encontró que el nivel de
anticuerpos neutralizantea contra rotavirus homólogosy heterólo­
gos fue significativamente incrementado en relación a los contro­
les no vacunados. Por otro lado. la morbilidad se redujo signifi­
cativamente y ls mortalidad cayó casi a cero (Bellinzoni y col.,
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1988, en prensa).

1.6.4 DESARROLLO DE VñCUNAS EN HUMANOS.

Una de las estrategias más utilizadas en el desarrollo
de vacunas en niños ha sido la utilización de cepas de rotavirus
animales que son atenuadas para humanos. Se ha probado la cepa
simiana RRV y también cepas bovinas (Kapikian y col., 1985:
Clark y col., 1986). La vacuna hecha con la cepa RIT4237 fue
descripta como segura y con protección contra enfermedad severa
(pero no de infección) en el 80%de los niños de 6 a 12 meses
de edad vacunados en Finlandia (Vesikari y col., 1983.1985). La
vacuna también apareció como segura e inmunogenica cuando fue
administrada a niños de 2-3 meses de edad (Maldonado y col.,
1986).

También están siendo considerados como candidatos para
vacunas rotavirus recombinantes atenuados. La idea es reemplazar
el segmento genónico para el antígeno especifico de serotipo
de la cepa animal por el segmento genómico que codifica para
serotipos humanos.Los reconbinantes tendrian las caracteristicas
atenuadas del rotavirus animal y la especificidad de serotipo
humana (Nidthun y col., 1985). Se ha sugerido la posibilidad
de que una vacuna etenuada podria sufrir una nueva recombinación
con un rotavirus circulante no virulento y revertirlo a virulen­
to, dado la comprobación de que la recombinación por intercambio
de segmentos (“reassortnent”) ocurre también in vivo (Hidthun
y col., 1987; Gombold y Ranig, 1986).

Están avanzados en varios laboratorios desarrollos de vacu­
nas en las que se usan proteinas virales purificadas, generadas
por expresión de genes de los antígenos de neutralización clona­
dos en distintos sistemas de expresión, tales comoE. coli,
levaduras o baculovirus (Estes y col., 1987).

Mientras tanto siguen en experimentación vacunas con rotavi­
rus animales. en especial con la cepa de mono RRV,qye han sido
probadas en Venezuela con resultado exitoso (Flores y col.,
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198?). Sin embargo, parece que el exito de esta vacuna es depen­
diente de los serotipos predominantes en la zona en que se las
prueba. En el caso de Venezuela, las cepas humanas encontradas
eran preferentemente de serotipo 3, que es el mismode la cepa
RRV.De esta forma, los últimos pasos se han orientado en la
prueba de una vacuna cuadrivalente que contiene además de la
cepa RRV, recombinantes de esta cepa con los otros 3 serotipos
humanos (1,2 y 4). La antigenicidad de esta vacuna esta siendo
actualmente evaluada (Kapikian y col., 1988).

1.7 OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

La diarrea neonatal es un problema muy importante en la
ganadería de nuestro pais y causa a los productores grandes
pérdidas económicas, ademásde los trastornos propios del trata­
miento de los animales enfermos. Hay indicios ciertos comopara
postular que los rotavirus son un agente etiológico de importan­
cia primaria en esta enfermedad. como lo es en otras partes
del mundo.

La diarrea es una enfermedad de etiología compleja en la
que los distintos agentes, tales comovirus (rotavirus, coronavi­
rus, astrovirus. calicivirus), bacterias (E. coli enteropatógena,
Salmonella) y protozoarios (cristosporidio) actúan en forma
individual o combinada. En muchos estudios se encontró que el
agente que con más frecuencia se asocia a la diarrea es rotavi­
rus, el que muchasveces crea las condiciones para infecciones
posteriores por otros patógenos.

La enfermedad causada por rotavirus es en general benigna.
Pero en condiciones desfavorables (estres) o cuando hay inter­
vención simultánea de otros agentes enteropatógenos, puede condu­
cir a sindromes graves, a la deshidratación y a la muerte.

Durante los años 1984-1985 se realizó en nuestro pais un
estudio en varios rodeos de cria de boVinos de la provincia
de Buenos Aires (Bellinzoni y col., 1987). Alli se demostró
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la presencia de rotavirus en el 53%de los terneros con diarrea
y en el 7x de muestras tomadas de terneros sanos.

En lo que respecta a cerdos no hay aún estudios sobre la
incidencia de los rotavirus en la diarrea de los lechones. Pero
se detectaron rotavirus en numerosas muestras provenientes de
distintos establecimientos de la provincia de BuenosAires.

En este trabajo se intentó realizar un estudio más amplio
sobre la incidencia de los rotavirus y de otros agentes enteropa­
togenos en terneros, que incluye otras regiones de nuestro pais.
Por otra parte, se hizo un estudio de la incidencia de los rota­
virus en lechones en establecimientos de las provincias de Córdo­
ba y Buenos Aires.

Una vez establecida la incidencia se procedió a determinar
la variedad y variabilidad antigenica de las distintas cepas
halladas: electroíerotipos. Grupos, Subgruposy serotipos. Para
ello los aislamientos se adaptaron a crecer en cultivo celular
y se clonaron de manera de poder hacer ensayos de neutralización
de la infectividad viral con sueros producidos contra distintas
variantes antigénicas. Por otra parte se sometieron a diversos
ensayos inmunológicos para completar el estudio antigenico. El
establecimiento de las caracteristicas antigenicas de las cepas
actuantes en el campo es indispensable para poder diseñar una
estrategia de control de la enfermedad y desarrollo de vacunas.

Luego se hizo el estudio a nivel bioquímico de varias cepas
de rotavirus porcinas y bovinas (proteinas y ARN).Se eligieron
particularmente las pertenecientes a serotipos distintos y aque­
llas que presentaban caracteristicas genómicasparticulares. En
especial, se estudiaron comparativamente dos cepas porcinas
que diferian entre si en la presencia de un rearreglo genómico
del segmento 11 en una de ellas. Se estudiaron los polipeptidos
estructurales y no estructurales y se establecieron las compara­
ciones con las cepas patrones de los distintos serotipos.

Por último, se describieron los resultados de una pequeña
prueba experimental de vacuna en bovinos (vacas gestantes) usando
cepas pertenecientes a distintos serotipos. Se midió respuesta
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de anticuerpos en suero, calostro y leche y grados de protección
en terneros anamantados por las madres vacunadas.



CÑPITULO 2. MATERIÑLES 'n’ METODOS
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2.1 RECUPERACION DE ROTAVIRUS DE LAS MUESTRAS DE MATERIA

FECAL PARA DIAGNOSTICO.

Las muestras de materia fecal (HF) fueron diluidas al 20%
en buffer Tris-ClH 0,010 H y clarificadas por centrifugación
a 2500 rpm durante 20 minutos. Los sobrenadantes se guardaron
congelados a -20‘C.

2.2 ELECTROFORESIS DEL ARN VIRAL EN GELES DE POLIACRILAHIDA

(PAGE).

Los clarificados de MF o sobrenadantes de cultivo fueron
mezclados con igual volumen de buffer de extracción (ClLi 1
N, ácido etilendianino-tetracético (EDTA)0,02 H y dodecil sulfa­
to de sodio (SDS) al 2%). Se agitaron vigorosamente y se calenta­
ron a 60°C durante 10 minutos. La mezcla resultante se extrajo
dos veces con fenol-cloroforno (Perry y col., 1972), se centrifu­
gó 20 minutos a 5000 rpn y se colectaron los sobrenadantes. El
ARN se precipitó con dos volúmenes y medio de alcohol etílico
absoluto toda la noche a -20°C o 2 horas a -70’C.

Los geles fueron preparados de acuerdo al sistema de buffer
discontinuo de Laennli (1970), a una concentración de acrilamida
del 10%. El espesor de los geles fue de 1,5 mm.Para la siembra,
el ARN fue resuspendido en 10 nl de buffer de muestra de Laenn­
li. La separación se efectuó a 15 mAdurante 16 horas en buffer
de corrida (Tris 0,025 H, glicina 0,192 H y SDS0,1%).

Los geles fueron revelados con tinción con nitrato de plata
según la técnica de Herring y col. (1982), o bien con bromuro
de etidio y visualizados con luz ultravioleta. La Figura l nues­
tra un ensayo de sensibilidad del metodo.

N .3 HICROSCOPIA ELECTRONICA.

La técnica usada para observar viriones purificados o clari­
ficados de materia fecal fue la indicada por Huchinik y col.
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Figura 1: Sensibilidad del método de PAGE.
La figura muestra el análisis de diferentes cantidades de ARN
viral extraídos de virionea purificados de la cepa UKy cuantifi­
cadoa por espectroíotónetro. Lineas 1 al 11: 1,4742: 0,7371;
0,3685: 0,1842: 0,0921; 0,04606; 0,02303; 0,01151; 0,00575;
0,00287 y 0,00143 pg de ARNrespectivamente.
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(1981) empleandose tinción negativa con acetato de uranilo al
17€.

2.4 PRUEBA DE ELISA.

Se empleó la tecnica de ELISAsandwich indirecta con distin­
tas variantes según el obJetivo.

2.4.1 PRUEBA DE ELISA PARA DIAGNOSTICO.

Para diagnóstico se usó suero de cabra antirotavirus como
suero de captura (dilución 1:10000 en buffer carbonato-bicarbona­
to pH=9). Luego de incubación toda la noche a -4’C, se lavó
varias veces con buffer PBS conteniendo Tween al 0.05%. Los
clarificados de HFse usaron en diluciones 1:4 y 1:12 en PES-se­
roalbúnina bovina (SAB) 1X-EDTA 0.01 H. Se incubaron toda la
noche a Q‘C o dos horas a 37’C. Luego de 5 lavados se incubó
durante 1 hora a 37’C con suero detector (suero de cobayo antiro­
tavirus, dilución 1:5000), y luego de varios lavados se incubó
durante otra hora con suero de conejo anti-IgG de cobayo conJuga­
do con la enzima peroxidasa. El sustrato usado para la coloración
fue orto-íenilendianina (OPD):por cada policubeta de 96 pocillos
se usaron 4 ng de OPD en 10 ml de PBS y 20 pl de agua oxigenada
de 30 volúmenes. Las densidades ópticas (0D) se determinaron
en un lector de ELISA (Labsystem Inc, Chenetron) a 492 nm, luego
de detener la reacción con SOqHz. 2 M. Los sueros detector y
conjugado se usaron diluidos en PBS con 1x de SAB.

2.4.2 PRUEBA DE ELISA PARA DOSAJE DE ANTICUERPOS.

Para dosaJe de anticuerpos fue usada también la prueba
de ELISA indirecta. Los sueros a dosar se usaron generalmente
como detectores. salvo los sueros bovinos que se usaron como
reactivos de captura para disminuir la coloración inespecifica.
El antígeno usado fue virus de la cepa bovina UKpurificado
diluido 1:100 en PES-SAB lx-EDTA 0.01 H. Los sueros problemas
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fueron testeados en diluciones en base S. La tecnica fue similar
a la descripto para diagnóstico de HF.

Los sueros antirotavirus usados fueron producidos según
la tecnica que se describe más adelante. Estos. al igual que
los conyugados, de origen comercial (Sigma y Bio Yeda) fueron
titulados previamente para determinar las diluciones óptimas.

2.5 PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA (IPA).

Esta técnica se usó con diferentes objetivos para detectar
antígeno viral en células infectadas. El método usado sigue
los pasos descriptos por Gerna y col. (1984). Se empleó para
diagnóstico, en pruebas de infectividad, titulación de inóculos
y seroneutralización.

Brevenente. las nonocapas de celulas infectadas fueron
fiJadas a las 12-16 horas post-infección (p.i.) con acetona
al 802 en PBS durante 20 minutos. Se lavaron con PBS y se secaron
a 37'C. Luego se incubaron con suero de cobayo antirotavirus
(dilución 1:200) durante media hora a 37’C. Se lavaron 3 veces
con PBS durante 5 minutos cada vez. Luego se incubaron con suero
anti IgG de cobayo conJugado con peroxidasa (dilución 121000.
Bio Yeda o 1:50, Sigma) durante media hora a 37°C y se lavaron
con PBS 3 veces durante 10 minutos cada vez. Comosustrato se
usó 3-3'-diaminobencidina (DAB) (1mg/ml en PBS) y agua oxigenada
de 30 volúmenes (1 pl/nl en PBS con DAB). Con esta tecnica se
forma un precipitado insoluble sobre las celulas infectadas.
Se colorea el citoplasma y los núcleos quedan claros. Las células
infectadas se observaron al microscopio óptico y cuando se consi­
deró necesario se contó el número de células infectadas por
campo.

La Figura 2 ilustra el aspecto de una monocapainfectada
y revelada con esta tecnica, cuando es vista al microscopio
óptico.



.6 CULTIVOS CELULARES.PJ

2.6.1 CELULAS.

Se utilizaron células HnlOá, provenientes de riñón fetal
de monorhesus. Para su cultivo se utilizó medio esencial minimo,
HEH Glasgow (GIBCO. catálogo 410-2000), suplementado con 0.584
g/litro de Glutamina: 2,95 g/l de TPB(Triptose Phosphate Broth):
200 U/ml de penicilina: 48,75 U/ml de estreptomicina: 0.675
9/1 de bicarbonato de sodio y 10%de suero fetal bovino (SPB).

2.6.2 VIRUS.

Se usaron varias cepas patrones bovinas. porcinas, de mono
y humanas.

Las cepas bovinas NCDV (Nebraska Cali Diarrhea Virus).
perteneciente al serotipo 6 y la cepa 8223, serotipo 7, fueron
gentilmente enviadas por el Dr. G. Noode, de Iowa State Universi­
ty, U.S.A. La cepa UK (United Kingdom) y 3678 fueron enviadas
por el Dr. D. Snodgrass del MoredunInstitute, Escocia.

La cepa porcina 0.S.U. (Ohio State University), serotipo
5, fue enviada por el Dr. K. Theil de la Ohio State University,
U.S.A.: La cepa porcina Gottfried, serotipo 4, por la Dra. M. Es­
tes del Baylor College oí Medicine, Houston, U.S.A.

La cepa de mono SAll, serotipo 3, fue enviada por el Dr.
H.G. Pereira, del Instituto Oswaldo Cruz. Brasil. Las cepas
humanas Na, serotipo 1 y H69, por la Dra. H. Estes.

Estos virus fueron cultivados de acuerdo a las técnicas
de Sato y col. (1981) y utilizados en diferentes ensayos compara­
tivos con cepas locales.

,.2.6.4 ADAPTACIÓN A CULTIVO CELULAR DE LAS CEPAS AISLADAS DE

HF.

2.6.3.1 PreparaCión y elección de Las muestras.

Se partió de una suspensión de HF al 10%em medio de cultivo
suplenentado con 0.25 U/ml de penicilina y 0.25 U/nl de estrepto­
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mic1na, regulando el pHcon bicarbonato de sodio. Se clarificó
dos veces por centriíugación a 3000 rpm durante 20 minutos. El
último sobrenadante se recogió en forma estéril.

Para selecc1onar las muestras. se realizó una prueba de
IPA con cada una de ellas sobre monocapas de celulas HA104creci­
das en policubetas de 96 pocillos. Los clarificados se usaron
en diluciones 1:10 y 1:100. Se eligieron las muestras que dieron
mayor númerode células infectadas.

2.6.3.2 Métodode cultivo.

Los inóculos. antes de ser inoculados sobre las monocapas.
fueron pretratados con tripsina (ZOpg/ml) durante 30 minutos
a 37’C.

Las monocapas de celulas HA104fueron crecidas en frascos
de 25 cm2, tubos o policubetas de 24 pocillos. Los cultivos
tipo rollers fueron usados principalmente para la adaptaCión
de las cepas porcinas y los estacionarios para las cepas bovi­
nas. Antes de ser inoculadas. las monocapasconfluentes se lava­
ron tres veces con medio de cultivo sin suero fetal. Ocasional­
mente, para facilitar la infección. las monocapasse dejaron
en medio sin suero desde el dia anterior. Estos lavados permiten
eliminar todo resto de suero fetal que puede inactivar la tripsi­
na o bien tener anticuerpos antirotavirus o inhibidores.

Luego del tratamiento con tripsina. los inóculos se incuba­
ron sobre las monocapas lavadas durante una hora a 3?°C. Pasado
este tiempo, se eliminó el mismo y se lavaron las monocapas
con medio de cultivo sin suero. Finalmente se agregó el medio
de infección, sin suero, suplementado con 2 pg/ml de tripsina,
hasta completar la infección.

Se incubaron a 37°C hasta que se alcanzó efecto citopatico
(ECP) o. cuando no aparecían alteraCiones en las monocapas,
hasta las 48 o 72 horas p.i. Para sucesivos pasajes los inóculos
se congelaron y descongelaron 3 veces antes de cada infección.

La presencia de virus en cada pasaye se determinó por IPA
o PAGE.El número de pasajes previos a la detección de virus
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fue variable, siendo las cepas bQVinasde más fácil adaptación
que las porcinas.

Para el crecimiento de las cepas adaptadas, asi comopara
todos los ensayos sobre células HA104,se usó el mismoprotocolo
de cultivo que el descripto.

2.6.4 TITULACION DE VIRUS.

Las titulaciones se hicieron por plaqueo, por efecto citopá­
tico (ECP) o por IPB, según los casos.

2.6.4.1 Titulación nor el método de formación de placas.

Se realizaron sucesivas diluciones al décimodel ináculo
viral previamente tratado con tripsina y se inocularon 0.5 nl
de las mismas por duplicado o triplicado en ca3as de Petrie
de 6 cn de diametro. Luego de una hora de adsorción a 37°C.
se lavaron las nonocapas con medio de cultivo. Se agregó una
capa de agar Oxoid 0.6% en medio de cultivo sin suero fetal,
pero conteniendo tripsina y/o pancreatina (2 pg/ml o 2,5 pg/ml)
según las cepas, DEAE-dextran (0,1 mg/nl) y HEPES40 MH. pH
7,6.

Luego de 4 o 5 dias las placas fueron visualizadas por
la tinción de las nonocapas celulares con solución de rojo neutro
al 0,01%,o bien con solución de cristal violeta (cristal violeta
1%, etanol 10%, formol 5%). El titulo se expresó en Unidades
Formadoras de Placas por nl (UFP/nl).

Muchas cepas no produjeron placas aún en estas condiciones
por lo cual fueron usados metodosde titulación alternativos.
2.6.4.2 Titulación nor la técnica de IPS.

Se realizó sobre monocapas crecidas en policubetas de 96
pocillos. La infección ae hizo en forma similar a la anterior,
usando SO pl de cada dilUCión por cuadriplicado. Luego de adsor­
ción durante l hora se agregó medio de infección sin suero fetal
Las monocapas fueron íiJadas con ecetona 60%a las 14-16 hs
p.i. y revelados con la tecnica ya descripta de IPA. Se contó
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el número de células infectadas en la mayor dilución positiva
y el titulo se expresó como Unidades Formadoras de Focos IPA
por mililitro (UFFIPB/ml).

2.6.4.3 Titulación nor el método de Efecto Citooático.

Se realizó de la mismaforma que la anterior pero las poli­
cubetas se incubaron durante 7 dias a 37°C con medio de cultivo
sin suero pero con 2 pg/ml de tripsina y HEPES40 mH.

A los siete dias se lavaron las monocapas con medio de
cultivo y luego se colorearon con cristal violeta. El titulo
se expresó en Dosis Infectivas 50% en Cultivo de Tejidos
(DICT50).

2.6.5 CLONADOVIRAL

Los inóculos se clonaron luego de su adaptación a cultivo.
Al efecto se usaron dos técnicas: por placas en agar y por dilu­
ción limite.

2.6.5.1 Clonado nor nlagueo.

Para las cepas que formaron placas claras en agar 0.62
con los facilitadores mencionados, al método usado fue el descrip
to para la titulación por plaqueo. tiñendo con solución de royo
neutro al 1x en medio de cultivo durante 4-5 horas en la oscuri­
dad. Las placas clonadas fueron congeladas y descongeladas 3
veces y pratratadas con tripsina previo a su nueva inoculación
sobre otra nonocapa.
2.6.5.2 Clonadonor dilución limite.

Para las otras cepas se usó la técnica de clonado por dilu­
ción limite (o terminal). En estos casos. la detección de la
mayor dilución que contenía virus infectivo se hizo por ECP
luego de 7 dias en tubos rollers o bien controlando los sobrena­
dantes de cultivo por IPA. El clonado se repitió 4 veces para
cada cepa, usando como inóculo cada vez, la mayor dilución posi­
tiva en diluciones seriadas y controlando los electroíerotipos
de los distintos clones obtenidos. Tambiénse usaron para esta
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tecnica policubetas de 96 pocillos.

2.7 PURIFICACION DE VIRIONES

En este caso, los virus a purificar fueron replicados
en nonocapas de células HA104en botellas rollers (aproximada­
mente 33 x 106 células/botella). Los sobrenadantes resultantes
de la infección fueron congelados y descongelados tres veces
y clarificados por centriíugación a 4000 rpm durante 20 minutos.
El sobrenadante resultante fue extraido con Freón y sembrado
sobre un colchón de sacarosa al 45%. Se centriíugó a 45000 rpm
(rotor 50 Ti) a Q’C, 2 horas.

El sedimento obtenido se resuspendió en buffer TNHC(Tris­
ClH 10 nn, pH 8,2; ClNa 150 MM; Cleg l MH: ClzCa 10 MH) y se
sembró sobre un gradiente de cloruro de cesio de densidad 1,32
a 1,40 g/ml, el que fue centrifugado durante 18 horas a 45000
rpn a 4'C (rotor SU 50-1 Becknann).

A1 final de la centrifugación, el gradiente fue colectado
en alicuotas de 0,25 nl por punción del fondo del tubo. Cada
fracción fue leida en espectrofotómetro a 260 nmpara cuantificar
el naterial purificada. El Cle se eliminó por diálisis y el
material resultante se conservó a -20°C.

2.8 OBTENCION DE SUEROS HIPERINHUNES.

Virus de distintas cepas patrones y locales adaptadas a
cultivo,íueron crecidos en botellas rollers y purificados según
las técnicas descriptas.

Los sueros fueron preparados en cobayos. Los animales fueron
inoculados con una emulsión compuesta por partes iguales de
suspensión de virus purificado y adyuvante de Freund incompleto.
La inyección fue por via intramuscular y se repitió tres veces.
con un intervalo de 7 dias cada vez. Cada dosis contenía aproxi­
madamente10 pg de virus purificada.

Siete dias después de la última dosis, los animales fueron
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sangrados por punCión cardiaca. Los sueros se centrifugaron
y se guardaron alicuotados.

El titulo de cada suero fue determinado por ELISAy por
ensayos de nautralización con virus homólogo. Tambien fueron
chequeados por ELISA los sueros pre-inoculación de todos los
animales, los que resultaron ser negativos a anticuerpos antiro­
tavirus.

Los sueros asi preparados fueron usados para ensayos de
serotipiíicación, ELISA, IPAa inmunoprecipitación de proteinas
virales.

2.9 SEROTIPIFICACION DE CEPAS BOVINAS Y PORCINAS POR ENSñYOS

DE NEUTRñLIZñCION.

Estos se hicieron usando los sueros producidos en al labora­
torio, contandose ademas con un suero contra la cepa porcina
Gottíried (serotipo 4) enviado por la Dra. H. Estes.

2.9.1 PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE LA INFECTIVIDAD VIRAL

DE CEPAS BOVINAS.

Se realizaron por el método de reducción de Efecto Citopáti­
co sobre monocapas de celulas crecidas en policubetas de 96
pocillos.

Cada una de las suspensiones virales fue pretratada con
tripsina a 37'0 durante 30 minutos y luego se mezcló en partes
iguales con diluciones en base 2 de los distintos sueros hiper­
innunes. La suspensión viral fue agustada de forma tal que en
cada uno de los pocillos hubiera 100 DICTso. Esta mezcla suero­
virus se incubó durante 2 horas a 37°C y se inoculó sobre las
monocapas (prevzamente lavadas con medio sin suero fetal). Por
cada dilución de suero se inocularon 4 pocillos. Se incubó una
hora a 37°C, se lavaron las monocapas con medio sin suero y
se agregó medio de infección con 2 pg/ml de tripsina y HEPES
40 RH. Se incubaron a 37’C durante 7-8 dias y luego las nonocapas
se fiJaron y colorearon con cristal violeta.
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El título neutralizante se expresó comola inversa de la
dilución de suero que mostró inhibición del ECPpor lo menos
en dos de los cuatro de los pocillos infectados.

2.9.2 PRUEBAS DE NEUTRHLIZACIÓN DE LA INFECTIVIDñD VIRAL DE

CEPAS PORCINAS.

Estas pruebas se realizaron por medición de la reducción
del número de celulas infectadas, coloreadas por la técnica
de IPA.

Se usaron policubetas de 96 pocillos. Las mezclas suero-vi­
rus se prepararon igual que en la tecnica de EGP, pero en este
caso las suspensiones virales fueron ajustadas de forma de que
quedaran aproximadamente 200 UFFpor pocillo. También se incorpo­
raron en todos los casos controles sin suero. La mezcla suero-vi­
rus se incubó 90 minutos a 37’C, se edsorvió sobre las nonocapas
y luego se agregó medio de infección sin tripsina. Las monocapas
se fijaron y revelaron a las 14 horas p.i.

El titulo neutralizante se expresó comola inversa de la
dilución de suero que produjo una reducción del 80%en el número
de células infectadas en relación a los controles sin suero.

Para clasificar los serotipos se tomó comoparámetro una
diferencia de 20 veces o mas entre los titulos homólogosy los
heterólogos. como se use habitualmente en este tipo de pruebas
(Noode y col., 1983), tanto en el caso de las cepas bovinas
como POI‘CInas .

2.9.3 DETERMINACION DE SEROTIPOS CON ANTICUERPOS HONOCLONALES.

La técnica usada fue la de ELISAindirecta. Los anticuerpos
nonoclonales se usaron como suero de captura. Se chequearon
tanto los sobrenadantes de cultivo comosuspensiones de HF.



2.9.3.1 Serotioificación de cenas havinas con un anticuerpo
monoclonal dirigido contra un eEitoEe esgeciíico nara
el serotigo 6.

Este anticuerpo fue provisto por el Dr. Snodgrass, del
MoredunInstitute, Escocia, y fue usado comoanticuerpo de captu­
ra en una dilución 1:8000 en PBS. Luego del lavado se bloqueo
incubando la policubeta con PES-SAB durante 2 horas a 37°C,
antes de agregar las nuestras a serotipiíicar. Conosuero detec­
tor se usó suero de cobayo producido contra virus UK(seroti­
po 6) y luego se incubó con suero anti IgG de cobayo conyugado
con peroxidasa. El sustrato usado fue ABTS[2.2-azino-di(3-etil­
benz-thiazoline-G-sulphonate), Signal y agua oxigenada.

Se usaron como controles cepas porcinas de serotipo 6 (UK
y NCDV)y cepas patrones de otros serotipos. El resultado se
leyó en un lector de ELISA(Bio-Tek Instruments INC).

2.9.3.2 Medición de reacciones e; 4 con 4 serotipos L .

Se usaron 4 anticuerpos monoclonales purificados por HPLC,
dirigidos contra epitopes especificos de los 4 serotipos huma­
nos. Estos fueron gentilmente provistos por la Dra. H. Estes.

ESE-2177 dirigido contra un epitope comúnde todos los rotavi­
rus humanos, ubicado en VP7.

ESG-3475 especifico de Serotipo 1
E86-3476 especifico de Serotipo 2
ESG-3477 especifico de Serotipo 3
ESG-3478 especifico de Serotipo 4

Se usó la tecnica de ELISAindirecta, con los anticuerpos
monoclonales como suero de captura. La tecnica fue igual a la
anterior. usandose comoanticuerpos detectores sueros de cobayo
preparados contra una cepa del serotipo correspondiente. Se
incluyeron controles positivos de todos los serotipos y controles
negativos. El resultado se leyó con un lector de ELISA(Bio-Tek
Instruments INC).



2.10 DETERMINACIÜN DE SUBGRUPOS.

Se hizo con anticuerpos monoclonales por la técnica de
ELISA indirecta descripta para serotipificación. Comoanticuerpo
detector se usó suero de cobayo producido contra particulas
virales de cápside simple del virus de monoSñll.

2.10.1 CON ANTICUERPOS MONOCLONñLESESPECIFICOS DE SUBGRUPOS

HUMBNÜS I Y II.

Los anticuerpos monoclonales fueron provistos por la Dra.
M. Estes.

sas-2156 fluido ascitico conteniendo anticuerpos contra un
epitope común ubicado en VPS.

ESG-1493 IgG monoclonal purificada por cromatografía en colum­
na, específica para subgrupo I.

ESQ-1494 IgG monoclonal purificada por cromatografía en colum­
na, especifica para subgrupo II.

2.10.2 CON ANTICUERPOS MONOCLONALESESPECIFICOS PARA SUBGRUPO

I PORCINO.

Los anticuerpos monoclonales fueron provistos por el Dr. F.
Lipandri del Instituto de Investigaciones Cientificas (IVIC),
Venezuela: un anticuerpo especifico para Subgrupo I porcino
y otro contra un epitope comúnde todos los rotavirus porcinos
ubicado en VPS (163F3 y 432D2. respectivamente).

En todos los casos los resultados fueron determinados con
ayuda de un lector de ELISá)

2.11 DETERMINACION DE LA CINETICB DE SINTESIS DE ARN VIRAL.

Se usaron células HAlOácrecidas en policubetas de 24 poci­
llos. Las monocapas fueron infectadas con los virus correspon­
dientes a una multiplicidad de infección de aproximadamente
10 UFF/célula. Después de una hora de adsorción, el inóculo
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fue descartado y se agregó medio de infección con 5 pg/ml de
actinomicina D (Sigma). Al cabo de 30 minutos se reemplazó por
medio conteniendo Actinomicina D y 15 pCi/ml de (3H)-Uridina
(AE=30,6 Ci/mHol. NewEngland Nuclear).

Se detuvo la infección a varios tiempos p.i., se descartó
el medio, se lavó la nonocapa y se agregó l ml de buffer NET-SDS
(ClNa 100 mH, Tris-ClH pH 7.6, EDTBl mH, SDS 0,05%). La radioac­
tividad del material ácido insoluble fue medida por el agregado
de 1 ml de TCA (ácido tricloroacético) al 20K. Las muestras
se dejaron 30 minutos en hielo y luego fueron filtradas por
filtros de nitrocelulosa (Hillipore) y contadas con Liquid-Fluor
(Beckman) (PPO 0,425x p/v: POPOP0,00532 p/v, preparado en tolue­
no) en un contador de centelleo liquido (BeckmannLS-3150 T).

Todos los ensayos se hicieron por duplicado e incluyeron
controles de celulas sin infectar para todos los tiempos post-in­
iección.

2.12 HARCACIONDE PROTEINAS VIRALES CON (355)-HETIONINA.

2.12.1 HARCÁCION DE PROTEINAS EN CELULAS INFECTADAS.

Se usaron células HA104crecidas en policubetas de 24 poci­
llos. Las nonocapas fueron infectadas como habitualmente y a
las 6 horas post infección se cambió el medio de infección por
otro sin metionina y conteniendo cantidades variables de (355)­
Hetionina (AE=1100Ci/mHol. NewEngland Nuclear) según el experi­
mento a realizar.

El tiempo de marcación fue generalmente de una hora. Cuando
se hicieron pulsos, estos fueron de lO minutos. En los experimen­
tos de "Chase". luego de la marcación, el medio fue reemplazado
por otro conteniendo metionina no radioactiva en exceso (lOOx).
2.12.1.1 Preparación de los extractos citonlasmáticos.

Al terminar el periodo de marcación se retiró el medio
y se agregó a cada pocillo 0.5 nl de buffer de lisis [ClNa 100
nH, Tris-ClH pH 7,2 lO MH: EDTA2 MH, Nonidet-P4O 1%: Deoxicolato
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de Sodio 0,5%; PHSF (phenyl-methylsulphonyl fluoride), 1 MH]
en frio. Las celulas fueron desprendides y los núcleos separados
por centrifugación.

Los extractos citoplasnáticos fueron almacenados a -70‘C
hasta posterior procesamiento.

2.12.1.2 Análisis de Eroteinas marcadas radioectivanente nor
electroforesis en geles de Eoliacrilanida.

Los geles fueron preparados de acuerdo al sistena de Laen­
mli. La concentración de acrilamida fue de 12,5% y la de bis­
acrilamida 0.103%. El buffer usado fue el indicado anteriormente.
con 0.1% SDS.

Las proteinas fueron precipitadas de los extractos citoplas­
máticos con acetona y resuspendidos en buffer de nuestra de
Laennli o bien mezclados directamente con igual volumen de este
último (2x), según la cantidad de cuentas obtenidas en la marca­
ción. En cada gel se sembraron entre 30 y 50000 cpm por nuestra.

La separación electroforética se realizó durante 6 horas
a 20 mA.Finalizada la corrida, los geles fueron revelados por
fluorografia.
2.12.1.3 Reveladopor fluoroqrafia.

Los geles fueron tratados según la tecnica de Bonner y
Laskey (1974). Brevenente, el gel se deshidrató por lavados
sucesivos en DHSO (dimetilsulfóxido), luego se colocó en una
solución de PPO al 10% en DHSO,durante 2 horas y finalmente
se rehidrató dejándolo en agua durante varias horas. Los geles
fueron sacados sobre papel de filtro por calor y vacio. Una
vez secos fueron expuestos a films de rayos X (Kodak) a -70°C.
El tiempo de exposición fue variable dependiendo de la cantidad
de marca radioactiva utilizada.

El revelado de los films se realizó sunergiéndoloa en liqui­
do revelador (Kodak) durante 2 minutos y luego en fijador fotográ­
íico durante 10 minutos.



2.12.2 PREPARACION DE VIRIONES HARCADOSRADIOACTIVAHENTE.

Se usaron policubetas de 24 pocillos. Se infectaron varios
pocillos con celulas HA104en 1a forma indicada para la marcación
de proteinas intracelulares. La marcación se hizo en medio sin
metionina con 500 nCi/ml de (355)-metionina durante 7 horas.
a partir de las 5 horas post infección.

Terminado el periodo de marcación, se descartó el medio
radioactivo y se agregó medio de infección común. La infección
se detuvo a las 16 horas p.i. El sobrenadante se congeló y des­
congeló 3 veces y se clarificó por centrifugación a 4000 rpm
durante 20 minutos.

Posteriormente se purificaron los viriones con la técnica
descripto anteriormente.

2.12.3 INHUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS HARCADASRADIOACTIVAHENTE

Las proteinas virales fueron precipitadas de los extractos
citoplasmáticos con sueros hiperinmunes.

La inmunoprecipitación fue realizada de acuerdo al procedi­
miento descripto por Brugge y Erikson (1977). Brevemente. las
muestras a precipitar fueron incubadas con 5 pl del suero corres­
pondiente durante 1 hora a 4'C. Al cabo de este tiempo se agregó
una suspensión al 10K de Staph. Aureus formolados conteniendo
proteina A (Pansorbine. Celbiochem) previamente activada por
NP-40 y se incubó por 5-10 minutos a 4’C. Se centrifugó la sus­
pensión a 15000 g durante 3 minutos y se realizaron 3 lavados
del pellet resultante con soluciones denominadas SALT(ClNa
1 H: Tris-ClH pH 7.4 10 mH, NP-QO 0,1%) y RIPA (ClNa 150 mH:
Tris-ClH pH 7,2 10 mn: Tritón x-1oo 1%. DOC1%: SDS 0.1K). Se
hizo un lavado con la primera y dos con la segunda. El pellet
final fue resuspendido en buffer de muestra de Laemmli. calentado
a 100°C durante 1 minuto y clarificado por centriíugación. Los
sobrenadantes fueron analizados por electroforesis en geles
de poliacrilamida comofue indicado mas arriba.
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2.13 GELES BIDIHENSIONALES PARA ANALISIS DE PROTEINAS HARCADAS

RADIOACTIVAMENTE.

Se marcaron las proteinas virales intracelulares comofue
descripto másarriba y se precipitaron de los extractos citoplas­
naticos con acetona. Luego las proteinas se separaron en una
primera dimensión por carga, siguiendo la técnica de electroenfo­
que de O'Farrell (1977) y en una segunda dimensión por peso
molecular en un gel del tipo Laemmli (SBS-PAGE).

2.13.1 PRIMERA DIMENSION. GELES DE ELECTROENFOOUE N0 EQUILIBRADOS

(NEPHGE)

Las proteínas se separaron en una gradiente de pH sin llegar
al equilibrio (NEPHGE:NonEquilibrated pH Gel Electrophoresis).
Se utilizaron geles cilindricos, hechos en tubos de vidrio de
18 cn de largo por 3 mmde diámetro. La solución para la prepara­
ción de estos geles contiene:

Urea. . . . . . . . . . . . . . . . . 22 g
Acrilamida Sox-Bis-acrilanida 1.6%. . .4 ml

NP-40 10% . . . . . . . . . . . . . .

5

Anfolitos (Pharmacia) pH 2,5-10 . . . 2 nl
7,8 ml
8Agua bidestilada. . . . . . . . . . . nl

TEHED . . . . . . . . . . . . . . . . 56 nl

Persulfato de amonio 10%. . . . . . . 80 pl

Una vez preparada la soluCión conteniendo aníolitos de
distintos rangos de pH, se llenaron los cilindros hasta 1.5
cn del borde y se agregaron 30 pl de solución de urea 8 H y
se dGJÓ polimerizar. Se armó el aparato con varios geles cilin­
dricos. Los buffers usados en los electrodos fueron: ánodo (*)
H3P04 0,01 H y cátodo (-) OHNa0,02 H. Los geles se corrieron
hacia el cátodo.

Se hizo una precorrida con el buffer sin muestras (urea
9,5 H: anfolitos 16%: NP-40 22 y B-mercaptoetanol 5%): 15 minutos
a 200 V. 30 Minutos a 300 V y 30 minutos a 400 V. Una vez termi­
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nada la precorrida se retiró el buffer superior y se sembraron
las muestras resuspendidas en el buffer reCién descripto. se
colocó nuevamente el buffer de electrodo y se corrió durante
1 hora a 200 V y luego q horas a 400 V. Finalizada la corrida.
el gel se sacó del cilindro a presión a traves de una columna
de agua y se sumergió en buffer de muestra de Laemnli durante
45 minutos agitando suavemente.

En caso de no analizarse inmediatamente. los geles se pueden
guardar congelados a -70°C, antes de su equilibración en buffer
de Laemmli.

2.13.2 SEGUNDADIMENSION. SBS-PAGE.

La segunda dimensión fue realizada en geles de poliacrilami­
da al 12,5%de acuerdo a la técnica ya descripta. El gel cilin­
drico de la primera dimensión se colocó en la parte superior
cuidando que no queden hurbuyas y se selló con agarosa 1%prepa­
rada en buffer de muestra de Laemmli. La corrida electroforética
se realizó durante 6 horas a 20 ma. El gel fue revelado por
fluorografia.

2.14 ANBLISÏS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS RESISTENTES A RNAsa

T1 POR ELECTROFORESIS EN GELES HONODIHENSIONALES.

2.14.1 HARCACION DEL ARN VIRAL CON (32P) EN CELULAS INFECTñDñS.

Se usaron monocapas de céluias HAlOácrecidas en frascos
de 75 cm2 las que se infectaron con el virus correspondiente
a una multiplicidad de infección (m.i.) de 10-20 UFF/célula. A
las J horas p.i. se cambió el medio de infección por medio ein
fosfato y media hora antes de comenzar la marcación se agregaron
5 pg/ml de ActinomiCina D. A las 4 horas 9.1. las monocapas
se marcaron con 10 mCi de 32? por frasco (New England Nuclear).
durante 5 horas. Terminada la marcación, se descartó el medio
y se congelaron las células.
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2.14.2 EXTRACCION DEL ARN.

Las células infectadas se resuspendieron en buffer NET
(Tris-ClH pH 7,4 100 mH: ClNa 100 nH y EDTA 1 mH) con 0.07%
de Tritón X-lOO y se centriíugaron a F00 g durante 15 minutos
para bajar los núcleos y células. Al sobrenadante se le agregó
SDS (1K) y se lo extrapo 2 veces con fenol-cloroíormo. A la
fase acuosa se le agregó 2.5 volúmenes de etanol y el ARNse
precipitó a -20’C toda la noche.

El ARNtotal se resuspendió en buffer de muestra de Laenmli
se sembró en geles de poliacrilamida 10%, donde se separaron

por electroforesis los 11 segmentos de ARNgenómico durante
18 horas a 15 mA.

2.14.3 ELECTROELUCION DE LOS SEGHENTOS GENOHICOS 10 Y 11.

El gel donde se hizo la separación de los segmentos genómi­
cos se tifió con Bronuro de Etidio, se observó con luz ultraviole­
ta y se cortaron las bandas genómicas 10 y 11. La electroelución
del ¿RN doble cadena marcado se realizó en buffer TBE(Tris­
Borato-EDTA) durante 1 hora a 160 V. Los trozos de gel contenien­
do las bandas a eluir se colocaron en una bolsita de diálisis
con buffer TBE y se cerró la bolsita en los dos extremos. Al
cabo de una hora se invirtió la corriente eléctrica durante
1 minuto, se recogió el buffer con el eluido y se lavó la bolsita
con buffer TBE. El ARNse precipitó con 2.5 volúmenes de alcohol
y 20 pg de ARNde transferencia, y se secó el pellet al vació.

2.14.4 DIGESTION CON RNAsa Tí.

El ARN de cada banda genómica se resuspendió en buffer
TE (Tris-ClH pH 7.5 20 mn y EDTA2 mn). Luego se procedió a
desnaturalizar el ARNdoble cadena calentandolo a 100 ‘C durante
1 minuto y enfriando rápidamente sobre hielo. Luego se agregaron
5 unidades de en2ina RNAsa Tl y se incubó durante 15 minutos
a 37’C. EL proceso de desnaturalización con calor y tratamiento
con la enZina se repitió dos veces consecutivas. El volumen
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total de la reacción fue de 3mpl y las muestras fueron evapora­
das a seco por liofilización.

2.14.5 SEPñRñCION DE OLIGONUCLEOTIDOS EN GELES HONODIHENSIONALES

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 15%conteniendo
urea 6 H y preparados en buffer TBE (Tris 100 mn. ácido bórico
100 nH, EDTA 2 MMpH 8,3). El espesor de los geles fue de 0,3
nm (La Torre y col.. 1982).

Se resuspendieron en buffer de muestra (xilene cianol 0,23.
azul de bromofenol, formaMida deionizada 80% en TBE pH 3,3)
entre 30 y 40 mil cpm de ARNdigerido con RNAsaT1. La separación
electroforética se realizó a 1500 V hasta que el ABFy el xilene
cianol alcanzaron 22.5 y 12,3 cm respectivamente. Terminada
la separación los geles fueron expuestos húmedosa films de
rayos X a -70°C.

2.15 TRADUCCIQE IN VITRO DE SEGHENTOS GENOHICOS.

La traducción de los segmentos 10 y 11 se realizó utilizando
¿RN genónico desnaturalizado y un lisado de reticulocitos comer­
cial (NewEngland Nuclear, catálogo NEK-001).

2.15.1 PRODUCCION DE ARN.

El virus se creció en botellas rollers comofue descripto.
Se infecteron á botellas por cada cepa de virus a traducir. Con­
cluidas las infecciones. las botellas se congelaron y descongela­
ron 3 veces y se procedió a bajar núcleos y celulas centrifugando
durante 20 minutos a 4000 rpm. Los sobrenadantes fueron calenta­
dos a 60“C durante 20 minutos con SDS y EDTA(concentraciones
finales 1% y 10 mH respectivamente). Luego se extrayeron dos
veces en caliente con fenol-cloroformo. El ARN se precipitó
de la fase acuosa con 2.5 volúmenes de alcohol toda la noche.
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2.15.2 ELECTROELUCION. PURIFICACION Y CUANTIFICACIÜN DE ARN.

El ARN precipitado fue resuspendido en buffer de muestra
de Laemmli y sembrado en un gel de poliacrilamida 10x para sepa­
rar los 11 segmentos genómicos. Luego de la separación, el gel
se tiñó con bromuro de etidio y se cortaron las bandas de inte­
res. La electroelución se realizó como está descripto en el
punto 2.14.3.

El electroeluído fue purificado con alcohol isoamilico
para extraer el bromuro de etidio y luego con fenol para extraer
restos de acrilamida monomérica.

Se hizo una cuantificación aproximada del ARNde cada banda
en geles de poliacrilamida. En el se sembrarondistintas cantida­
des conocidas de ARNtotal purificado cuantificado por espectro­
íotómetro y distintos volúmenesde la solución acuosa de eluido
(1,2,5 y 10 pl) mezolada con buffer de muestra de Laenmli. Luego
del revelado, se comparó la intensidad de las bandas y se hicie­
ron los cálculos correspondientes para cada banda.

Luego se agregó acetato de sodio al volumen total de eluido
hasta una molaridad de 0.3 H y se precipitó el ARNcon 2,5 volú­
menes de etanol toda la noche. El pellet se seco al vacío para
eliminar todo vestigio de alcohol, que interfiere con la traduc­
ción del ARNy se conservó congelado a -20’C.

2.15.3 TRADUCCION DE LOS SEGHENTOS GENOHICOS 10 Y 11.

Se realizó con un lisado de reticulocitos de origen comer­
cial, siguiendo las indicaciones del mismo.Previamente la tecni­
ca fue puesta a punto usando un ARNmensajero provisto en el
kit, ARN total purificada de la cepa UKy ARNdel segmento genó­
mico 10. Se determinaron las concentraCiones óptimas de Hg y
K a ser usadas en el experimento.

Inmediatamente antes de la traducción se procedió a desnatu­
ralizar el ARN doble cadena resuspendiendo el pellet de ARN
en DNSO90% en agua y calentando a 65’C durante 15 minutos.

El volumen total de la reacción en cada tubo fue de 50
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pl, calculado de forma tal que la concentración de DHSOfinal
no fuera superior al 3X. Se pusieron en cada tubo los componentes
de la reacción, se ajustó la concentración de acetato de potasio
a 80 mn y la de acetato de magnesio a 0,7 mH. se incorporaron
50 pCi de (353)-metionina por tubo y se agregó el volumen corres­
pondiente a 600 ng de ARNde la banda correspondiente desnatura­
lizado. Se incluyó un control sin agregado de ARN.La reacción
se realizó durante una hora a 37‘C. Finalizada la misma, se
enfrió rápidamente sobre hielo y se tomaron alicuotas para cuan­
tificar la cantidad de radiosctividad incorporada a proteinas.
Esto se hizo por precipitación con TCA10%, filtración por fil­
tros Hillipore y tratamiento de los filtros secos con liquid­
íluor. Se midieron las cpmen un contador de centelleo liquido
(Becknan LS-3150T).

El contenido de cada tubo se mezcló con volumen igual de
buffer de muestra de Laemmli y se sembró en un gel de poliacrila­
mida 12,5%. previo calentamiento a lOO'C durante 1 minuto. Los
geles se corrieron comoya fue descripto (2.12.1.2) y se revela­
ron por fluorografia.

2.16 PRODUCCION DE ANTIGENO VIRAL EN CULTIVOS CELULARES SOBRE

HICROSOPORTES.

2.16.1 DESCRIPCION DEL SISTEMA.

Para la producción de antígenos en grandes cantidades se
han usado sistemas pequeños de cultivo a alta multiplicidad
(frascos o botellas rollers) o bien sistemas de cultivo de alta
densidad celular. Para el caso de células anclaje-dependientes,
que requieren la adhesión a una superfiCie para crecer y multi­
plicarse, se han desarrollado varios métodos de alta densidad:
microsoportes (microcarriers). microencapsulación, fibras huecas.
soportes cerámicos, lechos de esferas de vidrio, etc. En este
trabajo se decidió experimentar el cultivo de celulas HalOQ
sobre microsoportes. Provee varias venta3as en relación a los
cultivos tradicionales:
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a) se pueden cultivar grandes áreas en pequeños volúmenes,
b) las condiCJones de cultivo pueden ser monitoreadas continua­

mente.
c) el medio de cultivo es utilizado en forma más eficiente,
d) puede ser adaptado a todas las escalas. desde la investigación

hasta los Iermentadores de varios cientos de litros.
En la table siguiente se ilustra con un eJemplo tomado

de Tolbert y col. (1985) algunas ventajas del sistema para el
caso de fibroblastos humanos crecidos sobre Biocarriers (Lab.
Bio-Red):

sup células equivalentes en eficiencia del
(m2) totales botellas rollers mediode cultivo

1 botella 0.069 3x107 1 1roller
reactor 21.6 4x1010 1300 3,9
de 4 l
reactor 188 3,4x1011 11000 4.3
de 44 l

El sistema fue desarrollado por primera vez por Van Uezel
en 1967. Consiste en pequeñas esferas sólidas o semisólidas.
de un diámetro de 100 a varios cientos de micrones, suspendidas
en un medio nutritivo. a las cuales se adhieren las celulas
y crecen formando monocapas o multicapas, bajo formas de agita­
ción muysuaves. De esta forma se hace posible el cultivo homogé­
neo de células anclaye-dependientes. Se ha usado para la produc­
ción de antígeno para vacunas de polio y rabia (Montagnon y
col.. 1981; Meignier y col., 1981) en una escala aproximada
de 100 litros. Su uso comenzóa generalizarse con la introducción
de particulas de DEAE-Sephadex,con menos carga, hecha por Levine
en 1976.

Actualmente se pueden obtener comercialmente microsoportes
de varios tipos:
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a) DEAE-Sephadex (Citodex l de Pharmacia y Superbeads de Flow).
b) Sephadex recubierto con colágeno (Citodex 3 de Pharmacia).
c) Partículas de poliestireno (Biosilon. Nunc).
d) Esferas de vidrio huecas. etc.

La densidad apropiada para mantener los microsoportes en
suspensión a bajas velocidades es entre 1,02 y 1,04 (Van Uezel,
1972). El sistema de agitación debe cubrir las condiciones de
mantener los microsoportes (HS) en suspensión a baja velocidad
y de no romperlos contra las paredes del recipiente o paletas
del agitador. Los recipientes no deben tener zonas donde estos
pueden acumularse. para lo cual las paredes deben ser lisas.
el fondo redondo, sin que se creen zonas de turbulencias y el
material de construcción debe ser vidrio o acero inoxidable
(Van Nezel, 1985).

Uno de los factores limitantes para la producción final
de celulas anclaje-dependientes es el area apropiada de cultivo,
debido al efecto de inhibición del crecimiento por densidad. Hay,
pues, una concentración óptima de microsoportes (HS) a usar
para obtener los mejores resultados que depende del tipo de
células y del sistema de recambio del medio de cultivo.

Otro de los problemas críticos es la oxigenación. ya que
la transferencia de este gas al mediode cultivo es baja por
las velocidades usadas y no puede aplicarse el sistema de burbu­
Jeü porque dañaria a las células. Por esta motivo, generalmente
el oxigeno se controla aumentandosu presión parcial en la mezcla
de gases que circula sobre la superfiCie. aumentandola presión
total del aire circulante, por mediodel reciclaje del medio
sin HS fuera del reactor o bien introduciendo aire dentro del
cultivo a través de un filtro cilíndrico montadosobre el eye
del agitador, que no deje pasar los HScon células pero si el
medio de cultivo (Spier, 1934).

El pH es mantenido generalmente por agregado de bicarbonato
de sodio o cambios parCiales de medio de cultivo. Para escalas
grandes se usa C02 en la mezcla de gases para ac1dificar y adi­
ción de hierXido de sodio para alcalinizar.
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Una importante vantaja del sistema homogéneode microsopor­
tes es que se puede tomar una muestra en cualQUier momentopara
controlar el crecimiento o la infección. Las celulas se pueden
observar directamente al microscopio o bien por íiyacion y tin­
ción. El conteo se puede hacer por tripsinización de una alícuota
o bien por el conteo de núcleos liberados y teñidos con cristal
violeta luego de la lisis de las células. de acuerdo con el
método de Saniord (1951). De la misma forma se puede hacer el
control de presencia de agentes extraños (virus, micoplasmae): se
saca una muestra. se tripsiniza y se subcultivan las células
en monocapasestandard. Siempre es posible trabajar con muestras
representativas de todo la producción.

2.16.2 DESARROLLO DE LA PRODUCCION.

El cultivo se realizó con equipos Techne (Cambridge Ltd)
en frascos de 250 ml, 1 litro y 5 litros, con agitación magnética
rotatoria. Todos los materiales de vidrio usados fueron previa­
mente siliconados pero evitar que los MSse peguen a ellos.

Los HS usados fueron Citodex 1 (Pharmacia) y Biosilon
(Nuno).

2.16.2.1 Datos tecnicos de Biosilon.

- esferas sólidas, plásticas, no porosas, superficie lisa, atóxi­
ca, Opticamente claras. superficie polar, moderadacarga negati­
va.

- diámetro de las esferas: 160-300 micrones.
- densidad: 1,05 g/cma.
- área de cultivo: 255 ch/gramo seco.
- número de particulas: 1,543105/gramo seco
- esterilizadas por radiación.
2.16.2.2 Datos técnicos de Citodex 1.

matriz de dextran sustituida en cierto grado con grupos carga­
dos positivamente de N.N-dietilaminoetil (DEBE).

- diámetro de las particulas: 131-220 micrones.



- densidad: 1,03 g/cm3.
—área de cultivo: 6000 cm2/gramo seco.
- númerode particulas: 6,8x106/gramo seco.
—esterilización: hidratados y autoclavados en PBS.

2.16.2.3 Preparación de los HSoara cultivo.

En sistemas. comolos frascos Techne usados en este trabajo,
que no están equipados con sistemas de monitoreo de los paráme­
tros fundamentales, las concentraciones óptimas de microsoportes
fueron establecidas en: 24 g/litro para Biosilon y 3 g/litro
para Citodex. lo que equivale a un área de 6120 cm2 en el primer
caso y de 18000 cn2/litro en el segundo. Mayores concentraciones
sólo pueden ser usadas si se cambia el medio de cultivo muy
a menudo o se períunde.

El medio de cultivo usado fue el mismoque para los culti­
vos estecionarios tradicionales.

Los HSde Biosilon se usaron en forma directa previo lavado
con medio de cultivo a 37°C. El Citodex fue hidratado durante
3 horas en PBS sin calcio y magnesio a temperatura ambiente
con agitación suave. Luego se lavó varias veces con PBSy se
esterilizó en autoclave (115’0. 15 minutos, 15 psi, en 50 ml
de PES/g de Citodex). Luego se lavó con medio de cultivo a 37’C.

2.16.2.4 Preoaración del inóculo.

Contrariamente a los que ocurre en los cultivos estaciona­
rios, en los cultivos con agitación no es fácil que las células
se peguen a la superficie, dependiendo la eficiencia de pegado
del tipo de células utilizadas. El tamaño del inóculo que se
utilizó fue de 5 célulasJHS para Citodex y una densidad similar
a los cultivos tradicionales para el Biosilon (SORde efiCiencia
de pegado).

La eficiencia de pegado se aumentó usando la tercera parte
del volumen final de medio durante el primer dia (con la cantidad
de suero fetal correspondiente al volumenfinal), menorvelocidad
de agitación en las primeras 5 horas y en algunos cultivos se
usó agitación discontinua durante las primeras 4 horas (2 minutos



de agitación y 20 minutos de reposo, alternativamente).
La velocidad de agitación usada fue de 30 rpm. Cuando las

celulas estaban bien crecidas se aumentó a veces a 35-38 rpm
para favorecer la oxigenación.

El mantenimiento del pH se hizo con agregado de bicarbonato
de sodio o cambios parciales de medio. En los gráficos (Figuras
4. 5 y 6) se puede ver la influencia del inóculo inicial sobre
el crecimiento celular en los dos sistemas (Citodex y Biosilon)
para las células HAlOé.

2.16.2.5 Escalonamientode los cultivos.

El escalonamiento de los cultivos ("scalling up") se hizo
desde frascos de 250 ml a 1 litro y de alli a frascos de 5 li­
tros. donde se realizaron las infecciones. En la Figura 3 se
pueden ver varios frascos en distintos estadios del escalonamien­
to de 1a producción de células HA104.

Las células se despegan fácilmente de las esferas de Biosi­
lon. pero no sucede lo mismo con el Citodex, donde quedan un
gran número de células que no se despegan dentro del período
normal para que no se produzca daño celular. Por ello el escalo­
namiento se realizó sembrando en el nuevo frasco las celulas
despegadas y los microsoportes con celulas aún pegadas, agregando
la cantidad de HS nuevos que fueran necesarios para completar
los correspondientes al nuevo volumen. Las celulas se pegan
en forma distinta en los dos tipos de superficie (Varani y col-.
1983). En plástico, al igual que en vidrio se adhieren por largos
filopodios, mientras que en dextran aparece el borde entero
de la célula en contacto con el sustrato. Es esto, probablemente,
lo que resulta en una distinta sensibilidad al despegue por
tripsina (Varani y col.. 1983).
2.16.2.6 InfeCCiónde los cultivos.

Los cultivos de 5 litros fueron infectados a una multiplici­
dad de 0,1 DICTso/célula, con el mismo procedimiento usado en
los otros cultivos. eliminando todo rastro de suero fetal con
3 lavados con PBScon calcio y magnesio con agitación lenta. La



Figura : Frascos de 250 ml, 1 litro y 5 litros donde se están
creciendo células sobre microsoportea en distintos
del “¿calling-up" para la producción de células en

estadios
una escala

cada vez mayor. El sistema de agitación está basado en un lento
movimiento circular de una varilla de vidrio con un bulbo en
un extremo, producido por un campo magnético. En los frascos
de 5 litros se agregaron algunos accesorios para
regulación del pH y oxigenación de los cultivos.

usar en la
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infeccion se relizo en la mitad del volumen total usado para
el crecimiento. Los titulos virales obtenidos oscilaron entre
107 y 103 DICTso según la cepa en estudio.

2.16.3 DATÓS COMPARATIVOSENTRE AMBOS SISTEHñS.

Los datos numéricos comparativos para la producción de
células HA104 usando ambos sustratos se pueden extraer de los
gráficos adJuntos y de la siguiente tabla:

sustrato sup. cultivada células/cm2 celulas/nlcnzllitro

Biosilon 6120 1 x 105 6,12 x 105
Citodex 1 18000 6,5 x 104 1,17 x 106

La superficie cultivable por litro es mayorpara Citodex
aunque la densidad de células por superficie sea muchomenor.
Desde este punto de vista aparece como mas conVeniente el uso
de estos. Esto se relativiza si se tiene en cuenta las ventajas
operativas del Biosilon (no esterilización, facilidad en lavados
y cambios de medio, mayor velocidad de sedimentación), pero
esencialmente la principal ventaja es la facilidad con que se
despeganlas células durante el tripsinizado, facilitando amplia­
mente el escalonamiento de los cultivos.

Uncultivo de 5 litros de Citodex 1 equivale a:
- 120 rollers, en superficie cultivada
- 200 rollers. en númerode células totales.

Uncultivo de 5 litros de Biosilon equivales a:
- 40 rollers. en superfiCie cultivada
- 100 rollers, en númerode células totales.
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Figura 4: Influencia del inóculo sobre la producción de células
NA104 sobre nicrosoportes Citodex 1. La experiencia está hecha
en frascos de 250 ml conteniendo 5,1 x 106 microaoportea. El
inóculo está medidocomonúmerode células inicialesjnicroaopor­te.
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Figura 6: Comparación de la prcducción de células por mililitro
alcanzada en cultivos sobre Citodex y Bioailon, cunado los micro­
aoportes son usados en las concentraciones planteadas en Materia­
les y Métodos. '
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a . 1 ¿NTRODUCCION .

Los rotavirus se han detectado en materia fecal de cerdos
desde 1975 en varias partes del mundo, pero se sabe aún muy
poco de su epidemiología en esta especie animal. El sindrome
enterico observado en lechones de 1 a 4 semanas de vida está
caracterizado por diarrea. anorexia. depresión y a veces vómitos.
con un indice de mortalidad que varia entre el 7 y el 20%de
los animales afectados íMcNulty y col., 1976: Woodey col.,
1976; Bohl y col.. 1978: Utrera y col., 1984: Theil y col.o

Se han detectado con bastante frecuencia en porcinos rotavi­
rus atipicos de los Grupos B, C y E (Saif y col.. 1980: Bridger
y col., 1982: Chasev y Davies. 1984: Theil Y col., 1985: Sigolo
de San Juan y col.. 1986). Se han encontrado anticuerpos antiro­
tavirus en casi todos los cerdos adultos. incluyendo los grupos
A, B y C (Bridger y Brown, 1965), pero hay muy pocas publicacio­
nes al respecto.

Bohl y col. (1984) demostraron la existencia de al menos
2 serotipos de rotavirus porcinos dentro del grupo A, con la
cepa OSU (Ohio State University) comoprototipo del serotipo
1 y la cepa Gottfried comoprototipo representativo del serotipo
2. La misma diferencia antigenica fue encontrada por Hoshino
y col. (1984), con la cepa Gottfried perteneciendo en su clasifi­
cación al serotipo 4 (junto a rotavirus humanos) y la cepa OSU
al serotipo 5 (Junto al rotavirus equino H-l).

3.2 PRESENCIA DE ROTAVIRUS EN LECHONES CON DIARREA.

En Argentina no existen datos epidemiológicos previos de
la incidencia de rotavirus en la diarrea neonatal de los cerdos.
Este estudio se encaro en forma sistemática en dos zonas impor­
tantes de cria: las provincias de Córdoba y Buenos Aires. Se
solicitó la recolección de muestras de materia fecal a veterina­
rios de distintos establecimientos donde eXIStía alta incidencia
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de diarreas en lechones. Las muestras fueron recibidas debidamen­
te reírigeradas y acompañadas del protocolo correspondiente
donde figuran datos de interes para la sistematización. Una
vez recibidas. fueron procesadas de inmediato y analizadas por
las técnicas de ELISAy geles de poliacrilamida para su diagnós­
tico y luego congeladas e -20’C para le realización de estudios
posteriores.

En la Tabla I se muestran los resultados obtenidos del
análisis de 156 muestras. La incidencia de los rotavirus como
agente asociado a la diarrea en lechones de menos de 45 dias
de vida fue del 38.4%.

Como era esperado, la variedad de electroferotipos detecta­
da en dichas muestras fue muy grande. Las figuras 1 y 2 muestran
algunos electroíerotipos que ilustran la diversidad genómica
existente, algunas de cuyas particularidades se analizarán más
adelante.

3.3 PRESENCIA DE ELECTROFEROTIPOS PERTENECIENTES A ROTAVIRUS

ATIPICOS.

Los resultados de la Tabla I indican que hay 4 aislamientos
de la provincia de Córdoba y l de la provincia de Buenos Aires
que. a pesar de ser claramente positivos por PAGE,no reaccionan
con el antígeno común del grupo A para el cual está diseñado
el ensayo ELISA.

Unanálisis detallado de los electroíerotipos permite obser­
var que el agrupamiento de segmentos genómicos de estos aisla­
mientos no sigue el patrón tipico de bandas del grupo A. En
especial debe destacarse la falta del triplete formadopor los
segmentos 7-8-9. Para mayor claridad. ver Figura 3.

En la Figura 3 se puede observar que la distribución de
segmentos genómicos de algunos aislamientos se asemeya a la
correspondiente a los grupos antigénicos C (linea C) y B o E
(lineas B y D).



Tabla I. Presencia de rotavirus en muestras de materia fecal de
cerdos con diarrea detectados por ELISAy geles de poli­
acrilamida (PAGE).

Provincia Número de PAGE(*) ELISA<+> PAGE(+) PAGE(—) Total k
nuestras ELISA(-) ELISA(*) nuestras

positivas

Córdoba 23 10 6 4 0 10 43.4
Ba. Aires 133 50 49 1 0 50 37.5

Total 156 60 55 5 0 60 33.4
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Figure 3: Electroferotipos característicos de distintos grupos
antigénicos. Patrones de migración de ARNgenómico de rotavirus
que resultaron negativos al ensayo de ELISApara el Grupo A
(lineas 8,0,0). Linea A: cepa CNSG aislada en la provincia de
Buenos Aires, perteneciente al Grupo A. Linea B: aislamiento
de la provincia de Buenos Aires con electroferotipo similar
a Grupo B o E. Linea C: aislamiento de la provincia de Córdoba
con patrón de bandas de Grupo C y linea D: ¿islamiento de la
provincia de Córdoba con electroferotipo similar al del Grupo
B. Los geles son de poliacrilanida 10%.
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El aislamiento correspondiente al grupo C fue recuperado
de lechones de 4 a 6 dias de edad, mientras que el grupo B (linea
D) corresponde a un lechón de 28 dias.

La presencia de gran variedad de grupos antigénicos en
rotavirus porcinos ha sido comunicada en varios trabajos, como
se detalla en la introducción. corroborada por la presencia
de anticuerpos contra grupos atipicos (no grupo A) en un alto
porcentaje de los cerdos adultos. En un muestreo realizado en
el Estado de San Pablo, Brasil, en 1985 y cuyas muestras fueron
analizadas en el Centro de Virología animal, Argentina. se detec­
taron rotavirus atipicos con electroíerotipos similar el del
grupo B en 4 de los 19 establecimientos estudiados, los cuales
estaban ubicados a mas de 150 kilómetros de distancia uno de
otro (Sigolo de San Juan y col.. 1986). Siete meses más tarde
los mismos virus volvieron a detectarse en otro brote en dos
de los establecimientos mencionados. La Figura 4 nuestra el
electroferotipo de uno de estos últimos (linea 3).

En el caso de Argentina. los aislamientos atipicos represen­
tan el 8,3%del total. Al observar las particulas al microscopio
electrónico, muchas aparecen deformadas y en proceso de ruptura.
Pareciera que estos virus atipicos se degradan rapidamente duran­
te su almacenaniento. aún congelados. Esta podria ser una de
las causas de que su detección no sea muy común, aún cuando
un alto porcentaye de cerdos adultos tengan anticuerpos contra
ellos. La otra causa es su no reacción en las pruebas clásicas
de ELISA que se realizan en la mayoria de los laboratorios de
diagnóstico, con sueros para el grupo A.

Los 5 aislamientos atipicos hallados no pudieron ser confir­
mados en pruebas serológicas con sueros especificos porque no
se contaba con los mismos en el país. De esta íorna se podria
haber confirmado, por ejemplo, si alguno de los aislamientos
podia ser asignado al grupo E (Pedley y col.. 1986). el que
ha sido descripto sólo en cerdos, y confirmar las asignaciones
hechas en base a los electroíerotipos.
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Al igual que los virus del grupo A. los rotavirus de los
grupos atipicos presentan variación electroforética dentro del
agrupamiento característico de segmentos. Virus recuperados
de distintas especies animales pueden pertenecer al mismogrupo
compartiendo entre s1 el antígeno común (Saif y Theil, 1985:
Bridger y col., 1986). Una indicación que ilustra la compleyidad
de la gran variedad antigenica que existe, es también el hecho
de que se hayan detectado dos cepas del grupo B entre las cuales
no hay protección cruzada, lo que habla de que también dentro
de cada grupo atipico habria diferentes serotipos (Saif y Theil.
1985). Es importante recordar que dentro del grupo A ya han
sido difereciados 10 serotipos.

Es también importante destacar el hecho de que rotavirus
de diferentes grupos han sido detectados en un mismoestableci­
miento en la provincia de Córdoba (Figura 5) y aún en el mismo
aislamiento (Figura 6).

3.4 PRESENCIA DE ROTAVIRUS QUE PRESENTAN REARREGLOS GENOHICOS.

Dentro de los aislamientos pertenecientes al grupo
antigenico A, se detectaron en dos establecimientos de la provin­
cia de BuenosAires la presencia de electroferotipos inusuales.
Estos presentaban los 11 segmentos de ARNdoble cadena pero
faltaba el que corresponde al segmento genómico 11 y en cambio
aparecia una nueva banda de mayor peso molecular. Dentro de
la variedad de electroferotipos con esa caracteristica, se pueden
diferenciar dos tipos: uno de ellos presentaba la banda extra
entre los segmentos genómicos 6 y 7 y el otro inmediatamente
por debajo del segmento genómico 9.
Primer caso: En septiembre de 1985 se tomaron muestras de un
brote de diarrea que afectó al 20x de los lechones de un estable­
cimiento de cria intensiva, en Benito Juarez (Buenos Aires)
con una mortalidad del 5%. Las muestras fueron todas positivas
a rotavirus por PAGEy ELISA. Observadas al microscopio electró­
nico, las particulas virales mostraban la clasica morfología



Figura 5: Aislamientos de un
criadero de cerdos de la pro­
vincia de Córdoba. Línea 1:
Grupo C: linea 2: Grupo B y
linea 3: Grupo A. Los tres
Gruposestán presentes al nis­
mo tiempo.
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Figura 4: Comparación de los
electroferotipos de rotavirus
aislados de cerdos en Brasil.
Líneas 1 y 2: virus pertene­
cientes al Grupo A. Linea 3:
electroíerotipo característi­
co del Grupo B o E.
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Análisis en un gel de po­

F'gura 6: Aislamientos de la pro­
vincia de Buenos Aires que mues­
tren patrones de bandas mixtos
(líneas 1-4). Las flechas pequeñas
muestran bandas correspondientes a
un patrón del Grupo B, mostrado en
la Fig. 3, que fue aislado en otra
fecha. Las bandas más coloreadas
corresponden a un virus Grupo A que
posee un rearreglo genómico, seña­
lado por la flecha grande, migrando
entre los segmentos 6 y 7.

y
¡“1

liacrilamida 10%de dos aislamien­
tos del Grupo A del mismo estable­
ciniento. Linea.1: cepa C5 con pn­
trón de bandas genómicas estándar.
Línea 2: cepa C7, que presenta un
rearreglo genónico. La flecha se­
ñala la banda que aparece en lu­
gar de la correspondiente al seg­
nento 11 del patrón normal.
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de los rotavirus. El rearreglo genómico estaba caracterizado
en este caso por ausencia del segmento genómico que aparece
en la posición del segmento ll y la aparición de una banda entre
los segmentos genómicos 6 y 7 (Figura 7).

Hasta diciembre de 1985 la situación siguió siendo la misma
con el 100%de las muestras de los lechones diarreicos positivos
a rotavirus. En un muestreo realizado en Junio de 1986 en este
establecimiento se encontró una muestra PAGEpositiva y ELISA
negativa con el patrón de bandas característico del Grupo B. En
realidad la presencia de ambosgrupos antigénicos en el campo
ya habia sido detectada en el primer muestreo donde se hallaron
los aislamientos mostrados en la Figura 6 donde se observan
electroferotipos mezclados correspondiendo uno (predominante)
al rearreglo y el otro al patrón B.

En muestreos posteriores en 1986 y 1987 sólo se encontraron
rotavirus del Grupo A, siempre con la presencia del rearreglo
genómico, lo que da una idea del grado de estabilidad de este
tipo de ordenamiento. Las variaciones en el electroferotipo
fueron fundamentalmentea nivel del triplete de segmentos 7-8-9,
entre los cuales se encuentra el segmento que codifica para
la proteina principal de la capside externa (VP7) de lo que
se puede inferir una cierta variación serológica que. comovere­
mos, fue confirmada en los ensayos de neutralización de la infec­
tividad viral.
Caso 2: En este caso el establecimiento de donde se obtuvieron
las muestras esta situado a 100 kmdel anterior. en Tandil (Pro­
vincia de BuenosAires)- Aqui habia brotes periódicos de diarrea
con un 80% de morbilidad y alto porcentaje de mortalidad de
los lechones. Se tomaron muestras dos veces en julio de 1986
y 7 de ellas fueron positivas a rotavirus por PAGEy ELISñ.
todas correspondientes al grupo A pero mostraban distintos elec­
troferotipos, uno de ellos del tipo estandar (largo) y el otro
donde en vez del segmento genómico 11 aparecia una banda de
mayor peso molecular ubicada inmediatamente debano del segmento
9 (Figura 9).
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Figura : Persistencia del rearreglo genómico.Electroferotipos
de cepas de rotavirus aisladas del mismoestableciniento en
años consecutivos. Las tres presenten el mismorearreglo genónico
señalado en la Fig. 7, pero se pueden observar variaciones en
la zona correspondiente a los segmentos7-8-9 (triplete caracte­
rístico del Grupo A). Linea 1: cepa C60 aislada en el año 1985:
línea 2: cepa C134, aislada en el año 1986 y línea 3: cepa C158,
aislada en el año 1987.



F'gura 9: Rearreglos genámicos que originan electroferotipoa
“super cortos". Patrones de migración de bandas de ARNgenómico
del tipo estandar y “super corto" hallados en un establecimiento
de la Provincia de Buenos Aires. Línea 1: cepa CC117: línea
2: cepa CN117; linea 3: cepa CN86 y línea 4: cepa C086. Las
flechas señalan el segmento 11 normal y el reerreglo genónico.
Las cepas mostradas en las lineas 3 y 4 sólo difieren entre
si en el segmento rearreglado. Las cepas mostradas en laa líneas
1 y 2 difieren en varios segmentos además del reerreglo.
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El patrón de bandas de esta cepa es similar al de un rotavi­
rus humanoaislado de niños de Indonesia (Hasegawa y col.. 1984),
que ha sido denominado “super corto“ y es considerado un nuevo
serotipo humano (el patrón denominado "corto" fue hallado sólo
en humanos y pertenece al serotipo humano 2).

3.5 DETERMINACION DE SUBGRUPOS.

La proteína VPG. que constituye el 803 de la masa total
de la cápside interna del virión lleva, ademasdel antígeno
de grupo. el antígeno de subgrupo. Hasta ahora casi todos los
rotavirus de distintas especies (dentro del GrupoA) analizados
pertenecen a uno de los dos subgrupos caracterizados y denomina­
dos I y II.

Un grupo de 29 nuestras de HFpositivas al diagnóstico
de rotavirus fueron analizadas por la tecnica de ELISAcon anti­
cuerpos nonoclonales para la determinación de la especificidad
de subgrupo. Los anticuerpos nonoclonales utilizados son los
descriptos en Materiales y Métodos: dos de ellos son anticuerpos
específicos de los subgrupo I y II humanosy fueron proporciona­
dos por la Dra. Mary Estes. Los otros dos fueron proporcionados
por el Dr. F. Liprandi (Venezuela) e incluyen: un detector de
VP6 común a todos los rotavirus y un anticuerpo especifico para
el subgrupo I porcino.

Las nuestras de HFfueron analizadas con estos 4 anticuerpos
y los resultados están sintetizados en le Tabla II. Se usaron
como controles las cepas OSUy Sñll, pertenecientes al subgrupo
I y la cepa humana Na y la porcina Gottfried, pertenecientes
al subgrupo II. Cuando se usaron sobrenadantes de cultivo esta
indicado (CC:cultivo celular).

Los resultados se analizaron tomandocomocontroles negati­
vos para el subgrupo I a las densidades ópticas (D0) de las
cepas Na y Gottfried y para el subgrupo II, a las cepas OSU
y SAll. Se consideraron comopositivos los valores que estuvie­
ran por encima del doble de los negativos para un subgrupo y
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un anticuerpo dado. Esto es importante a tener en cuenta dado
que hay anticuerpos que dan mayores coloraciones inespecificas
que otros ("background") y los valores absolutos pueden inducir
a error al analizar la tabla si no se lo hace columna a columna.

Los resultados hallados no son contradictorios entre si,
si bien pareciera que el monoclonal para el subgrupo porcino
fuera más sensible para esta especie y viceversa, lo cual implica
que podria haber una cierta variedad dentro de lo que se conside­
ra epitope de subgrupo. Podemos sintetizar en principio las
siguientes conclusiones para las 29 muestras porcinas:

- Todas las muestras que son SGI con los anticuerpos monoclonales
humanos lo son también con el porcino.

—Todas las muestras que son SGI para el anticuerpo monoclonal
porcino son también I o indefinidas para los anticuerpos mono­
clonales humanos, salvo la muestra C167.

- Todos los que dan indefinidos para el anticuerpo monoclonal
porcino lo son también para los humanos, con una sola excepción
(0141) que podria ser SGII.

- Las dos muestras que dan positivas para las especificidades
I y II al mismo tiempo, son también I con el anticuerpo mono­
clonal porcino.

- Las dos muestras que son posiblemente positivas para el SGII
humano son: una indefinida y otra SGI para el anticuerpo mono­
clonal porcino. Este último resultado seria el único contradic­
torio del ensayo (C167).

- Según los datos para el anticuerpo monoclonal porcino (SGI).
22 muestras serian SGI y 7 quedarían no definidas (no I).

- Según los datos con los anticuerpos monoclonales humanos (SGI
y SGII) 10 muestras serian SGI. 2 muestras SGII. 2 muestras
SGI y II y 15 muestras quedarian indefinidas (no I, no II).

Los resultados se resumen en la Tabla III.



Tabla II. Análisis de las muestras de HFporcinas positivas
e rotavirus con anticuerpos monoclonales especiíicos
de subgrupos.

Nuestras 4D2F2 3G3F3 ESQ-1493 ESQ-1494
HF (VPS) SGI porc. SGI SGII

C48 1.992 2.000 0.745 0.050
C49 1.598 1.273 0.513 0.042
C50 1.968 2.000 0.877 0.046
CS7 0.988 0.584 0.494 0.049
C60 2.000 2.000 1.811 0.045
C62 0.367 0.172 0.510 0.035
063 2.000 2.000 1.982 0.041
C86 2.000 2.000 1.794 0.117
C89 2.000 2.000 1.351 0.040
C91 2.000 1.349 0.474 0.038
C95 2.000 2.000 1.356 0.058
C117 1.869 1.348 0.585 0.051
0121 1.618 0.887 0.552 0.064
0131 1.714 0.162 0.518 0.098
C134 2.000 2.000 2.000 0.077
C135 2.000 2.000 2.000 0.087
C136 0.836 0.285 0.593 0.081
C137 1.682 0.214 0.626 0.105
C138 2.000 2.000 2.000 0.278
0141 2.000 0.137 0.725 0.189
C143 2.000 2.000 1.733 0.044
C144 2.000 2.000 1.528 0.212
C148 0.919 0.176 0.581 0.051
C149 2.000 0.253 0.703 0.130
0161 .060 0.678 0.563 0.0721

C167 2.000 0.726 0.882 0.269



Tabla L; (continuación)

Muestras 4D2F2 303F3 ESG-1493 E83-1494
HF (VPS) SGI porc. SGI SGII

C158 2.000 2.000 2.000 0.050
CN117 2.000 2.000 1.924 0.153
C0117 2.000 2.000 0.495 0.086
M69 2.000 0.993 2.000 0.188
OSU 2.000 2.000 2.000 0.087­
Sñll 2.000 0.446 2.000 0.058­
Gottíried 2.000 0.146» 0.597- 0.301
Ha 2.000 0.126» 0.608. 0.375

Los valores subrayados son los considerados positivos.
Los asteriscos señalan los controles negativos en cada columna.
Las últimas 7 muestras corresponden a sobrenedantes de cultivocelular.
Las lecturas de Densidades Opticas (DO) del ensayo de ELISA
están leidas a 405 nm.



Tabla III. Análisis de las nuestras de MFporcinas positivas
a rotavirus con anticuerpos monoclonalesespecificos
de subgrupo.

Anticuerpo nonoclonal Anticuerpos monocloneles
ZGQFG ESQ-1493 y 583-1494

SGI(0) SGI(-J SGI(’) SGII(v> SGI<+> SGI(-)
SGII(—) SGI(-) SGII(*> SGII(-)

22 7 10 2 2 15



3.6 ADAPTACION A CULTIVO CELULAR.

Para poder estudiar la biología molecular de estos virus
y realizar ensayos de neutralización se procedió a adaptar algu­
nas cepas a cultivo celular. Previamente se eligieron las cepas
que daban un mayor número de celulas infectadas cuando las sus­
pensiones de materia fecal eran inoculadas sobre celulas HAlOá.
Esto se deterMinó con la técnica de coloración de inmunoperoxida­
sa (IPA).

Como se explicó en Materiales y Métodos, la adaptación
se hizo en tubos rollers y se controló el crecimiento del virus
luego de tres pasaJes ciegos, por IPA y por PAGEcomo asi también
siguiendo la aparición del efecto citopático al microscopio. En
algunas cepas el efecto citopótico fue dificilmente visuali­
zado aún despues de varios pasajes. Casi todas las cepas adapta­
das presentan distintas caracteristicas de crecimiento y alcanza­
ron distintos titulos. Algunas sólo pudieron incrementar su
titulo luego de varios pasajes en presencia de pancreatina en
lugar de tripsina, comoestá descripto para el caso de la cepa
patrón Gottfried (SGII, serotipo 4).

También se crecieron las cepas patrones OSU(SGI, serotipo
5) y Gottfried y las cepas humanas Na (serotipo I, SGII) y M69
(patrón super corto) que fueron enviadas por la Dra. Linda Saif
(Ühio State University) y la Dra. Mary Estes (Baylor College)
respectivamente a los efectos de compararlas serológica y molecu­
larmente con las cepas porcinas y bovinas locales.

Los titulos alcanzados se pueden ver en le Tabla IV y alguno
de los electroíerotipos adaptados en la Figura 10.

3.6.1 CLONADODE LA? CEPAS.

La existenCia de distintas poblaciones dentro de un mismo
aislamiento implica que siempre hay que clonar los stocks con
los que se trabaJa. El sistema de clonado usado depende de las
caraCteristicas de crecimiento de cada cepa. Algunas pudieron
ser adaptadas para dar efecto citopático en cultivos estaciona­
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Tabla IV. Titulos alacanzados por las cepas de rotavirus adapta­
das a cultivo celular.

Rotavirus UFF (IPA3/ml DICTso/nl

cnee (p?) 1.1 x 108 2.o x 107
ccae (P11) 1,7 x 1037 2.o x 106
C91 (pq) 1,3 x 107 2,0 x 106
C95 (pq) 2.o x 106 2.o x 105'5
osu (P7) 6,4 x 106 2.o x 106
ceo (911) 1.o x 106 2,0 x 105
CN117 (pa) 2.4 x 106 2.o x 105'5
cc117 (P6) 6.4 x 104 2.o x 104
c134 (Pa) 1,0 x 106 2,0 x 105'5
c135 (P5) 3.7 x 104 2.o x 103'5
Gottfried 1,0 x 105 ­
cs (P3) 1,5 x 105

UFF (IFA) = Unidades formadores de focos IPA
DICTso = Dosis infectiva cultivo de tejidos 50%
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F'gnra 10. Electroíerotipos de cepas de rotavirus porcinos adap­
tados a cultivo celular en celulas MAlOá.Las cepas adaptadas
corresponden a patrones estandard y con rearreglos. Los rearre­
glos genómicoa se mantuvieron luego del cultivo in vitro y del
clonado de las cepas. Línea 1: cepa C60: línea 2: cepa OSU(pro­
totipo del serotipo porcino 1): linea 3: cepa C134; linea 4: cepa
CNBG:linea 5, cepa CCSSy línea 6: cepa CNll? (esta corresponde
a una electroforesis realizada en otro gel).
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rios, mientras que otras a pesar de esto no producen placas
en agar al 0.6%, utilizando es la tecnica de rutina.

De este modo, las cepas se clonaron por: i) el metodo de
dilución limite en tubos rollers o en placas de 96 Hells: ii)
por detección de ECP (efecto citopático): iii) por detección
por IPS (inmunoperoxidasa) en las que no dan efecto citopático
a altas diluciones, o iv) por plaqueo en agar Oxoid 0,6% con
íaCilitadores (DEñE-dextranoy pancreatina).

Se obtuvieron diversos clones de los cuales se seleccionaron
los más representativos de los electroferotipos encontrados. En
las Figuras ll y 12 se ven algunos eyemplos. En la primera de
ellas se ilustran dos clones de la cepa 011?. El aislamiento
original presentaba el patrón super corto y de el fueron clonados
patrones super cortos y largos. En la Figura 12. en cambio.
se parte de un patrón largo de la cepa C86 y en una de las dilu­
ciones aparece el patrón corto. el cual es distinto al anterior
y tiene la particularidad de diferir de la cepa de patrón largo
sólo en el segmento rearreglado, lo cual la hace muyinteresante
para el estudio de estos últimos.

3.7 SEROTIPIFICACION DE ROTAVIRUS PORCINOS.

3.7.1 PREPARACION DE SUEROS HIPERINMUNES PARA ENSAYOS DE NEUTRB­

LIZACION.

ue la forma explicada en Materiales y Metodos se prepararon
sueros en cobayos contra las siguientes cepas procinas: OSU,
CC86. CN86. C60, C134 y M69 (cepa de patron super corto humano).
1: l suero contra la cepa Gottíried fue provisto por la Dra. Mary

Los sueros preinmunes e hiperinmunes fueron analizados
y titulados por ELISA.

3.7.2 SEROTIPÏFICACION DE LAS C2935 LOCALES EN ENSAYOS DE NEU­

TRALIZACION.

á los fines de evitar comparar títulos obtenidos por técni­
cas distintas. se utilizo para todos los casos la tecnica de



ILMLÁa H12mN

Figura 11: Clones aislados de
la muestra de materia fecal

‘“ " (MF) C117. Línea 1: clon CCll?
'* .' y línea 2: clon CN117.
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Figura 12: Clones aislados de la
nuestra de MFC86 (lineas 2 y 3), ' .­
comparadoscon los electroíeroti- ;.. ‘—
pos de dos cepas prototipos. Linea ‘“ “
l: cepa OSU(serotipo porcino 1);
linea 2: clon CCSG;línea 3: clon .
CNBGy línea 4: cepa Gottfried ü a ü= ‘n =(serotipo porcino 2).
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medir el grado de neutralizaCión en función de la reducCión
del número de células positivas a EPA.El titulo neutralizante

N)que igura en la Tabla V representa la inversa de la dilutión
de suero que produjo una reducción del 80%en el número de célu­
las IPA positivas. Los titulos homólogosestán subrayados.

Se incluyeron también la cepa bOVina T5 y la cepa humana
H69. La primera pertenece al serotipo 6 y la segunda a un seroti­
po distinto a los 4 serotipos humanosdescriptos hasta ahora.

Se adopto el criterio ya fijado por otros investigadores
de considerar como de serotipos distintos a dos cepas cuando
la diferencia entre el titulo homólogoy heterólogo es mayor
a 20 veces.

Siguiendo este criterio al analizar la Tabla V podemos
decir que ninguna de las cepas pertenece al serotipo 2 (o seroti­
po 4 de la clasificación general de Hoshino y col.. 1984). Por
otro lado, todas las cepas están dentro de los limites del sero­
tipo 1 porcino (salvo Gottíried, M69y TS).

Las cepas C60 y C134 tienen una sola via de reacción con
el serotipo 1 porcino (o serotipo 5 de la clasificación general).
Es notorio que aún estando todas las cepas locales incluidas
en el serotipo 5. existen distintos grados de "parentesco" con
el mismo, que van desde un título similar al homólogo hasta
uno 16 veces menor (caso de las cepas C60 y CCSS).

Por otro lado. si analizamos las columnas 3,4,5 y 6 vemos
que la diversidad antigénica es aún mayor. En el análisis de
todas las cepas con los sueros produCidos contra cepas locales
vemos que hay aislamientos que se ubican claramente dentro de
diferentes serotipos en esta otra via de reacción. Entre ellas
las cepas 060 y C134, aisladas de un mismoestablecimiento con
un año de diferencia, poseyendo las dos un rearreglo genómico
similar. lo que hace suponer que una derive de la otra (Figura
8, lineas 1 y 2). Se debe recordar que estas cepas diferian
electroforeticamente en los segmentos 7-8-9 entre los que se
encuentra el gen que codifica para VP7.
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Tabla V. Caracterización antlgénica de rouavlrus porcznos en ensayos
de neutralizaczón.

Rotavirus Sueros anti-rotavirus (titula neutralizante)
OSU Gott. CCS6 CN86 C60 C134 M69

OSU >25600 (50 3200 25600 3200 800 200

Gatt. 100 2299 100 100 800 10 ­
CC86 1600 (50 51200 1600 51200 12800 400
CN86 3200 10 102400 12300 >102400 25600 400
C60 1600 10 25600 1600 )102400 3200 200
0134 25600 10 12800 12800 >3200 51200 1600
C158 1600 - - - 3200 6400 ­
CN117 3200 10 51200 1600 102400 6400 200
CC117 12800 (50 12800 12800 6400 25600 3200
0135 6400 10 6400 - 6400 12800 ­
091 3200 10 51200 800 - 12800 ­
H69 100 100 400 10 400 10 25600
TS 100 200 200 100 400 400 ­
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Otro aspecto interesante que presenta la Tabla V es la
reactividad cruzada de dos de los aislamientos locales con la
cepa humana M69 (las cepas C134 y CC117>. Las dos cepas corres­
ponden a patrones de migración con distintos tipos de rearreglos.

Comparando las columnas 3 y 4 se puede ver que el suero
contra la cepa C086 neutraliza a la cepa de patrón largo. con
la que sólo difiere en el segmento ll, al doble de su propio
titulo: mientras que a la inversa. el suero producido contra
la cepa CNSGneutraliza a la cepa CC86a un titulo 8 veces menor.

Por otro lado. los dos clones aislados de la cepa original
C117, de patrón super corto y largo respectivamente. difieren
bastante en cuanto al titulo con que son neutralizadas por los
distintos sueros. Nose produjeron sueros contra estas dos cepas.
de modoque no se conocen los titulos homólogos.

3.8 REACTIVIDAD CRUZADA QE CEPAS PORCINAS Y HUMANAS.

En la Introducción de este trabajo se destacaron los prece­
dentes que existen sobre la reactividad cruzada entre las cepas
porcinas y humanas y el hecho de que la cepa porcina Gottíriad
este incluída en el serotipo humano4.

Gracias a la gentileza de la Dra. Mary Estes que proporcionó
los reactivos, se pudo determinar la reactividad de las cepas
porcinas locales con anticuerpos monoclonales especificos para
cuatro serotipo humanos. El experimento fue hecho con un ELISA
que incluyó comocontroles positivos las cepas humanascorrespon­
dientes: Ua (STl), DS-l (ST2). Sñll (STS) y ST4 (ST4). También
se incluyeron dos anticuerpos monoclonales contra un epitope
común a los cuatro serotipos humanos ubicados en VPS y VP7.

Los resultados obtenidos son presentados en la Tabla VI.
Puede observarse que. efectivamente. existe reactividad cruzada
con los serotipos humanos 1 y 2. No asi con los serotipos 3
y 4 (salvo la cepa Gottfried que ya se sabe que pertenece al
ST4).
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Tabla VI. Análisis de reactivxdad cruzada entre cepas porclnes y huma­
nas con anticuerpos monoclonales.

Anticuerpos monoclonales

Rotavirus STl ST2 ST3 STá VPS VP?

No (CC) 0.638 - - — - ­

DS-l (CC) - 0.542 - - - ­
SA11 (CC) - - 0.860 - 1.994 0.956
ST4 (CC) - - - 0.483 - ­
Gottíried (CC) 0.021 0.062 0.008 0.411 1.453 0.675
CN86 (CC) 0.353 0.077 0.023 0.060 0.108 0.220
CCSG (CC) 0.398 0.043 0.038 0.051 0.165 0.182
C91 (HF) 0.285 0.105 0.024 0.101 0.120 0.093
C95 (HF) 0.190 0.341 0.081 0.018 1.847 0.075
C135 (HF) 0.083 0.365 0.014 0.042 0.192 1.020
C134 (HF) 0.042 0.243 0.073 0.030 0.034 0.103
C60 (HF) 0.308 0.060 0.036 0.061 0.161 0.607
C158 (CC) 0.051 0.391 0.056 0.037 0.164 0.198
CNll? (CC) 0.074 0.382 0.022 0.082 0.150 0.121
C011? (CC) 0.122 0.097 0.075 0.125 0.073 0.083

El análisis fue realizado por le técnica de ELISAy los 0D leidas a
405 nm.

Los anticuepos monoclonale: fueron gentilmente provistos por la Dra.
Mary Estas:
Serotipo 1: ESG-3475 (KU-4)
Serotipo 2: Eee-3476 52-2G10)
Serotipo 3: ESG-3477 (YO-1E2)
Serotipo 4: ESG-3478 (ST-2G?)
ST: eerotzpo
CC:cultivo celular
HF: materia fecal
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Este ensayo realizado con anticuerpos monoclonales deberia
confirmarse en un segundo paso en ensayos de neutralización
con sueros producidos contra los serotipos 1 y 2 humanos, expe­
riencia que está en marcha pero que no será incluida en este
trabaJo de tesis. De esta manerapodria establecerse con seguri­
dad la inclusión de estas cepas en los serotipos humanoscorres­
pondientes.

Hasta ahora se habian reportado cepas animales con reacción
cruzada con los serotipos humanos3 y 4. pero no con los seroti­
pos 1 y 2, como es el caso de este trabajo.

En cuanto a los anticuerpos monoclonales dirigidos contra
epitopes comunes de los serotipos humanos. los resultados de
la Tabla VI indican que estos no son en general compartidos
por las cepas porcinas, salvo la cepa C95 en el caso de VPS
y de las cepas C135 y CSOen el caso de VP7.

3.9 DISCUSION Y CONCLUSIONES PARCIALEc.

La variedad antigenica que presentan los rotavirus porcinos
es muy grande. Es este estudio han sido detectados rotavirus
pertenecientes al menosa tres grupos antigenicos diferentes: A.
B (o E) y C.

Las cepas que han podido ser adaptadas a cultivo celular
están todas incluidas dentro del serotipo 5 (OSUcomoprototipo)
en una via de reacción y presentan grados de reactividad cruzada
muy variados. Hidiendo el mismo e traves de un parámetro cono
el NR(Neutralization Ratio. Bohl y col.. 1983), que es la rela­
ción entre el titulo heterólogo y el homólogo, se ve que éste
varia desde 1 hasta 1/16.

Hedidos en función de sueros preparados con cepas locales
se pueden determinar serotipos distintos con complegos sistemas
de reacción cruzada.

Como se mencionó en la Introducción. se ha encontrado que
las dos proteinas de la cápside externa de rotavirus (VP3y
VP?) son capaces de inducir anticuerpos neutralizantes. y estos
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r kU¿LeS_ a serotipos iguales o diferentes. Si esto
es asi, algunas de las cepas locales pueden compartir la espec;­
ficidad de serotipo establecida en VPS y otras la de VP7, o
ambas. En V93 o VP? de estas cepas podrian estar representados
serotipos distintos al 4 y 5.

Hoshino y col. (1984) proponen una clasificación general
de serotipos, unificada para todas las especies animales (inclu­
yendo la humana). y establece la necesidad, reaíirmada con más
fuerza recientemente, de establecer una nomenclatura binaria
para la clasificación de serotipos en rotavirus. del tipo de
la establecida para el virus Influenza, con un especificidad
para cada una da las proteinas que inducen anticuerpos neutrali­
zantes.

Otro aspecto interesante es la reactividad cruzada con
cepas humanasde los serotipos 1 y 2 establecida con anticuerpos
monoclonales. Esto necesita una confirmación con ensayos de
neutralización contra los sueros correspondientes. pero es de
destacar que Hoshino y col. encuentran reactividad cruzada de
cepas animales sólo en los serotipos 3 y 4. Los autores destacan
que es sorprendente el hecho de que estando tan difundidas las
cepas de STl y ST2 en niños, estas no se relacionen con otras
de otras especies animales. En el presente trabago, se encuentra
una reactividad cruzada con los serotipos humanos 1 y 2 y en
ningún caso con los serotipos 3 y 4.

En el trabago mencionado, Hoshino y col. determinan que
la cepa porcina SB-lñ, primariamente ubicada en el STá. está
relacionada por dos vias con las cepas porcina OSUy equina
H-l. ambas del STS. Es la primera cepa en la que se demostró
una relaCión de dos vias entre dos serotipos. No se conoce,
en este caso, si se trata de un recombinante (gen 4 y gen B
o 9 de distintos serotipos) o si existe un determinante de neu­
tralización en SB-lñ que puede inducir anticuerpos que reaccionan
con los dos serotipos.

Tampoco en este trabajo, con el tipo de experimentos reali­
zados. podemos establecer de qué caso se trata. ni que es lo
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que determina las reacciones cruzadas de una sola via.
Flores y col. (1985) al estudiar parentesco entre cepas

de diferentes especies por medio de técnicas de hibridización
cruzada con sondas radioactivas, encuentran un alto grado de
homologia entre segmentos de la cepa humana Wa (STI) y las cepas
porcinas OSUy EE (STS). Esto sugiere que cambios en la evolución
de rotavirus de distintas especies pueden provenir de recomhina­
ción de genes. Podria ser indicativo de la infección interespe­
cies en la naturaleza, lo que aún no ha sido demostrado.

En este estudio ha sido detectada también la presencia
de rearreglos genómicos en algunas cepas, aisladas en lugares
distantes entre si y con distintas caracteristicas. Esto, como
se verá en algunas conclusiones de otros investigadores, también
puede tener un significado evolutivo importante.

La variación antigénica detectada en este trabajo es impor­
tante y rápida. En este sentido es ilustrativo el caso del cria­
dero donde se encontraron las cepas mostradas en la Figura 8
donde hay una variación de serotipo de un año a otro. En esa
figura se muestran las variaciones de movilidad de los genes
que determinan una de las especificidades de neutralización
(segmentos 8 o 9). Cuando estas cepas son analizadas en ensayos
de neutralización se encontró un grado de reactividad cruzada
NR=1J32 con suero contra una de ellas y un NR=l/16 con suero
contra la cepa aislada al año siguiente (ver Tabla V, columnas
5 y 6). Esto las ubica en serotipos diferentes, al menosen
una de las especificidades. Durante este tiempo las cepas siguen
manteniendo el rearreglo genómicocaracterístico y una similar
migración en el resto de los segmentos. Se asume que estas 3
cepas (C60. C134 v C158) tienen un origen común y que posiblemen­
te deriven unas de otras por fenómenos de mutación y recombina­
ción.

Una reflexión aparte merece la reactividad cruzada de dos
cepas con rearreglos genómicos con la cepa humana de patrón
super corto H69. ñlgunos investigadores proponen que el producto
del segmento ll es una proteina estructural que en muypequeñas



cantidades se incorpora a la cápside externa del virián y la
denominan VP9 (Ericson y col., 1982: Estes y col., 1935). Las
cepas detectadas en este trabaJo ofrecen un modelo interesante
para intentar determinar si esta reacción cruzada puede deberse
a especificidades presentes en VP9, ya que se sabe por ensayos
de hibridización con sondas radioactivas que las bandas porcinas
rearregladas corresponden al segmento genómicoll. Esta cuestión
será retomada más adelante con otros experimentos.

Por último, hay que mencionar que gran parte de las muestras
no han sido serotipiíicadas al no haber podido ser adaptadas
a crecer en cultivo celular. De ahí la necesidad de contar con
técnicas que permitan determinar. también en porcinos, los sero­
tipos a partir de HF de lechones con diarrea, de las cuales
la mas sencilla seria disponer de anticuerpos monoclonales espe­
cíficos de serotipo.

3.10 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ALGUNAS CEPAS DE ROTAVIRUS

PORCINOS.

En este punto se detallarán los resultados obtenidos con
algunas cepas aisladas en este estudio que por presentar caracte­
risticas especiales fueron analizadas también bioquímicamente.

3.11 ESTUDIO DE LA CINETICA DE SINTESIS DEL ARN VIRAL.

Se realizó en celulas HAlOéinfectadas con las cepas CNSG,
CN117, OSU (las tres de patrón de bandas largo). CCSS. CC117
y C60 (cepas con rearreglos genómicos). El estudio se hizo según
figura en Materiales y Metodosy los resultados están graficados
en la Figura 13 (paneles A y B).

Para multiplicidades de infección similares (20 UFF/célula).
en el caso de las cepas GNSSy CC86 que sólo difieren en el
segmento 11 y provienen del mismoaislamiento, la incorporación
de (3H)-uridina es levemente mayor para la cepa de patrón super
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corto. En el caso de las cepas OSUy C60 la cinética se realizó
con una multiplicidad de iníeCCiún de 5 UFFlcélula. Por último,
en el caso de las cepas CN117 y CC117. que proVienen del mismo
aislamiento. se usó una multiplicidad de infección de 2 UFF/celu­
la (estas dos cepas difieren en varios segmentos además del
segmento 11). Entre estas dos cepas, la diferencia de incorpora­
ción (3H)-uridina es significativamente diferente. Es de notar
que en el caso de la cepa patrón OSU, la incorporación es más
rápida que para el resto de las cepas menosadaptadas a cultivo.
aunque alcanza niveles menores.

3.12 ESTUDIO DE LOS POLIPEPTIDOS VIRALES EN CELULAS INFECTñDAS.

Se hizo una marcación de polipéptidos virales con (355)-He­
tionina en células HálOá infectadas con las mismas cepas con
las que se estudió la sintesis de áRN.

En la Figura 14 se muestran los resultados. Para las cepas
GNSS, C036, C60 y CC117se registran los resultados de la marca­
ción a dos tiempos distintos: 6 y 10 horas post-infección. En
el caso de la cepa OSUla marcación es a 6 horas post-infección
y está hecha en presencia y ausencia de tunicamicina a los efec­
tos de identificar las glicoproteinas. Puede observarse que
el “shut-off“ de las proteinas celulares producido por el virus
es mucho mayor en el caso de las cepas provenientes del aisla­
miento 086.

Los polipeptidos están identificados con la nomenclatura
de McCrae y Faulkner-Valley (1981). En este caso se tiene en
cuenta el orden en que migran en el gel anteponiendo las letras
VP independientemente de que sean proteinas estructurales o
no estructurales. Otras nomenclaturas denominan como VP sólo
las estructurales y como NS seguida del peso molecular a las
no estructurales. La elección de la primera en este caso se
debe a la variedad de PHque existe entre pelipeptidos equivalen­
tes de distintas cepas Y sería dificultoso tener que determznar
los PH en cada caso.
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Figurá 13: Estudio
en células infectadas con rotavirus porcinos.
CNSG, C086, 060 y células no infectadas (CNI) marcadas con
(3H)-uridina (10 pCi/nl). Las células fueron ligadas a distintas
horas p.1. y procesadas como se describe en Materiales y Métodos.
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Panel B

Panel B: Células infectadas con las cepas CC117, CN117, OSU
(prototipo serotipo 5) y células no infectadas (CNI) fueron
marcadas con 10 pCi/ml de (3H)—uridina y lisadas a distintas
horas 9.1.
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Figura 14: Perfil de polipéptidos virales inducidos en células
infectadas con rotavirus porcinoa. La marcación se hizo con
(355)—metionina. Donde está indicado. se usó tunicamicina (2
pg/ml)
60 minutos antes de la marcación y durante la misma. Se marcó
durante una hara y luego las células fueron lisadas en buffer
de muestra de Laenmli y analizadas en un gel de poliacrilamida
al 10K con SDS.
Lineas l y 2: celulas no infectadas ein y con tunicamicina rea­
pectivamente: lineas 3 y 4: cepa OSU sin y can tunicamicina
respectivamente: líneas 5 y 6: cepa C60 (marcación a 6 y 10
horas p.i.): líneas 7 y 8: cepa GNSS(a 6 y 10 horas p.i.);
lineas 9 y 10: cepa CC86 (6 y 10 horas p.i.) y lineas 11 y 12: ce­
pa CC117 (6 y 10 horas p.i.>.
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De todos modos en la Figura 2x se puede establecer la equi­
valencia con la nomenclatura establecida para el caso de la
cepa patron (573) Sñll, que es sobre la que se han realizado
la mayoria de los estudios de bioloqia molecular de rotavirus.

El análisis de las cepas de patrones largos y con rearreglos
no revela mayores consecuencias de estos rearreglos sobre el
perfil de polipeptidos en celulas infectadas. Másallá de las
diferencias en PHcomoparte de la diversidad entre cepas distin­
tas. están presentes los 12 polipeptidos identificados para
el caso de las cepas patrones. Las tres Cepas con rearreglos
del segmento ll inducen un polipeptido no presente en celulas
no infectadas que migra en la posición del producto del gen
ll de la cepa estandar OSU(aproximadamente PH de VPll: 27 K)

3.13 PDLIPEPTIDOS ESTRUCTURALESDEL VIRION.

Las proteinas estructurales descriptas para el virión difie­
ren un poco según el trabayo de que se trate, pero hay acuerdo
en que estas son por los menos cinco: VPl, VP2 y VPS, en partícu­
las de simple cápside mas VP3y VP? en las partículas completas.
Tambien es posible que VP4 forme parte de la cápside interna
aunque es muy dificil de detectar. Estes y col. proponen que
el producto del gen 11 (VPS) formaría parte de la cápside exter­
na.

El estudio se hizo en este caso con la cepa local GNSS.Se
marcaron los viriones con (355J-metionina durante 18 horas y
se purificó por centrifugación en cloruro de cesio (ver Materia­
les y Métodos). Se midió la radioactividad de las distintas
fraCCiones y se precipitó con acetona la fracción correspondiente
al pico de las particulas de doble cápside. La Figura 15 muestra
que se pueden identificar 5 polipéotxdos estructurales. En la
Figura 16 se muestra la Mismafraccion en un gel bidimenszonal.
La primera dimensión es un NEPHGE.Las proteinas se separan
por carga, sin llegar al equilibrio en un rango de pH2.5-10,5.
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La segunda dimensión es una separacxón por peso molecular (CDC­

3.lá ESTUDIO DE LOS POLIPEPTIDCS DE LAS CEPAS CON REAR EGLQS

GENOMICOS.

De acuerdo con los datos de la Figura 14 no habria diferen­
cias aparentes en el patrón de polipeptidos de cepas que presen­
tan rearreglos genámicos. Ello implicaría que todas las protei­
nas codificadas por el virus normal estarian presentes y el
segmento genómico rearreglado seria funcional y posiblemente
la proteina codificada por el también. dado que el virus después
de ser clonado retiene el mismopatrón de ARN,se replica sin
“helper” y retiene su virulencia (Bellinzoni R., comunicación
personal).

3.15 CARACTERIZACION DEL SEGHENTO GENOHICO REARREGLHDO.

mn un primer intento para identificar el origen de estas
bandas. se realizaron experimentos de hibridizacion con diferen­
tes sondas correspondientes a cADNde los distintos segmentos. Se
encontró que los segmentos rearreglados solo hibridizan con
la sonda correspondiente al segmento 11 (Hattion y col., 1988).

Recientemente se ha secuenciado el segmento rearreglado
de la cepa C60 (González y col.. en preparación). Se observó
que le secuencia mostraba una duplicación parcial del gen 11.
donde se mantiene la región codificante para VPll y a continua­
ción hay una versión deletada en aproximadamente 71 nucleótidos.

El gen tiene los extremos 3' y 5' conservados. caracteristi­
co de todos los se mentos cenúmicos de rotaVirus.

La versión codificante de VPZItiene señal de lthlaClÓn
y terminación de traducción. La segunda versión no tiene señal
de iniciación de :raduCCión y tiene diversas mutaciones puntuales
con respecto a la primera.

Comparadas con ¿as otras dos secuenCias de segmento ll



se han puplicado (rotavirus humano Na ‘_ j) oovino UH). ¿a ¿ecuer'
Cia de codificación de VPll muestra más semejanza con ia humana
que con La bovina (Siivia González. comunicación personal).

3.16. ESTUDIO DE LAS CEPAS DE PATRON SUPERCORTO.

3.16.1 COMPARACIONDE LOS POLIPEPTIDOS VIRALES EN CELULñs INFEC­

TADAS.

Para efectuar un estudio comparativo más especifico. se
eligieron las cepas CNSó y CC36. las que. como se expresa más
arriba, sólo difieren en la migración del segmento 11.

La comparación serológica está vista en el capitulo ante­
rior. No presentan mayores diferencias a este nivel. salvo que
la cepa CNSGes neutralizada hasta un mayor titulo por todos
los antisueros. Más adelante se verán algunas diferencias a
nivel de la morfología y tamaño de la placa.

En la Figura 17 se presenta una comparación de los polipep­
tidos inducidos por ambas cepas en celulas M3104Junto a la
cepa Gottfried, serotipo 2 porcino. Los patrones de CN86y CC86
son iguales entre sí y diferentes de la cepa Gottfried en casi
todas las bandas.

La Figura 18 muestra los resultados de la inmunoprecipita­
ción de las proteinas inducidas en Células infectadas con CNSG
y CCQGcon suero producido contra la cepa OSU, serotipo 1 porci­
no. Los polipéptidos inmunoprecipitados son los mismosen los
dos casos. En la línea 5 se muestra la innunopreCipitación de
ias proteínas inducidas en células infectadas por CCSScon suero

un lechón infectado con la cepa C60. que corresponde a; otro
rearreglo. Los polipeptidos precipitados en este caso
(antígeno pr. cipal de neutralizaCián). VP9. VPLLVPlD,

.­° 1:COHPARSCION ENTRE LAJ C PAS HUMANA Y PORCINá

SUPERCORTO.

La cepa supercorta humana H69 ya fue comparada serológicamen
te en otro capítulo con las cepas rearregladas. En la Figura
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19 se puede ver el patrón de bandas del ARNgenómico de esta
cepa. comparado con la cepa humana Wa (serotipo 1 humano). La
cepa M69 fue crecida en células M3104, clonada y en la Figura
20 se pueden ver las proteinas inducidas en celulas infectadas
Junto a las de CCSS, Na y la cepa simia (serotipo 3) Sñll para
la que están bien determinados los PMde todos sus polipéptidos.

3.16.3 COMPARáCIONDE LAS CEPAS PORCINAS CNll? y CC117.

Estas dos cepas clonadas de un mismoaislamiento difieren
en la migración de varios segmentos genómicos, la primera de
patrón largo y la otra supercorto. Las diferencias en el patrón
de proteinas es apreciable, especialmente las glicoproteinas. En
la Figura 21, lineas 4 y 5, pareciera que en el caso de la cepa
supercorta (linea 4), la proteína VP?no estuviera glicosilada
y que su precursor comigrara con VPS. En cambio pareciera que
hay una glicosidación más rápida de VPlO ya que no aparece su
precursor (VP12) que se acumula en gran cantidad en el caso
de CN117 (linea S).

ñ los efectos de confirmar estas hipótesis se repitió el
experimento pero esta vez se lo combinó con un tratamiento en
forma paralela con tunicamicina. Se puede observar en la Figura
22 las distintas migraciones de la proteina VP?en ambas cepas
y las diferencias entre los pesos moleculares de los precursores
no glicosidados. Se podria inferir ademas que ambas VP?difieren
en el númerode sitios glicosidados, a saber por las diferencias
de PH de los precursores y los productos procesados: pero ambas
VP?están glicosidadas.

3.16.4 ESTUDIO DEL PROCESAMIENTODE POLIPEPTIDOS VIRALES.

Se hicieron experimentos de pulso y "Chase" combinado con
tratamiento con tunicamicina de las cepas CCSGy CNSB.ñ los
efectos comparativos y de control se incluyó también la cepa
simiana Sñll para la cual el procesamiento de sus polipeptidos
esta bien estudiado.

El objetivo era también poder ubicar bien las glicoproteínas
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Figura 21: Proteínas virales marcadas con (355>-metionina en
células MA104 analizadas en un gel de poliacrilamida 12,5% Con
SUS. Se analizan cepas de distintas especies animales y humanas
de patrones de ARNgenómico auper corto y largo. Linea l: cepa
humana M69; línea 2: cepa porcina CC86; línea 3: cepa bovina
UK: línea 4: cepa porcina CC117 y linea 5: cepa porcina CN117.
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en las cepas locales y ver el comportamiento de VPll con TH
y con “Chase”. Algunos investigadores han descripto que VPll
es una proteina glicosidada (Dyall-Smith y col., 1980) y reCien­
temente se sugirió que podría tratarse de una proteina o-glicosi­
dada (Ward y col.. 1985) pero ninguna de estes hipótesis ha
sido confirmada.

La marcación se hizo como en los casos anteriores. la TH
se agregó dos horas antes del pulso y la concentraCión usada
fue de 2 ug/ml. Cuando se realizó "chase" se cambió el medio
por otro similar conteniendo 100x metionina fria y se dejó una
hora y media.

En la Figura 23 se presentan los resultados, que a continua­
ción son analizados en detalle.

Para evitar confusiones entre la nomenclatura usada para
la cepa prototipo Sñll y la usada para las cepas locales. se
pondrá cada vez. entre paréntesis la nomenclatura equivalente.

VPll: (N527en Salí). Está señalada por una flecha y se ve clara­
mente en pulso de CNBG y CCSG(líneas 1 y 4 respectivamente)
y desaparece con "Chase" (linea 2). Se mantiene con tratamiento
con TM (lineas 3 y 5). Algo similar ocurre en el caso de la
cepa 5511 (lineas 6, 7 y 8) y asi está descripto en la literatura
al respecto. Ericson y col. (1982) establecen además que N527
es originalmente un polipéptido de 26Kque pasa a convertirse
en 27K por un tipo de procesamiento desconocido y que en esta
forma es incorporado al virión en pequeñas cantidades (VPS). Esto
no ha sido demostrado al presente por otros investigadores.

Por otra parte, Dyall-Smith (1981) detecta dos productos
cuando efectúa la traducción in vitro del segmento 10 de la
cepa de patrón corto humana H (que corresponde al segmento ll
del patrón largo) y un solo producto cuando traduce la cepa
de patrón largo, Na.

En este análisis sólo se ve un polipéptido en la zone de
migración de VPll. Hay otro migrando un poco por debayo, que
desaparece con tratamiento con TH (ver lineas 3 y 5 de la Figura
23). Este producto es probablemente un intermediario en la glico­
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Figura 23: Estudio del procesamiento de polipéptidos virales
en células infectadas. Experimento de pulso y "Chase" en presen­
cia y ausencia de tunicamicina. Las proteinas fueron marcadas
con (358)-netionina y analizadas en gel de poliacrilamida al
12,5%. Cuando indicada, la tunicamicina se usó en una concentra­
ción de 2 pg/ml. Las flechas indican N527 (VPll): los guiones
indican VP? y los productos de su procesamiento y los puntos
indican N528 (V910) y sus precursores. Las proteinas están indi­
cadas de acuerdo a la nomenclatura utilizada para la cepa patrón
SAll. Linea 1: cepa CN86 (pulso 10 min); línea 2: "Chase" de
1 durante 90 min; línea 3: cepa CN86 (pulso de 10 min con TM):
linea 4: cepa C086 (pulso de lO min): linea 5: cepa CC86 (pulso
de 10 min con TH): línea 6: cepa SAll (pulso de 10 min): linea
7: "Chase" de 6 durante 90 nin: linea 8: cepa 5811 (pulso de
10 min con TM); lineas 9 y 10: células no infectadas (pulsos
de 10 min sin y con THrespectivamente).
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sidaCión de UPiO con uno solo de los sitios glicosidados (VPlO
tiene dos sitios qlicosidables (Arias y col.. 1982: Ericson
y col.. 1983). En el caso de Sñll este polipéptido esta descripto
con un peso molecular de 23K.

VPE2-VP10:(NS20-N528 en Sñll). Entre estos polipéptidos hay

una relacion precursor-producto (líneas 1 y 3: 4 y 5: 6 y 8,
marcadas con un punto en la Figura 23).

Con experiencias de "Chase", VPlO aumenta levemente su
migraCión (ver lineas 1 y 2: 6 y 7). En el caso de 5311 pasa
de 29K a 28K. Experiencias de Ericson y col. realizadas con
pulso y "Chase" con endonucleasa H para la cepa 5311, dan un
producto 20K, comigrando los productos del pulso y del "Chase",
sugiriendo que el "trinning" es en los oligosacáridos y no en
la cadena peptidica (esta proteina tiene una señal no clivable).

232: Tiene una migración distinta para SA11que para las cepas
locales. La migración de VP? y de su precursor en el caso de
estas dos últimas es idéntica. En experiencia de “chase” VP?
aumenta ligeramente su migración (lineas 1 y 2: 6 y 7, Figura
23). lo cual. al igual que para N529corresponde a un “trinning”
en los oligosacáridos. En el caso de Sñll, VP?tiene un solo
sitio de glicosidacián. Se sabe que esto puede variar entre
cepas. por ejemplo, en el caso de la cepa bovina UKy de la
cepa humana Na han sido descriptos varios sitios potenciales
de glicosidación (Gunny col., 1985). En este caso el precursor
de VP? en CC36 y CN86 (lineas 3 y 5, ver guión) migra mucho
más rápido que el de Sñll (línea 8). sugiriendo que también
en este caso puede haber más de un sitio glicosidado. Este resul­
tado es similar al hallado en la cepa bovina UK, donde el precur­
sor de VP? también migra por debajo de V99 (McCrae and Faulkner­
Valley, 1981).

Mason y col. (1933) hablan de la heterogeneidad genetica
de VP7 de Sñll. En este caso, eilos encuentran clones de Sñll
que tienen VP? con PH variable entre 38K y 36K y uno de los
clones tiene UP? de PH 35,5K no glicosidada. Los precursores



migran como 37K, 35,5K o 35K. En el caso del clon de 8811 usado
Qen este trabapo, se pu ver que e; precursor de VP? miqrae e

ligeramente más lento que N534 (linea 8, Figura 23).

3.16.5 COHPARñCION DE PROTEINAS VIRñLES EN GELES BIDINENSIONALES

(Z-D).

Con el obJetivo de seguir profundizando el estudio compara­
tivo entre las cepas CNBGy CCSGse realizó una experiencia
con geles bidimensionales de polipéptidos marcados con (358)­
netionina a las 6 horas post-infección. Al no existir trabajos
previos sobre este tipo de experimentos para proteinas de rotavi­
rus, se planteó el problemade la identificación de las proteinas
corridas en dos dimensiones. Esta identificación, comola que
denota la Figura 24, se hizo en parte por conocimiento de corri­
das en geles monodimensionales y en parte como se verá más ade­
lante.

Se incluyó en el experimento una mezcla de proteinas marca­
das de ambosvirus para poder establecer con exactitud similitu­
des y diferencias en las movilidades.

No parece tampoco detectarse diferencias en el patrón de
polipéptidos de estas dos cepas cuando se analizan los polipepti­
dos inducidos en celulas infectadas en geles 2-D. Undato intere­
sante que al margen de esto se puede extraer es el carácter
acidico de VP7, el antígeno principal de neutralizaciún. Más
arriba se decia que la identificación de las proteinas se habia
hecho en parte en función de las migraCiones en geles monodinen­
sionales. Posteriores experimentos con tratamiento con tunicami­
cina permitieron ir confirmando asignaciones, especialmente
en aquellas que migran muycerca una de otra.

Por otro lado, se conocia a partir de los datos de la se­
cuencia que VPS (N534 de 5311) era una proteina básica.

El otro experimento consistió en hacer un pulso de marcación
en vez de una marcación larga. Se marcó GNSSdurante 10 min
con y sin tunicamicina. Se incluyó en el experimente: la cepa
Sñll, con la que se hizo también un pulso con y sin tunicamicina.
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Figura 24: Comparación de polipéptidos virales de las cepas
CN86 y C086 en geles bidimensionales. Panel (a): cepa CNBó'
panel (b): cepa CC86; panel (c): mezcla de CN86 y CCBGy panel
(d): células no infectadas. Las proteinas se marcaron con (358)­
metionina durante una hora. Se utilizó Actinamicina D (2 pg/ml)
(ver Materiales y Métodos).



‘—SDS-PAGE

+———NEPGHE———+ — + _

A B

——- vpg
-VDI ..—.VPB “V96

V99 ’ .ovpa
.vmo ‘vn vas ­

-vmz
- vmz

Figura 25: Identificación de los precursores de las proteínas
glicosidadas en geles bidimensionales. Proteínas de la cepa
GNSS marcadas en pulso de 10 min con (355)—meti0nine en ausencia
y presencia de tunicamicina (panel A y B respectivamente). Se
puede ver la migración más rápida de VP? en presencia de tunica­
nicina y la acumulación del precursor V912 junto con la desapari­
ción de la prcteína glicosidada VPlO. Las proteínas fueron sepa­
radas en una primera dimensión en un NEPHGEen un rango de pH
de 2,5 a 10,5 durante 5 horas a 400 V. En la segunda dimensión
se separaron en un gel PAGE-SBS12,5%.
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Figurá 2 : Proteínas glicosidadas de la cepa SAll y sus precurso­
res analizadas en geles bidimenaionales. Prcteínas de la cepa
patrón SAll marcadas en un pulso de 10 min con (355)—metionina
en ausencia y presencia de tunicamicina (panel A y B respectiva­
mente). Las proteinas fueron separadas por NEPHGEy PAGE-SBS
como indicado en la Figura 25.
Coneste experimento se confirma le ubicación de las glicoprotei­
nas y aus precursores en la separación bidimensional, ya que
esta cepa ha sido extensamente estudiada en au procesamiento.
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Las Figuras 24 y 26 muestran los resultados con ambas cepas
en las dos conQiCiones.

En el caso de la cepa CN86se puede ver la glicoproteina
VP? migrando en ausenCia de TH entre las proteinas VPS y VPS
(panel A de la Figura 25) y por debayo de VP9 cuando se incorpora
tunicamicina dos horas antes del pulso.

En el caso de la cepa 5311 se puede ver a VP? migrando
entre VP6 y N535 en ausencia de TH (panel a, Figura 26) y entre
N534 y N535 en presencia de 1 ng/nl de TM.

En ambas figuras se ve la acumulación de VP12 (N520) y
la desaparición de VPlO cuando las celulas infectadas están
en presencia de TH (Figuras 25 y 26, panel B).

Como se ha visto en todos estos geles, el precursor VP12
está siempre presente en células infectadas, aún en ausencia
de tunicamicina. En cambio no se puede ver el precursor de VP?
en celulas infectadas sin TH. La glicosidación de VP7es un
proceso cotraduccional, de ahi que no se detecte su precursor
sino con bloqueo con TM(Ericson y col., 1982). McCrae y Faulkner
Valley (1981) establecen en su estudio sobre la cepa bovina
UK que el proceso de glicosidación de VPlOes muy lento o alter­
nativamente limitado a parte del precursor, ya que V912es clara­
mente detectada luego de un "Chase" de 2 horas.

3.17 ñNñLISIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS RESISTENTES A RNasa

La.

Este analisis tuvo como objetivo establecer el grado de
relación a nivel de secuencias entre los segmentos genómicos
ll normal y rearreglado. Tambien se incluyó otro segmento cual­
quiera, en este caso el 10, a los efectos de control y de demos­
tración de identidad de dos segmentos de la misma migraCión
electroforetica de dos cepas clonadas del mismoaislamiento.

El estudio se hizo con los segmentos genómicos 10 y 11
de las cepas CC86 y CN86. Se marcó el ARNtotal intracelular
con <32P) en células M3104 infectadas con ambas cepas. Los ARN
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