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1.1 DESICRIPCION GENERAL DE LOS RQTAVIRUS.

1.12.1 DESCUBRIMIENTO.

Loa rotavirus han aido deacriptoa como agentea etioclégicos
de la diarrea neonatal en la mayoria de las especies de mamiferos
Yy avea en todo el mundo. A comienzos de la década del 70, distin-
tos grupos de investigadores determinaron que un nuevo agente
infecciosc relacionado a los reovirus era la causa de laa gastro-
enteritia en nifios en Auatralia (Bishop y col., 1973), Inglaterra
(Flewett y col., 1974)>, y Eatados Unidoa (Kapikian y col.,1974).
Este descubrimiento fue hecho por medio de la obaervacién al
Microascopio Electrénico (ME) de materia fecal (MF) de nifioa
enfermos.

Se propuso para eastas particulas el nombre de rotavirus
(del latin “rota', gue significe rueda) en virtud de la aparien-
cia de una rueda, con rayos irradiando deasde un ancho eje hacia
la cubierta (Flewett, 1974).

Loa primeros datos que describen a los rotavirua como causa
de gastrocenteritis provienen del trabajoc de Light y Hodea (1943).
Elloa comprobaron que la gastroenteritia podfia transmitirse
de loa aeres humanoa a los animales por medio de la inoculacién
de terneros con filtrados libres de bacterias de MF de nifios
con diarrea. Cuando estas muestras fueron analizadas al ME muchos
affoa después, se observaron particulas de rotavirus (Kapikian
y col., 1974).

Cheever y Mueller (1947)> observaron que la diarrea del
ratén lactante era causada por un virus, lo cual fue confirmado
poateriormente por técnicaeas de ME por Adama y Kraft en 1967.

En 1969, Mebus vy col. logran la transmisién de la diarrea
en terneroas inoculdndolos con MF proveniante de terneroa con
diarrea del campo. En la MNF de eatos terneroas se encontraron
particulas aimilareas a virusa,.

Una mej)or caracterizacién de estos virus aislados de la

MF, demoatré gqgue eran similares morfolégica y bioquimicamente
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al grupo de loa reovirus (Welch, 1971; Welch y Thompson, 1973;
Welch y Twiehaus, 1973). Sin embargo no pudo hallarae ninguna
relacién serolégica entre reovirus tipo 1 o 3 y este nuevo virus.

Loa datoasa més confiablea estiman en 100 millones el numero
de episodios de diarrea por afio en nifios menorea de cinco arnios,
con la conaecuencia de S millonea de muertes. Eate agente ha
aido identificado como el principal causante de la diarrea viral
(Snyder y Merson, 1982).

La diarrea viral esa también un problema muy importante
en la ganaderfa. Se han encontrado altos porcentajes de morbili-
dad en terneros, cerdos, pavos, pollca, corderoa y caballoa,
con variados porcentajes de mortalidad, més la consecuente secue-
la de pérdidas de peeso en los animalea que se reaecuperan.

El control efectivo de eatos agentes depende del conocimien-
to preciso de la epidemiologia y factoreas genéticos gue influyen

en su tranamisién y patogenicidad.

1.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS ROTAVIRUS.

En un principioc loas rotavirus fueron taxonémicamente ubica-
dos como reovirus, “reovirus-like' u orbivirus, por su aemejanza
morfolégica. Né&= tarde, en base a la informacién obtenida el
Comité Internacional de Taxonomia de Virua (CITV)> lo ubicé en
la familia Reoviridae.

Los rotaevirus han sido clasificados como un género diatinto
en la familia Reoviridae (Matthew, 1979). Eata familia comprende
6 géneros distintoa: reovirus, orbivirus, rotavirua, phytoreovi-
rus, fijivirus y un grupo de viruas de la polyhedrosis citoplaamé-

tica.
1.1.3 MORFOLOGIA DE LAS PARTICULAS VIRALES.
Por microacopfia electrénica de mueastraas de MF ae han identi-

ficado treas tipos de estructurasas: a) particulas con doble cubier-

ta proteica (particulas infectivas); b) particulas de cubierta
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simple y o) particulas ‘'core'. Las doas dvltimas son partfculas
subvirales que se sintetizan durante la replicacién del virus,
Yy aparecen también por ruptura de las particulas completasa.

La morfologia de la particula intacta es la caracteristica
de la familia reoviridae. Presenta doas capas proteicas concéntri-
cas (Flawett y col., 1974) y carece de membrana lipidica. Los
rotavirus provenientes de distintas especies animales son morfo-
légicamente igualea. Laa particules 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 dié&metro de S5-60 nm y se dencminan
también como “rugosasa'™ en virtud de loa capaémeros gue al proyec-
tarse en la periferia le dan un aspecto erizado. El1 “core'" icosa-
édrico wmide alrededor de 40 nm {(Cukor y Blacklow, 19584; Esates
y col., 1985S). En la figura 1 se pueden okbservar particulas
de cubiertea simple y doble. Si bien los rotavirus son parecidos
morfolégicamente a loa reovirus vy orbivirus, se diferencian
de estos por la linea claramente definide de asu cubierta externa.

La cubierta externa puede removerse bajando la concentracién
del i6n calcio en el medio. La cubierta interna se desprende
con tratamiento con agentes caotrépicos, como tiocianato de
sodio o©o cloruro de calcio 2M (Bican y col., 1982) dejando libre
un ‘“core' liso de apariencia hexagonal.

En cuento a la ultraestructura de 1la cubierta interna,
diferentes grupos de inveatigadores han propuesto diatintos
nimeroas de triangulacidén (T)>, T=4 (Kogasaka y col., 1979), T=16
(Eaparza y Gil, 1978), T=131 (Ludert y col., 1986). La cubierta
externa easté conformada por una capa de capsédmeros cortos en
forma de T unidos directamente a los capsémercs de la cubierta
interna (Flewett y col., 1973,1974). Tiene un eapesor de S nm
Y contiene peqguefics orificics de 3 nm de didmetro, gque correspon-
den en ubicacién a loas eapacios intermedios de los capsédmeros
de la cubierta interna y le den una apariencia de panal de abeja
(Roseto y col., 1979>. Loa capaémerocs de la cubierta externa

se ven como alfileres de cabeza ancha y tallo corto, del tipo
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de laa uaadas para localizaciones en mapas (Palmer y Martin,
1982>.

Recientemente s=se han observado formaciones semejantes a
eapigas ('spikes') sobre 1la superficie de las particulas. Su
largo es de 3 nm y habria aproximadamente 60 espigas por viridn

(Chin, W., comunicacién personal).
1.12.4 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

Las particulas completas tienen una densidad de 1,36 g/cn3
en cloruro de cesio y un coeficiente de sedimentacidén de S00-530
S (Petrie y col., 1975)., Laas particulas de cubierta asimple tienen
una densidad de 1,38 g/cm3 en cloruroc de cesio y un coeficiente
de aedimentacién de 380-400 S. El1 core icosahédrico tiene una
denasidad de 1,44 g/cm3 en cloruro de cesio y un coeficiente
de sedimentacién de 280 S (Bican y col., 1982).

La mayor parte de los eatudios con rotavirua han sido reali-
zados con la cepa de wono SAll, Su infectividad es eatable o
relativamente estable luego de tratamiento con éter, freén 113,
cloroformo, congelado y descongelado, sonicacién, incubacién
por una hora a 37°C y a temperatura ambiente (25°C) por 24 horas.
En cambio, bajyas concentraciones (S mM) de agentes quelantes
(talea como EDTA y EGTA) o tratamiento con altas concentraciones
de cloruro de calcio (2M) reduce pré&cticamente a cero la infecti-
vidad del viruas. También se pierde la infectividad con tratamien-
to con cloruro de magnesio 2M y cloruro de acdio (1S minutos
a 50°C). El1 sulfato de magnesio no tiene efecto.

La infectividad de rotavirua humanca ea estabilizada por
bajas concentracioneas de cloruro de calcio o eatroncio (0,15
a 1S mM) pero no por cloruro de megnesio (Shirley y col., 1981),
La inactivacién por agentea guelantes, EDTA o EGTA, coincide
con el deaprendimiento de la cubierta externa y la concomitante
activacién de la polimerasa endégena. Estoa eventos aon produci-
dos por la disminucién de la concentracién del ién calcio, el

cual es necesaric para la conservacién de la estructura de los=
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rotavirus,.

La cepa SAl11 retiene la infectividad entre pH=3,S5S y pH=10,
aunque hay cierta pérdide del titulo. Por debajc de pH=3 y por
encima de pH=10 1la cubierta externa se colapsa (Eates y col.,
1979; Veasitkari y col., 1983) con la concomitante pérdida de

infectividad.
1.1.5 EL GENOMA DE LOS ROTAVIRUS.

El genoma de los rotavirus esté& compueato por 11 segmentcs
de ARN doble cadena de pesc molecular desde 2x105 a 2,2x106
(Rodger y col., 1975:; Newman y col., 1975). El pesoc molecular
estimado de los 11 segmentos es de 11x106,

Loas segmentos genémicos individuales se pueden resolver
o separar electroforéticamente en geles de poliacrilamida usando
el aistema descripto por Laemmli (1970).

Varicos segmentos han s8ido clonados y secuenciados; los
datoa extraidos de estos trabajos estédn resumidos en la Tabla
I. Los datos de las secuencias revelan rasgos comunes a tcdos
los msegmentos genémicos:

- msecuencias conservadas en los extremoas 3’ y S’: 5'-GGCUUU2AA...
3UGUGACC-3’. El hecho gque eatas secuenciaas se conaerven completa-
mente en virus aialados de diferentes especiea sugiere gque tienen
un rol funcional. También se han encontrado secuencias conserva-
das en reovirus, aunque méas cortaas (McCrae, 1981).

- no tienen sasefial de poliadenilecién

~ tienen un solo marco de lectura abierta.

Recientemente, sain embargo =se encontréd que el segmento
S del virua SAll es funcionalmente bicistrénico (Chan y col.,
1986>.

El ARN mensajerc transcripto in vitro es copia completa
del templado genémico. La cadena de ARN(+) tiene cap (m7GpppGm)
en el extremo S5’ (Imai y col., 1983). Usando la técnica de mapas
de fragmentos resiastentes a RNAsa Tl ("fingerprintsa') en segmen-

tos genémicoa marcadoa en la regién 3’ terminal de diferentesa
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TABLA I. PROPIEDADES DE 1LOS GENES DE ROTAVIRUS.

Segmento N* de nu- N®* de ami- Homologia de Secuenciasa
genémico Producto cleétidosa no&cidos nucleétidos terminales
(%) conservadas
SA11 1 VPl 3409% - - -
SA11 2 VP2 2737¥ - - -
SA11 3 VP4 2653¥ - - -
SAl1l 4
(parcial) VP33 2359% - - -
SA11 S NSS3 1519¥ - - -
SAl1l1 6/Wa 6 vP6 1356 397/ - 78 -
SA117/UK 9 NS34 1104/1076 -/310 71 -
SAl11 8/UK 7 NS35S 1059 317/317 a8 -
SA11 9/UK 8 vp7 1062 326/326 78 *
SA11 10/UK 10 NS20 751 17S/ - a2 *
Wa 11/UK 11 VP97 663/667 197/ - 86 -

Datos basados en secuencias de nucleétidos publicadas (Arias et al.,
1984; Both et al., 1582,1983,a,b,1984a,b; Dyall-Smith et al., 19583;
Elleman et al., 1983; Esates et al., 1984; Imai et al., 1983; Lépez et
al., 198S; Ward et al., 198S; Werd et al., 1984).

Laa asignacionesa de productos de traduccién estdn segin Mason et al.,
1983,

# La longitud de loa segmentos 1,2,3,4 y S eatdn medidoa por microaco-
pfa electrénica (Rixon et al., 1984).

El N°®° de nucleétidoa de VP33 eaté& celculado @ partir de la secuencia de
2243 pares de bases (Lé6pez et al., 1985).
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aislamientos virales, ase observé una conservacién de los residuos
G, aproximadamente 40 nucleétidos terminales (Clarke y McCrae,
1983). Eatas secuencias conservadaa podrian estar involucradas
en: i) unién de ARN a la transcriptasa, ii)> unién de ARN a la
replicasa. iii>d unién &l ribosoma y iv) seleccién de eapecies
genémicaa durante el ensamblaje del virus.

El codén de iniciacién de traduccién de cuatro de los seg-
mnentoa aecuenciadosa (6,7,8, y 10) ea consistente con la secuencia
consenso PuXXAUGG (Kozak, 1984)>. Los cocdones de iniciacién de
traduccién de los segmentos 9 vy 11 no eatédn ukicados dentro
de eata secuencia consenso.

Lépez y col. (1386) secuenciaron el segmento qenémico 4
de varioa rotavirus humanos y animales y encontraron gque la
eatructura primaria de la regién de ARN gque codifica la secuencaa
de aminoécidos sobre la cual actubue la tripsina eastd altamente
conservada. Eatos saitioa sason siempre argininas, excepto en el
caso de dos rotavirus bovinoa no cultivables.

En cuanto a loa segmentos gendémicos qgue codifican para
las dos glicoproteinas virales , se encontré gque hay variaciocnes
entre distintas cepas de rotavirus en relacién al numerc de
sitios de glicoasidacién. Mientraas que en el segmento 10 estan
codificados dos s8itios de glicosidacién, el nimerc de sitios
de glicosidacién codificados por el asegmento 9 (o el 8 en algunas
casos) es variable: en el caso de la cepa simiana SAl1l se encon-
tré sasélo uno: en la cepa bovina UK hay trea sitios codificados
por el segmento 8 y en la cepa humana Wa,S2 y la bovina NCDV
exiatirfan varioa sitioasa de glicoasidacién. Se han encontrado
también clones de virus infectivos en loa que la proteina VP7?

no eastaba glicosidada.

1.1.5S.1 Electroferctipos.

Los 11 segmentos del genome de rotavirus pueden ser separa-
dos en distintas bandas por electroforesie en geles de poliacri-

lamida. Esata distribucién de bandas se denomina electroferotipo

y es caracterf{sitico para cada cepa. A raiz de las dificultades
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en el cultivo de eatos virua, la comparacién de loa electrofero-
tipos de viruas directamente extraidos de HNF ae convirtidé en
una herramienta epidemiolégica muy importante para caracterizar
los aislaminetos. La base molecular de la variacién en la movili-
dad electroforétice para los asegmentos de ARN doble cadena del
género Reoviridae no se conoce. En el caso de las proteinas
o del ADN existe une correlacién directa entre la migracién
electroforética Y =au peao molecular. Los segmentos de ARN doble
cadena con similar movilidad pueden tener pescs moleculares
y secuencias bastante diferentea (Clarke y McCrae, 1581). Simila-
res observacionea han sido también deacriptas en los orbivirus,
donde saegmentos correapondientea tienen “fingerprints" de oligo-
nucleétidoa muy diferentea. Eas probable que haya una influencia
de la esatructura secundaria del ARN peroc haasta tanto la base
de la migracién electroforética sea dilucidada mé&s claramente,
no puede asumirae que segmentos de ARN con diferente movilidad
eatén menoa relacionados que segmentos con movilidad equivalente
(Eates y col., 1984).

Los rotavirus ofrecen una amplisima variedad de electroferc-
tipoa y éstos son una herramienta de gren valor para diferenciar
ajslamientoas y ademés proveaen informacién wGtil aobre epidemioclo-
gia (comportamiento y evolucién de los virus en el campo), ya
que los patrones de diatintoa brotea y la transmisién puede
ser monitoreada por cambioa en los electroferotipas. Por otro
lado, también son muy dVtile=s en la determinaciédn de infecciones
mixtas (Spencer y ceol., 1983).

No ha podido establecerse ain que laa similitudes o diferen-
cias en los patronea electroforéticoa tengan relacién con la
eapecificidad antigénica. Virua que son indistinguibles por
pruebas de neutralizacién pueden exhibir distintoa electroferoti-
posa (Beards, 1982; Floreas vy col., 1982) y virua con el miamo
electroferotipo pueden pertenecer a diatintos serotipoa (Beards,
1982)>.

Lourenco vy ccol. (1981) propusieron un esquema de clasifica-

cién de electroferotipos. El mismo divide & los 11 segmentcs
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genémicoa en 4 grupos (I,II,III y IV) siendo indicadas con letras
mindasculas laa diferencias de migracién dentro de cada grupo
(ver Figura 2). Lasa utilidaead de este andlisis se vio reforzada
en los Jvltimos anés por el deacubrimiento de rotavirus en dife-
rentes especies que nc compartfan el antfigeno comun de los estu-
diados haste entonces por ensayosa inmunclégicos. Esto determiné
la neceasidad de dividir a 1los rotavirus en distintos grupos
antigénicoa: A,B,C, etc. Se encontxré que losas electroferotipos
de los distintos grupos diferian también en el agrupamiento
de sasegmentos eatablecido por Lourenco, presentando cada grupo
una distribucién de bandas caracterfisticas. De esta forma, en
una inatancia primaria podrian diferenciarse diatintos grupos
antigénicos de acuerdo a los distintos agrupamientos de segmentos
de sua electroferotipos (Figura 2).

Sabara y col. (1982) detectaron, uaando géles de alto por-
centaje de poliacrilamida, poblacionea mezcladas dentro de aisla-
mientos dnicos de rotavirua bovinoa. Esto puede deberse a gque
habfia animales infectadoa por méa de una cepa de rotavirus o
bien qgue el animal estuviera infectado primariamente por una
socla cepa, generandoc luego poblaciones de virus genéticamente
diferentesa.

Al reapecto, una informacién importante es la veriacién
de migracién del segmento genémico 11, que mueatra cambios impor-
teantes entre diferenteas cepasa, dando origen a lo que se denominéd
electroferctipos cortos y largos (Dyall-Smith y col., 1981>. Por
otro lado, an normal que ae produzcan inversiones entre los
segmentos 7-8-9 en relacién a la asignacién de codificaciones.
Eato ae detecta particularmente bien en experimentos de hibridi-
zacion. Por ejemplo, el segmento 7 del rotavirus bovino UK hibri-
diza con el 8 del rotavirus humano Wa. En las cepas Wa y SAll
el segmento 9 codifica para el antigenoc de neutralizacién VP7,
mientras que en la cepa UK esta proteina eatd codificada por
el segmentoc 8 (Dyall-Smith, 1983).

La gran hetercogeneidad genética de les especiea de rotavirus

cocirculanteas localmente, sugiere que no hay un solo linaje
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Figura 2: Clasificacién de electroferotipos de rotavirus.

Panel A: Eaquema de los patrones de migracidén de los 11 segmentos
de ARN genémico de rotavirus de acuerdo a la clasificacién de
Lourenco y col. Todos los rotavirus pertenecen al Grupo A.

Panel B: rotaviruas pertenecientes a Grupos antigénicamente dis-
tintoa al A. Lineaas 1 y 2, electroferotipoas caracteristicos
de Grupo C. Lineas 3 y 4, Grupo B. Linea 5, rotaviruas aislado
de polloas. El1 gréfico fue publicado por Eates y col. en Prog.

Med. Virol. 29: 1-22, 1984.
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genético entre ello aino que coexisten en diferentes agrupamien-
tosa (“*cluaters') genémicos, sufriendo frecuentea mutaciones
puntualea y aecuenciales (Follet y Desselberger, 1983). Observa-
ciones saimilarea se han hecho para otros virua de genoma segmen-

tado (Buonagurio y col., 1985).

1.1.5.2 Asignacién de codificaciones a los seqmentcocs gendmicos.

Para asignar las codificacionea a cada segmento de ARN
doble cadena se han usado técnicas bioquimicas, de clonado de
genes, inmunoclégicas y genéticas.

Bioquimicamente, se extreajo ARN de viriones purificados,
se fraccioné por electroforesis, se desnaturalizé y se tradujo
in vitro (Arias y col., 1982; Dyall-Smith, 1981; McCrae y McCor-
quodale, 1982). Alternativamente, se sintetizaron transcriptos
viralea in vitro usando 1la ARN polimerasa endégena viral. Los
ARNm resultantes se tradujeron in vitro y luego se determiné
el producto de cada segmento genémico por técnicas de hibridiza-
cién ARN-ARN (Flores y col., 1982; Greenberg y col., 1983).

En otros eatudios ase clonaron copias del ARN genémico en
ADN, las que se usaron para determinar la secuencia y codifica-
cién de varioas genes (Both y col., 1982; Dyall-Smith y col.,
1983; Imai y col., 1983; McCrae y NcCorquodale, 1982),

Con el método genético se aprovechd la alta frecuencia
de intercambio de segmentos genémicos (‘'reassortment') que ocurre
durante infecciones mixtas. Se hizo el anélisis de las propieda-
dea fenotipicas de los recombinantes obtenidos lo gque, junto
a la identificecién del origen parental de cade uno de loa genes
permitié asignar algunaa codificacionesa (Florea y col., 1982;
Greenberg y col., 1983; Kalica y col., 1981,1983).

A partir de estoas estudios surgieron discordancias en rela-
cién al nimeroc y peso molecular de polipéptidoas especificos
tranacriptoasa in vitro vy loas polipéptidos virales en células
infectadas: Y también entre los sintetizados in vitro a partir
de ARN genémico desnaturalizado vy loa sintetizados a partir

de ARN mensajeroca. Parte de eata discordancia deriva del hecho
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que polipéptidos egquivalentea de cepaa diferentes tienen distinto
peac molecular. También hay vaeriaciones producidaa por clivaje
proteolitico de 1los polipéptidos primarioas, dependiendo si los
viruas fueron crecidos en preaencia o ausencia de tripsina.
Actualmente 1la asignacién de codificaciones para la cepeo
de wmono SAl11 esaté4 bien establecida. En la Tabla I1 se preasenta
un resumen de las mismas. En sintesia, el genoma del virus SAll
codifica para S5 polipéptidos estructurales (125K, 94K, 88K,
41K y el precursor (37K)> de una glicoproteina estructural de
pesoc molecular 38K, para 4 polipéptidoa no eatructurales (53K,
34K, 35K y el precursor (20K) de una glicoproteina no estructu-
rald Yy un polipéptido de pesoc moleculer 26K que elgunoas investi-
gadores reportan como no estructural y otros piensan que esté
presente en la cubierte externa del virién en muy pequefias canti -
dadea. En cuanto al producto del segmento genémico 3, reciente-
mente ha saido asignado a un polipéptido estructural presente
en la cukierta interna del virién. El producto del segmento
4 se sigue conociendo como VP33, aungue la nomenclatura mas actual

ya lo denomina como VP4.

1.1.6 ENZIMAS ASOCIADAS AL VIRION.

Loa rotavirua presentan una actividad de ARN polimerasa
@aasociada al virién. Easta fue deacripta primero para un rotavirus
bovinoa <(Cohen, 1977>. Le enzima no puede ser detectada en el
virién completo, aijno que para s8su activacién requiere gue se
remueva la cubierta externa, ya sea por agentea quelantes como
EDTA (Cohen y col., 1973) o por shock térmico (S6°C durante
30 minutosa> (Spencer y Arias, 1981>. La actividad é6ptima de
le polimerasa se logré eantre 45°C a S0°C a un pH=8 y en presencia
de iones de magnesio (10 mM).

También se han esatimado otras actividades enziméticaas que
esté&n ascciadas a la formacién del cap de los ARN mensajeros: nu-
cleétido fosfohidrolasa, guaniltransferasa Yy metiltranaferasza.

También ha s8ido descripta una actividad de poli A polimerasa,
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la gue podria ser una funcién aberrante de la ARN polimerasa
del virién (Gorziglia y Eaparza, 1981). Loa polipéptidos respon-

sables de eastas actividades no han aido aun identificadcs.

1.1.7 MORFOGENESIS VIRAL.

El examen de células infectadas al microscopio electrénico
indica gue 1la replicacién viral tiene lugar en el citoplasma
(Chasey, 1977). Numerosos tipoa de particulas saubvirales han
sido identificadaas en células infectedas (Petrie y col., 1981),
Pero no sSe sabe cuél de ellas es responsable de la produccién
de ARN viral doble cadena y ARN mensajero.

Loa rotavirus tienen una ARN polimerase (transcriptasaa)
asociada al virién capaz de sintetizar ARN in vitro (Flores
y col., 1982). Estudios en reovirus demostraron gue el templado
para la sintesis del ARN genémico es una cadena de ARN(+) (Acs
Yy col., 1971; Sakuma y Watanake, 1971).

La transcripcién del genoma de rotavirus parece ser conser-
vativa, con laa cadenas (+) copiadas de las cadenaa (-) genémi-
cas. Eatas nuevas cadenas (+> aon colineales y coterminales
con las genémicas y sirven de wmensajeros para la traduccién
de protefinaa y también de templado para la progenie del ARN
genémico doble cadena. Loa ARN(+) tienen cap en el extremo 5’
(Imai y col., 1983).

Algunocs resultados indican gque las particulas asmociadas
a replicacién y transcripcién contienen VP11, VP2, VP6, NS34
Yy NS35. Pero las primeras tienen mayor cantidad de NS34 y lasa
segundas mayor cantidad de VP6 (Patton y col., 1987).,

En células infectadas, a las 6 horas post-infeccién (p.i.>
la razén de cadenas (+)/(-) sintetizadas es 1:1:; a las 12 horas
p.i. es de 10:1. A las 6 horas p.i. hay més particulas con acti-
vidad replicasa y @ las 12 horas hay més partficulas con actividad
tranacriptasa (Patton y col., 1987).

Gran parte del concocimineto acerca de la replicacién viral

se obtuvo de eatudios ultraestructurales con microscopioc electré-
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nico, de estudice en aiastemas de transcripcién y traduccién
in wvitro y también con la ayuda de experimentos bioquimicos

Yy anticuerpos eupecificos. Se han descripto las siguientes eta-

pas:

1.1.7.1 Adsorcién, penetracién y denudamiento.

La ruta de entrada del virus a las células permanece poco
clara ain. Los primeros estudios hechos con el virus SAll indica-
ron que la penetracién se produciria por endocitosis, mediada
por receptores celulares (Petrie y col., 1981; Quan y Doane,
1983). En célulaa MNA104, a los pocos minutos post-infeccién
con virus SAll, ase encuentran particulas virales adsorbidasa
en la membrana citoplasmética.

Ludert y col. (1987) realizaron un estudio con microscopio
electrénico Qque indicé que el virus penetra por endoacitosis
nediada por receptores celulares.

El eatudio hecho con el rotavirus humano KUN indice otra
posible via de entrada. Susuki y col. (1985) muestran que aélo
los virus no tratados con tripsina entran en la célula por fago-
citosis o pinocitosia. Por el contrario, sugieren gque loa virus
tratados con tripsina entran por penetracién directa y =aon loa
Unicos que conducen a una infeccién productiva. Eato es confirma-
do por Kaljot y col. (1988) gquienes trabajando con el rotavirus
simio RRV encuentran que 1los virus que tienen VP3 clivada por
tripaina entran répidamente a le célula por penetracién directa
Yy conducen a infeccién. Esta penetracién es inhibida por anti-
cuerpos neutrali:antes contra VP3. Por otro lado, los virus
que tienen VP3 intacta entran por endocitosis y son probablemente
degradados en loas lisosomas. La penetracién directa se produce
en el término de 3 a S minutoas, mientras que en el segundo caso
los virus desaparecen de la superficie de la célula en el término

de 30-50 minutos (Xaljot y col., 1988)>.



1.1.7.2 Transcripcién, traduccién y ensamblajre de particulas

de cépside simple.

Probablemente la transcripcién comienza luego del denuda-
miento de las particulas de dokle cadena. Las particulas de
doble cadena se vuelven transcripcionalmente activas por trata-
miento con EDTA o por shock de calor (Cohen, 1977). La actividad
de ARN polimerasa dependiente de ARN se encuentra asociada a
particulas de capside simple. Loas ARN mensajeros no contienen
secuencias poli A, pero adguieren caps.

No hay evidencia de la existencia de control transcripcional
en rotavirus. El1 ARN doble cadena aintetizado en células infecta-
das se detecta a 1las 2-3 horas p.i. y son todos sintetizados
al miamo tiempo (McCrae y Faulkner-Valley, 1981). Los polipépti-
dos viralea pueden ser detectados a las 3 horas post-infeccién.
Laa dos glicoprotefinas son probablemente asintetizadas por riboso-
mas unidos & membrana, mientras que todos los otros polipéptidos
son sintetizados en ribosomas librea. A las 8 horas p.i. se
observan los viroplasmas (dreas granulares o fibrilares electro-
densas). Se posatulé que el viroplaeasma eas el lugar donde ase repli-
ca el ARN genémico y tiene lugar el ensamblaje de los 'cores®™.
VP6 y VP3 aserian affadidas a estos en el espacio que medie entre
la periferia del viroplasma y el exterior del RER, formando
particuvlas de aimple cépaide (Petrie y col., 1983.1984). Pero

hay que aclarar que el tiempo de incorporacién y la localizacién

intracelular de VYP3 no easté aiun muy claro.

1.1.7.3 Gemaciébn, maduracién y liberacién de partficulas viraslea.

Varicas esatudios con microscopio electrénico han mostrado
la existencia de particulas subviralea que brotan en las membra-
nas del reticulo endopléamico (RER) adquiriendo una envoltura
que luege se plerde en el interior del RER adguiriendo entonces
la particula su segunda cubierta proteica. Se concce poco acerca
de cémo las particulas inmaduras de simple cubierta proteica

se unen a un 3Area especifica de la membrana del RER e inician
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un procesoc de gemacién. Se postulé que la proteina NS28 (producto
del segmento genémico 10) estaria involucrada en este paso,
actuando como receptor de las partfculas subvirales. NS28 ha
sido hallada sclo en las membranas del RER (Kabcenell y Atkinson,
138S>. El1 bloquec de la glicosidacién de NS28 con tunicamicina
determina la acumulacién de particulas inmaduras con envoltura
en células infectadas. Estos resultados sugieren que la glicosi-
dacién de NS28 puede ser importante para el desprendimiento
de la envoltura y la consecuente maduracién de las particulas
virales (Sabara y col., 1982; Petrie y col., 1983>.

Por el contrario, la glicosidacién de VP?7 no es critica
para el crecimiento y maduracién del virus, ya gue variantes
de SAll gue poseen VP7 sin glicosider son infecciosas y crecen
hasta altos tfitulos. Recientemente, Shahrabadi y Lee (1986>
demostraron que el ién calcio es muy importante en la maduracién
de los rotavirus bovinoca. Las particulas producidaa en ausencia
de calcio fueron soclo con cé&pside simple. Un examen de las protef
nas en células infectadaa en estas condiciones mueatran una
gran reduccién de VP7. Los autores concluyen que la inhibicién
total de la produccién de partfculas infecciosas es debido al
efecta combiinadoa de una produccién menor de VP7 y a un incomrpleto
ensamrblaje del virus.

En tiempoas tardiocs de infeccién, la lisis celular libera
a la progenie viral al entorno externo (Altenburg y col., 1980;
Chasey, 1377:; McNulty y col., 1976; Petrie y col., 1982). Eatu-
dios biocquimicos detectaron también algunas particulas liberadas
previo a la lisis celuler. Pero la mayor parte de las partficulas
permanecen asociadas a la membrana y al citceasqueleto (Estes
Yy col., 1379; Masalem y Espejo, 1985).

Inclusiones en forma de cintas han sido observadaa en célu-
las infectadas. Estas inclusiones esté&n formades por VP6 y VP7
b au funcién es desconocida (Petrie y col., 1984; Richardson

y col., 1986).



1.1.8 POLIPEPTIDOS WIRALES.

No hay una nomenclatura uniforme para designar al producto
de los diatintoas genes y eato ha originado algunas controversias
que ain subsiasten. La nomenclatura adoptada en la Tabla II es
la augerida por Rodger y col. (1975S) y designa & los polipéptidos
estructurales como VP con el nimero 1 para el de migracién mas
lenta en geles de poliacrilamida con SDS. Los polipéptidos no
estructurales son designados como NS seguido del peao molecular

correapondiente.

1.1.8.1 Polipéptidoa estructurales.

Las particulas de cubierta simple contienen VP1, VP2, VP4
Yy VP6. La proteina VP66 constituye el 80% de la cépaide interna
y el 60x del totel de proteina viral. VP2 representa el 20%
de las proteinas de la cépside interna. En viriones crecidos
en presencia de tripsina =se cliva dando dos polipéptidos de
peso molecular 88K y 84K (Mason y col., 1980>. VPl y VP4 son
componentes menoreas con pocas copias por virién.

Novo y Esparza (1981) estudiarcon la localizacién de polipép-
tidos en particulas de cépside simple y asocian a VP2 a los
orificioa observados en la superficie de la particula y a VP6
a unideadea morfolégicas triméricas gue dan el contorno rugoso
a las particules de cépside simple. La presencia de formas trimé-
ricas de VP6 fue demostrada bioquimicamente (Gorziglia y col.,
1985S; Sabara y col., 1987).

La topograffia de rotavirus fue estudiada por Bican y col.
(1982) usando degradacién secuencial con agentes caotrépicos. Con
altas concentraciones de ién calcio obtuvo ‘cores' compuestos
por VP11, VP2 y VP4. La protefna VP6 easté& ausente de losas ‘cores®
purificados, lc que provee evidencia de que eate polipéptido
corresponde a las subunidades morfolégicaas de la cépside interna.

La partfcula de doble cubierta se forma con el agregado
de VP3 y VP7 (glicoproteina de pesoc molecular 38K). Se piensa

que una tercera protefna (VP9) también seria integrante de esta
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eastructura, cero aidn no eatd claramente demcstrado (Eates y
col., 1981; Ericson y col., 1982). VP3 sufre clivaje proteoclitico
en virus crecido en presencia de tripsina, dando dos polipéptidos

de PM 60K y 28K.

1.1.8.2 Polipéptidoas no estructurales.

Fueron detectadas 4 proteinaas no eatructuralea en células
infectadas con el virus SAll1: NSS3, NS34, NS3S y NS28, y posible-
mente e}l polipéptido de PN 26K también sea una protefina no es-
tructural.

Ericaon y col. (1982) proponen dgque NSS3 es asintetizada
en grandes cantidades varias horas luego de la infeccién, pero
la velocidad de sintesis decrece cesi a cero a las 5 horas post-
infeccién. Esto podrie indicar que NSS3 no es necessria para
@l ensamblaje viral.

Se ha especulado que NSS3 podria ser un componente de la
replicasa viral (Petrie y col., 1985): i) porgque la secuencia
de aminoécidos deducida del segmento genémico correspondiente
es bésica, ii) porque mutantes ts de esta protefina son deficien-
tea en la sintesias de ARN de simple y doble cadena (Ramig, 1983;
Ramig y Petrie, 1984; Gombold y col., 1987) y 41ii) NS3S se en-
cuentra en el viroplasma que es el luger donde ocurre la rerlica-
cién y ensamblaje de la estructura del virus,., Sin embargo, estu-
dios recientes in vitro no coinciden con esta easpeculacién. Dos
proteinaa del virus cepa bovina Lincoln pueden unirse a ARN
luego de ser transferideas a membranas de nitroceluloasa {(Boyle
y Holmes, 1985>: VP2 y NS34. VP2 se une preferentemente a ARN
asimple y doble cadena sugiriendo gue podria estar involucrada
en la actividad de la replicasa. Aislando pertfculas subvirales
asintetizadas en células infectadas con el varus SAll y examinando
su activided de transcriptasa y replicasa, Patton (1987) okservé
gque la compoaiciédn proteica de las partficulas con actividad
de replicasa tenfian més cantidad de NS34 compmaradas con las
particulas con actividad de transcriptasa. Podria ser gue fuera

NS34 y no NS3S 1la gue eaatuviera involucrada en la actividad
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de replicasa.

NS28 es wuna glicoproteina de tranamembrana. Se encuentra
en la membrana del reticulo endoplésmico con una zona hacia
el lado citoplasmético de la membrana y otro interaor al RER. Su
presancia revela una regién bésica interna a la z=ona hidrofébica
aminoterminal qgque puede servir de sefial para terminacién de
transferencia a través de la membrana del RER (Ericson y col.,
1983). Se supone que puede actuar como receptor de las particulas
inmaduras que brotan dentro del RER, actuando centralmente sobre
la formacién de la cépside externa. En este sentido se piensa
gue podria influencier propiedades dependientes de easta cépside
2ai se produjeran ligeras alteraciones en la orientacién de los
antfigenos tal que, por ejemplo, fuera expuesto otro sitio antigé-
nico (Sabara y col., 1984)>. Ericson y col. establecen otras
dos hipétesis sobre el rol de NS28: i) inhibidor del transporte
de glicoproteinas fuera de las membranas del Golgi y del RER
y ii) bombeador del ién calcio, lo gque favorecerfia el procesco

de ensambleje de la cédpside externa.

1.1.8.3 Sinteais y procesamiento de glicoproteinas.

Los rotavirus tienen doa glicoproteinas: VP7, una proteina
de la cépside externa y NS28, una proteina no estructural.

Ambas glicoproteinas tienen carbohidratos del tipo “alta-ma-
nosa' unidoa a la cadena peptfdica por enlaces N-glicosfdicos.
Experimentos de incorporacién de azicares radioactivos demuestran
que a6lo incorporan manosa Yy glucosamina, perc no fucosa ni
galactosa. E1l tratamiento con neuraminidasa no altera la migra-
cién de laas glicoproteinas en geles de poliacrilamida, pero
en cambio acn sensibles a la digestién con la enzima endo fH-ace-
til glucosaminidasa (endo H)> (Ericson y col., 1982).

Loa carbohidratos agregados son luego parcialmente removidos
(“Tramming')>. NS28 deriva de NS23 por proceso de “trimming”
de oligosacédridoa. La glicosidecién de VP77 es un proceso co-tra-
duccional y su precurasor no puede ser detectado en células infec-

tadaas. En cambio el precursor 20K de NS28 estd4d siempre presente



en células infectadas.

El precursor de NS28 tiene una secuencia sefial no clivable.
Para VP7 se ha descriptc que en realidad se traducen dos polipép-
tidos & partir del segmento genémico 9, gue tiene dos AUG en
fase seguidos de doas zZonas gque codifican para aminocd&cidoas hidro-
fébicos. El1 polipéptido traducido desde el primer codén contiene
una secuencia sefial clivable, en tantc gue el traducido desde
el segundo contiene una sefial no clivable (Chan y col., 13986).

Ninguna de las glicoproteinas es transportada a membrana
rlaasmdtica, donde no se detectan antigenos virales (Petrie y

col., 1982).

1.1.8.4 Propiedades biolédgicas de las proteinas WP3 y VP7.

La glicoproteina VP7 es el principal antfgeno de neutraliza-
cién y presenta gran heterogeneidad genética y antigénica (Bas-
tardo y col., 1981; Greenberg y col., 1983. Sabara y col. (1985)
encuentran que VP7 es responsable de la adsorcién del virus
a la célula y qgque la glicosidacién no juega en esto ninguna
rol.

VP3 es responsable del aumento del numero de placas formadas
con tratamiento del virus con proteasas (Kalica y col., 1983),
de la habilidad del virus de replicar en cultivo de tejidos
(Esteas y col., 1981)> y de la restriccién del rango de huéspedes
(Lépez y col., 1986)>. EL clivaje de VP3 por tripsina determina
un aumento de la infectividad del viruas, activando probablemente
un pasc temprano de la replicacién, ya sBea a través de un cambio
conformaciconal de YP3 o por una propiedad de alguno de los extre-
moa formados (Lépez y col., 1986).

VYP3 es reaponsable también de la actividad de hemaglutina-
cién observada en algunas especies de rotavirus y de la produc-
cién de anticuerpos neutralizantes de la infectividad viral
(Kalica y col., 1983: Greenberg y col., 1383)>.

Se ha estudiado también el rol de VP3 en la virulencia
de los rotavirus en el tracto inteastinal (Offit y col., 1986)>.

Los rotavirua bovino NCDV y simiano SAll presentan distintas
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caracteristicas de enfermedad en el tracto intestinal cuando
aon inoculados en ratén neonato. Los estudios realizadoa en
este sentidc muestran gque el virus SAll es m&s virulento en
eatas condiciones que NCDV y gque la dosis requerida para causar
diarrea en el 50x de los ratones es SO veces menor con SA1l. Ex-
rerimentos con recombinantes por intercambio de asegmentos (“reas-
sortments') entre eatos dos virus demuestran que la dosis reque-
rida estd determinada por el segmentc 4, cuyo producto es VP3.
Estoc necesitaria estudiarse m&s para ver si estos datos realmente
coinciden con las caracteristicas de la virulencia en huésped
homélogo.

Por medic de estudics de hibridizacién ARN-ARN, Flores
y col. (1986) encuentran que el segmento 4 estd altamente conser-
vado entre cepas asintomdtices que infectan nifioa recién naci-
dos, ain cuando pertenecen a distintos serotipoas. En cambio
no logré hibridizacién con diatintas cepas virulentas aisladas
de nifios con diarrea. Estos datos sugieren gue la diferencia
en virulencia puede resultar, en parte, de las diferencias en
el producto del gen 4 entre ambos grupos de virus.

Lépez y col. (1986) infieren la posibilidad de que pueda
haber una relacién entre laa secuencias vecinas a los sitios
de clivaje de VP3 y la eapecificidad de especie y la patogenici-
dad. En rotavirus humanos encontraron gque esta secuencia estaba
altamente conservada entre los serotipoa 1,2 y 3 pero que habia
diferencias significativas en una cepa aislada de un neonatoc

aaintomético y también en cepas aisladas de animales.

1.1.8.5 Localizacién de los polipéptidos virales en las células

infectadas.

Se ha eatudiado la distribucién de los distintos polipépti-
doa viralea en cé&lulas infectadas usando como marcadores inmuno-
citogquimicos particules de oro colcidal, electro-densas recubier-
tas con anticuerpos (Richardson b col., 1986: Petrie y col.,
1984)>. En la Tabla IIIX se resume eata localizacidén, como aai

también el posible rol de los distintos polipéptidos virales



TABLA II1I.

LOCALIZACION DE

LGOS

PCLIPEPTIDOS DE_Sail

Y SU FUNCION EN

LA MORFOGENESIS VIRAL.

Eatructura Funcién Componentes

celular hipotética

Viroplasma replicacién ARN vP2 -
(NS35)> NS3S

Espacic entre 1la
periferia del viro-
plasma y la parte
externa del RE

NMembrana del
retficulo endoplé&smico

Lumen del reticulo
endoplésmico

Incluaiones nuclea-

rea y citoplaaméticas

Particulaa virales
maduras

ensanmblaje de
cores virales

adicién de VP6 y VP33
a los cores antes de
la unién de las par-
tfculas subvirales a
NS28

ainteajias de VP77 y NS28.
Pasaje de VP7? al lumen.
Brote de particulas gue
adguieren aai una envoltura.

desintegracién de la en-
voltura viral y adicién
de VP7 a los viriones
madurocs

probablemente no
esenciales

infecciédn de
célula huésped

productoc gen 11

vVP3
vP6

VP7 (durante au

sintesis)
NS28

vP7
NS28/fragmentos
de membrana

prarticulas virales

VP66
VP7

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

Petrie &t al. (1984).

» Eatos son los componentes identificadoa hasta
bles componentesa del viroplasma aon ARN,

vP1l,

la fecha.
NSS3 y NS34.

Otroa posi -



en la woarfagénesis.

VP? aparece en laa particulaa de doble cd4paide ain envoltu-
ra, fuera de las envcoclturas, radeando a las particulas inmaduras
dentre del RER y a 1lo largo de las membranas del RER. Seria
sintet:zada en las membranas del RER y pasaria luego al interior
del lumen (no hay regidén hidrofébica carboxi-terminal), donde
permanece libre, no pudiendo asociarse con las partfculas de
cdpaide simple con envoltura.

NS28 se encuentra sélo en las membranas del RER. Se ha
postulado que sau funcién serfia dependiente de su estructura
secundaria, terciaria y posiblemente cuaternaria.

De acuerdo a loa estudios ultraestructurales, la maduracién
del vairus ae completaria en el lumen del RER. Sin embargo ae
postul a que la remocién de cligosacéridos (“trimming') se efec-
tuaria en las membranas del Golgi, dado gque las manoaidasas

residen en eate organoide.

1.1.9 PROPIEDADES ANTIGENICAS DE LOS ROTAVIRUS.

Los rotaviruas presentan por lo menos 4 antigenos principa-
leas: 1> antfigeno de Grupo, asociado a laa particulaa de céadpside
simple: iid antigeno de Subgrupo, asociado también a particulas
de cdpside aimple:; 143> antigeno de neutralizacién especifico
de serotiro, asociado a las proteinaas de la cépside externa
Yy iv)> hemaglutinacién, asociado a VP3.

Ls hemaglutinacién probablemente refleje una reactividad
especifica de serotipo, pero no ha sido totalmente caracterizada
Yya que no todas las cepas de rotavirus poseen eata actividad. Kon-
no y col. (1983) demostré que hay actividad hemaglutinante detec-
tabble en caiertas cepas humanas si el virus se propaga en ausencia

de tr:psina.

1.1.9.1 Grupo y Subgrupc.

Experimentos con anticuerpos monoclonales han confirmado

por 1o menos dos especificidades antigénicas sobre la proteina
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VP& (Kapilian y col., 1981; Thouless y col., 1983). Une de las
especificidades es la de Grupo, que se encontré que era compar-
tida por toados loa rotaviruas de todas las eapecies humanas vy
animales. ElL.L. posterior descubraimientoc de cepas de rotavirus
que no compartfien esta especificidad, llevé a la clasificacién
de los rotaviruas en diversos Grupos que se denominaron A, B,
Cc, etc. Dentro de cada uno de los grupos, todos los virus asisla-
dos de diferentes especies animales comparten un antigeno comun.
El Grupco A es el que representa a los rotavirus més conocidos
Yy estudiados y que estén perfectamente identificados como agentes
de la diarrea neonatoal. Los virus pertenecientes a loa otros
Grupoa se conocen como atipicos®.

La otra especificidad existente en VP6 es la de Subgrupoc
Yy ha aido caracterizada para loas rotavirus del Grupo A. Hay
dos Subgrupos bien caracterizados: I y II. Casi todas las espe-
cieas de rotavirua animales pertenecen al Subgrupo I, mientras
que las humanas han sido encontradas comunmente comoc pertenecien-
do a cualgquiera de loas dos Subgrupoa. Recientemente se han detec-
tadeo 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 estimé que todos los
rotavirua humancs de Subgrupo I tenfian una menor movilidad elec-
troforética de los segmentos 10 y 11 (electroferotipos cortos).
Eato no ea vélido para los rotavirus animales, donde la mayoria
pertenece al Subgupo I y tienen electroferotipos largoas (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 atipicos.

Los rotavirua atipicos (o Grupoc no A) tienen muchas de
las propiedades morfolégicas, bioguimicas y biolégicas descriptas

originalmente para el Grupo A, perc no comparten el antigeno
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comin de este Grupo. Han sido identificadcs en varias especies
en més de 14 pafses. Parecen ser muy comunes en algunocs animales
(poliocs, pavos, cerdos y cordercs) perc menos comunes en el
hombre y en otras especies animaleas como los bovinos.

Deade 1980 han sido reportados rotavirus atipicos en cerdos
(Bridger, 1980; Saif y col., 1980; Sigolo de San Juan y col.,
1986>, polloa (McNulty y col., 1981; Bellinzoni y col., 1987),
humanos (Rodger ¢y col., 1982; Dimitrov y col., 1983:; Sorrentino
y col., 1986; Nicolas y col., 1983), bovinas (Chasey y Davies,
13984)>, y corderos (Snodgrasas y col., 1984).

Los electrofercotipos fueron usados como diagnéstico prima-
rio, yYya que los distintoa Grupos antigénicos presentaban agrupa-
mientos de segmentos caracterfisticom que diferfian de los del
Grupoc A, eapecialmente por la ausencia del triplete formado
por loa segmentos 7-8-9. La comparacién en tests serolégicos
llevéd a caracterizar en un principio la existencia de al menos
tres Grupos: A, B y C que inclufian especies aisladas de humanos
Y animales (Pedley vy col., 1983). Luego se eatablecié el Grupo
D con el virus aviar 132 (Snodgrass y col., 1984) y recientemente
el Grupo E en cerdos (Pedley vy col., 1986). Una comparacién
reciente entre loas viruas aviares A4 y SSS mostré que no comparten
el antfigeno de Grupo entre sf, ni con los otroa preestablecidos,
por lo Qque podrian existir 6 y posiblemente 7 Grupos. En el
cuadro aiguiente s8se presenta un resumen, tomado de Bridger
(1987)>, donde se resumen las especies animalea en las gque fueron

detectadoa los diatintos Grupoa antigénicoa:

A B C D E F G
muchas cerdos cerdos pcollos cerdos pollos pollos
especieas terneros humanos

corderos
humanosa

Rotavirus humanos de Brasil, Australia y Gran Bretafia com-
parten el Grupo C con algunoa rotavirus porcinos (Bridger y

col., 1986>. Un rotaviruas aiaslado en China comparte el Grupo
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B con cerdos, ovejas y terneros (Saif y Theil, 1985)>. Aislamien-
toa de ratas y pavos no han sido aun agrupados seroclégicamente.

No se observé proteccién cruzada entre virus porcinos de
Grupoa A y B (Bridger y col.., 1982), ni entre Grupos A y C (Bohl
y col., 1882>. M&s aun, tampoco la hubo entre dos rotavirus
del Grupo B, sugiriendc gue dentro de cada Grupo hay diferencias
antigénicas importantea (Saif y Theil, 1983)>. In vivo, los rota-
viruas atipicoa replican en las mismas células que los del Grupo
A (enterccitos maduros del intestino delgado).

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

antigénicos de rotavirusa.

1.1.9.3 Serctipos-Especificidadeas de neutralizacién.

Loa antigenoas especificos de serotipcs son los detectados
por ensayos de neutralizacién de la infectivided viral. Entre
loa rotavirus pertenecientes al Grupo A hay por lo menos 10
serotipos definidas, basados en &l criteric establecido de que
debe haber una diferencia de 20 veces o mas entre el titulo
al gue es neutralizado el virus en el ensayo y el titulc al
que lo neutraliza el suero homélogo. En el sistema de rotavirusa
se reguiere &1 usc de suercs hiperinmunes para diferenciar clara-
mente entre serctipos ya gque el suerc convalesciente muestra
amplia reactividad vy bajo titulo neuwtralizante (Estes y Graham,
1980: Gaul y col., 1982; Wyatt y col., 1382).

La Tabkla IV describe los serotipos caracterizadas dentro
del Grupo A en distintaas especiesa. Como se ve, varios serotipos
son compartidos por cepas humanas Yy animales, o por animales

de diferentes especies.
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Grupo antigénico

36 Todas las edades

100

o
/6 Positivos

Grupos por edad 1

Figura : Presencia
de rotavirus en suero

mientas de Inglaterra

99% 86% 77% 42%

2 3 4 1

2 3 4 1

2 3 4 1 2 3 4

de anticuerpos contra 4 grupos antigénicos
de 162 cerdos pertenecientes a S estableci-

(affoc 1981). Los resultadoas han sido agrupa-

doa segun la edad de los animales. Grupoc 1: 3 a 8 semanas; grupo
2: 10-12 semanas; grupo 3: 15-26 semanas; grupo 4: adultos.
(Grédfico tomado de Bridger, J.C., Pigas Newa and Information
9: 23-26, 1988).
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Tanto VP77 como WVP3, proteinas de la cépside externa del
virus, parecen ser igualmente importantes en determinar la pro-
duccién de anticuerpcs neutralizantes contra el virus, aungue
no esté claro =i estos anticuerpos tienen el mismo rol en la
proteccién contra infeccién o enfermedad. En los primerca tiem-
pos, se consideré que VP7 era el antigeno de neutralizacién
principal, perc recientemente estudics genéticos y con anticuer-
pos  monoclonales han mostrado que anticuerpos contra VP3 tienen
también actividad neutralizante in vivo e in vitro (Taniguchi
Y col., 198S; Offit y Blavat, 1986; Offit y col., 1986).

Las eapecificidades de neutralizacién presentes en VP33
y VYP7 segregan en forma independiente en la naturaleza. Con
estudios de recombinantes aislados luego de infecciones mixtas,
Offit y Blavat encontraron que tanto el gen 4 como el 9 cosegre-
gan caon el fenotipo de neutralizacién especifico de serotipo. Los
recombinantea Qque poseen el gen 4 de un parental y el 9 del
otro, tienen el fenotipo de ambos parenteles. Por otro lado,
en los dYlitimos tiempos =2e han acumulado datos sobre distintas
cepas aisladas de humanos y de animales gue ocresentan caracteris-
ticas de neutralizacién *"intertipicas*, estos ea, que tienen
los antigenos de neutralizacién de dos serctipos distintos repre-
sentados en VP3 y VP7. El rotavirus M37 es una cepa intertipica
aislada de un recién nacido asintom&tico. Sueros hiperinmunes
levantados contra M37 neutralizan virus del serotipo 1 (Wa)d
y de serctipo 4 (ST4). EL @andélisia de recombinantes determindé
que M37 comparte VP3 con ST4 y VP7 con Wa. Por otra parte quedé
demostrade que VP3 ea un inmunégeno tan importante como VP?7
(Hoshino y col., 198S).

La neutralizacién cruzada entre la cepa canina CU-1 (Seroti-
po 3 Yy la cepa porcina Gottfried (serctipoc 4) est& dada ror
el hecho de compartir YP3, al igual que entre las cepas porcinaa
SB-1A (serotipoa 4 y 5 y la cepa 0OSU (serotipo 3.

En un trabajo muy reciente Hoshino y col. (1388)>, trabajando
con un recombinante que tiene 10 genes de la cepa porcina 0SU

(serotipo S Y el gen que codifica para VP7 de la cepa porcina
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Gottfried (serctipo 4), demcastrarcon mediante la vacunacién oral
de lechones gnotobiéticoa, gque VP3 es un inmunégeno tan importan-
te como VP77 en la induccién de anticuerrpos neutralizantes luego
de infeccién entérica. El sistema inmune del huésped reconoce
tantoe a VP3 como a VP77 ya que se producen anticuerpos a iguales
niveles contra ambaa proteinas. Similarmente, luego de hacer
descarga con virus virulento en los animales vacunados, los
anticuerpos contra VYP3 del recombinante protegen a los lechones,
Ya gue no presentan diarrea contra la descarga de virus virulento
de la cepa 0SU. El miamo resultado ae obtiene cuando ae usa
la cepa intertipica natural SB-1A gue tiene VP3 similar a OSU
Yy VP7 de la cepa Gottfried. .

Algo similar habfa sido demostrado antes por Offit y col.
(1386) con recombinantes que tenien los genes 4 y 9 de las cepas
SAl1l (ST3> y NCDV (S5T6). La inmunizacién oral de ratas gestantes
con laos recombinantea proteje luego a los ratones lactantes

contra diarrea por descarga de ambos parentales.

1.1.9.4. Prcocteccién cruzada entre distintos serotipos.

Hay evidencia de gue existen epitopea de reaccién cruzada
entre saserotipos (ST)> Y que estarfian preferentemente ubicados
en VP3., Se han producido anticuerpos monoclonales contra VP3
que neutralizan los aerotipos 1 y 3 (Taniguchi y col., 1985). Me-
diante el anédlisis de variantes antigénicas seleccionadas en
presencia de anticuerpos monoclonales de reaccién cruzada, se
revelé la exiastencia de al menos trea epitopes distintos respon-
sables de neutralizacién cruzada en VP33 (Taniguchi y col., 1987).
La protefina VP3 posee epitopes especificos de serotipo y otrosa
compartidosa.

Florea y col. (1986)> encontrarcn que la diversidad de VP3
entre los aserotipos 1, 3 y 4 ea limitada. En cambio con reaspecto
al serotipo 2, encontraron que era mé&as fécil obtener anticuerpos
monoclonales especfificos de serotipo que con los tres anteriores,
Yy no pudieron producir ninguno de reaccién cruzada, lo que sugie-

re una marcada diferencia en la estructura antigénica.
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El rol de VYP3 en la proteccién heterctipica puede ser muy
importante. Offit y col. encuentran gue un anticuerpo monoclonal
contra VP33 de 1la cepa porcina OSU (STS) neutraliza in vitroe
Yy protege in vivo contra las cepas 0OSU, la cepa simiana RRV
(ST3) Yy la cepa bovina UK (ST6). Por otro lado, los anticuerpos
monoclonalea contra VP?7 sclo neutralizan su propio serotipo.

Por 1lo expuesto hasta ahora y en muchos otros trabajos
sobre el tema, surge la neceaidad de establecer una nomenclatura
binaria para 1la clasificacién de serotipos en rotavirus, del
tipo de la establecida para el virus influenza, con una especifi-
cidad para cada una de las proteinas gque induce anticuerpos

neutralizantes (Hoshino y col., 1985).

1.2 PARENTESCO GENETICO ENTRE CEPAS HUMANAS Y ANIMALES.

A pesar de que existe amplia evidencia de gque el rango
de huéspedes de los rotavirus es restrictivo en la naturaleza,
la barrera interespecie puede ser evitada experimentalmente
(Mebus y col., 1976). No hay evidencia epidemioclégica que seres
humanos puedan infectarse con virus animales y viceversa. Sin
embargo, bajo condiciones experimentales se producen recombrina-
ciones de segmentos (“reassortment') entre virua humanoa y anima-
les o entre virus animales de distintas especies (Matsuno y
col., 1980; Greenberg vy col., 1980; Offit y Blavat, 1986; Shaw
y col., 1986;:; Taniguchi y cal., 1987).

Florea y col. (1985) eatudiaron el parenteaco genémico
entre virus diferentes con la técnica de hibridizacién cruzada
con sondaa radiocactivas. Estcs auvtores encuentran un altoc grado
de homaclogfa entre cepas de la misma eapecie animal. Peroc un
data muy interesante es el extensaoc grado de homologia encontrado
entre la cepa humana Wa (ST1) y las cepaa porcina 0OSU y EE (STS).

Por otro lado, dentro de los serotipos definidos por Hoashino
y col. (1984)>, ae encuentran cepaa humanas y animales o cepas

de distintas especies animales compartiendo el miasmo serotipo.
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Esto rmuede tener un significadca evolutivoe ya que ciertas
divergencias en la evolucién podrian provenir de recombinaciones
de segmentos interespecies. Varics estudios han establecido
vya la evidencia que 1la recombinacién de segmentoa entre cepas
diatintas se da también in vivo (Gombold y Ramig, 1986). Esto
también despierta gran interés por el posible rol que puedan
tener en la existencia, nunca demostrada, de una =zoconosis, donde
recombinaciones entre virus humanos y animales dieran surgimiento

cada vez a variantes antigénicas diferentes.

1.3 PROPAGACION EN CULTIVO CELULAR.

En un comienzo hubo grandea dificultades para lograr el
cultivo in vitro de los rotavirus y especialmente para establecer
el pasaje seriado de éstos en cultivos celulares. Hasta 1981
s&lc un nimero Jlimitado de aislamientos bovinos y porcinos vy
muy pocos humanos, pudieron ser crecidea in vitro (Mebus y col.,
1971; Theil y col., 1977; Welch y Twiehaus, 1973).

Se logré un gran avance mediante el usoc de proteolisis
moderada para aumentar la infectividad viral (Babiuk y col.,
1978; Barnett y col., 1979>. Theil y col. (1977) comunicaron
el aislamiento Yy pasaje exitosoc en cultivo celular de rotavirus
porcinos cuando las suspensiones virales eran tratadas con pan-
creatina previo a la inoculacién acbre las monocapas celulares.
Luego, otros investigadores demostraron gque el tratamiento con
tripsina aumentaba notablemente la produccidén in vitro de rotavi-
rus bovinos (Almeida y col., 1978; Clark y cal., 13979).

Graham y Estes (1980) probarcon varias encimas proteocliticas
y encontraron que asélo tripsina y elastasa aumentaban reproduca-
blemente la infectividad de rotavirusas. Cuandoc la tripsina estaba
preasente ademés durante varios ciclos de replicacién, el aumento
del titulca viral fue de 10 a 1000 veces.

El cultivo de varias cepas humanaa sase logré combainando

eate procedimiento con el vuso de tubos o botellas “rollers'™,
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que se mantienen girandc permanentemente (Sato y col., 1981
Fukusho y col., 1981>. Hay wuna gran variedad en la cantidad
Y caracteristicas de efecto citopético (ECP) producido por cada
cepa vy ain es relativamente bajc el porcentaje de aislamientos
que se han logrado crecer in vitroa. Esto &8 un preoblema mayor
con los Grupos atipicos (no A) y s6lc recientemente se logré
crecer una cepa del grupa C (Terret y Saif, 1387).

Hay cepas gue pueden ser crecidas sin tripsina (cepa bovina
UK y la simiana SAll) pero en esas coandiciones no producen placas
en agar. Fue desarrollado un ensayoc eficiente de plaqueoc usando
agar al O©0.6%, con tripsina acetilada (3 pg/ml> y DEAE-dextranc
como un segundo facalitador que aumenta el tamafio de las placas
(Smith y col., 1979; Urasawa y col., 1981). Pars cepas gque no
producen placas se han desarrollado ensayos de cuantificaciédn
por focos fluorescentes, efecto citopético en tubos giratorios
y <focoa positivos a inmunoperoxidasa (Barnett y col., 1979;
Banatvala y col., 1979; Schoub y col., 1979; Gerna y cal., 1984).

No estéd aiun elucidado el motivo de la multiplicacién defec-
tiva de los rotavirus in vitro. En el ceaso de muestras no adapta-
bles se ha visto que se producen grandes cantidades de particulas
defectivas Qque no poseen la cukiierta proteica externa (McNulty
y col., 1978>. Esparza y col (1980) comunicaron gque ain cuando
en un cultivo el 60% de las células estén infectadas con rotavi-
rus, la mayor parte de las particulas virales producidas son
de cubierta simple. Estes y col. (1983) discutieron la posibili-
dad de que loas métodos de cultivo corrientes eatén meramente
seleccionando mutantes cultivables, dado gque & veces ason necesa-

rios muchos pasajes antes de detectar efectoc citopético viral.

1.4 PATOGENESIS.

ia infeccidén por rotavirus conduce a la desatruccién de
loa enterocitos diferenciados de la mitad diatal de las vellosi-
dades intestinales, interesando al intestino delgadoc en su con-

Junto. Lasa cé&lulas apicales son preferentemente destruidas,
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liberanda rapidamente las particulas virales en el lumen del
intestino. Se observa gue las vellosidades se acortan en longitud
y se suelen fusiconar entre ellas (Bishop y col. 1973; Davidson
Yy col., 1977)>.

Las células diferenciadas gque se pierden son reemclazadas
por células inmaduras de las criptas, las que son mucho menos
susceptibles a la infeccién. Easta serias la forma en que la enier-
medad tenderfia a autclimitarse (Woocde y Bridger, 197S5S; Snocdgrass
Yy col.. 1977>.

Las nuevas células gue reemplilazan a las maduras lisadas,
son deficientes en disacaridasas. La diarrea es debida probable-
mente a la disaminucién de absorcidén de la superficie inteatinal
como resultado de la destruccién de las vellosidades y laas subse-
cuentes deficiencias en enzimas de loa nuevos enterocitos inma-
durcas. El1 sindrome de malabsorcién &s exacerbado por la acumula-
cién de lactosa en el intestino grueao, impidiendo alli la absor-
cién del agua a través de un efecto osmdético (Granam y coi.,
13882>.

La enfermedad est& caracterizada wpor diarrea., ancorexia,
depresién, hipertermia, y a veces vémitos, con un findice de
mortalidad que varia entre el 7 y 2ZO% (McNulty y col., 13976:
Woccde y col., 1976; Bohl y col., 1978:; Utrera y col., 1984:
Rodriguez y col., 1977). Laas infecciones experimentales hechas
en animales privados de calostro provocan sistematicamente la
aparicidén de un sBindrome diarreico mnds o menos severc en el
espacic de 20-24 horas, con una duracién gque varfa entre varias
horas a varios dias. El1 an&lisis de materia fecal permite cbser-
var que la fase de diarrea coincide con una importante excrecién
de virus (aproximadamente 1010 cartficultas  virales ©oor gramo
de hecesa).

El mecanismo principal de transamisidén del virus es rorobable-

mente la via fecal-oral.
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1.5 METODOQS DE DIAGNOSTICG.

La identificacién original de los rotavirus fue hecha con
el Microscopic Electrdnico y esta técnica ha sido luego extensi -
vamente vusada en todo el mundo. La morfologfia caracteristica
de los rotavirus es facilmente distinguible en tincicones negati-
vas de mueatras de materia fecal. Sin embargo, el usoc del ME
ea limitado, reguiere peraonal muy eapecializado y no es apropia-
da con grandes nimercs de muestras. Es muy tGtil cuandoc se trata
de confirmar un resultadc determinado por otro método y para
diagnéatico de 1los rotavirus que no pertenecen al Grupo A y
que dan resultados negativos a los tests serolégicos.

El analiais del genoma por electroforesis en geles de polia-
crilamida (PAGED» e; un método sencillo, aplicable a gran numeroc
de mueatras, senaible y permite detectar todos los Grupos antigé-
nicos adem&s del A.

El test que probablemente sea el m&s usado para diagnéstico
Y especialmente cuando se trata de chequear gran nimero de mues-
tras es el inmunoensayc en fase adélida en aus diastintas varian-
tes, usando anticuerpcs policlonales o monoclonalea, de gran
sencillez y sensibilidad (EIA, ELISA, RIA (Thouless y col.,
1978: Rodriguez, 1978; Yolken, 1978; Z2iasis, 197S5; Kapikian
y col., 1981).

También se han usado otras técnicas, como fijacién de com-
plemento (FC), inmunca adherencia hemaglutinacién (IAHAY, aisla-
miento en cultivoas celulares (CC), inmunoperoxidasa acbre tejidos
(IPA>, inmunofluoreacencia scobre tejidos o cultivos celulares
(IF>, contrainmunoelectroforesis (CIEF), etc.

Recientemente =s& han utilizada técnicas de hikridizacién
in situ de sondas marcadas a ARN genémico desnaturalizado e
inmovilizado scbre membranas de nitrcoccelulosa (Flores y col.,

1383>. Este parece ser un método sensible y muy especifico.



1.6 RESPUESTA INMUNE A& INFECCION POR ROTAVIRUS.

Se ha esatudiado en nifios y en animales el desarrocllo de
anticuerpcs locales y humcrales luego de infeccién por rotavirus.
Enseguida de la infeccién hay un incremento temporarioc de Igi,
seguidoc de una respueasta de IgG e IgA. Correspondientemente
hay un aumento en intestino de IgA secretoria (Estes y col.,
198%).

El sitioc especifico de infeccién por rotavirus (enterocitos
madurcs de las vellcsidades intestinales) hace gue sea improbable
que los anticuerpos séricos jueguen el rol principal en la pre-
vencién de la enfermedad, sinc gue &ste le corresponde probable-
mente al sistema local de inmunidad de mucosa. No se conoce
el 1rol de las inmunoglchulinas especificas circulantes en la
enfermedad. En cambic, ha sido encontrado que la IgA inteatinal
adguirida activa o pasivamente es protectora (Snodgrass y Wells,
1976; McLean y Holmes, 1981).

También ea poco claro el rol gque juega el sistema inmune
mediado por células, pero parece jugar un cierto rol en la recu-
peracién de la enfermedad, ya que nifica con defectos en su siste-
ma inmune mediado por células o individuos inmunosuprimidoa
pueden convertirse en excretores crénicos de rotavirus (Saulsburg
y col., 1980; Yolken y col., 1982>.

Estes y col. (1385) lJlegan a las siguientes conclusiones,
muy importantea a tener en cuenta:! i) frecuentemente se produce
infeccién s8in que haya enfermedad clinica; ii) los anticuerpos
circulantes son indicativos de infeccién previa, pero no son
indicadores confiableas de inmunidad & la enfermedad producida
por virus del mismo o distinto serotipo; iii)> la presencia de
anticuerpos localea en el intestino provee proteccién a enferme-

dad clinica, perco aélo muy altos niveles orevienen de infeccién.
1.6.1 INMUNIDAD PASIVA EN BOVINOS Y FORCINOS.

Una efectiva inmunidad pasiva depende de la presencia conti-

nua de una adecuada cantidad de anticuerpocs en el lumen intestai-
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nal. En lechones y ternercs no hay oasaje trasplacentaric de
inmunoglobulinas, de modo que la transferencia de anticuerpos
materncs al necnato por via del calostro y leche es esencial
para poveer inmunidad en eatas especies. Las inmunoglobulinas
del calostrao son absorbidas intactas, en forma no selectiva,
por el epitelio intestinal durante las 24 a 48 horas posteriocres
al nacimiento (Brandcn y coel., 1971; Poarter y Allen, 1972).

Hay varios factores en el calostro que pueden evitar la
degradacién proteclitica de 1las inmunoglcobulinas presaentes,
tales como inhibidores de la actividad de tripsina (Pineiro
y col., 197S>. Se han encontradco altos titulos de anticuerpos
antirotavirua en el calostro bovino y porcino, los que declinan
rdpidamente a niveles muy bajos 1luego de 4 dias de lactancia

(Snodgrass y col., Woode y col., 197S; Saif y Bohl, 1380)>.

1.6.2 DESARROLLO DE WVACUNAS EN PORCINOS.

La maycoria de los estudios se han volcado a lograr el aumen-
to de loas anticuerpca en la leche materna. Los estudios de esti-
mulacién de intestinc se han hecho preferentemente con el virusas
TGE (Gastroenteritis Transmisikle Parcina) (Saif y col., 1980).,
La inoculacién oral repetida de antigeno no replicativo o muerto
no produjo aumento de IgA en leche, como tampaco la inoculacién
oxral de virus atenuado. Se probé con virus menos atenuado, bus-
cando una mejor replicacidén en intestino, pero eatoc resultéd
patogénico para los lechones recién nacidos.

La inmunizacién parenterasl, en madres gestantes, logra
fundamentalmente un aumento de IgG, que también ha demostrado
ser protectora a altaas concentraciones (Snodgraas y col., 1978).
La incculacién parentersal con vacunas inactivadas adyuvadas
resulté en un importante aumento de antaicuerpos en calostro
Yy leche <(Snodgrass y col., 1980: Saif y col., 1984)>. En general
este tipo de vacunas ha aido dado como efectivo ara prevenir
la aparicién o diaminuir la gravedad de la diarrea més que a

inhibir totalmente la excrecién de virus (Tzipori y col., 1980;
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Wyatt y col., 13739; Ramos y coi., 1387).

La vacunacién prolonga el tiempo durante el cual el neonato
eas protegido por la presencia de anticuerpos ingeridos en el
lumen intestinal. El miamo efecto se logra con la ingestidn
de calostra inmune como refuerzo de la dieta diaria. Hay expe-
riencias en que se proteje de enfermedad clinica usando calostro
de especies heterélogasa, por ejemplo de bovinoas (Bridger y col.,
1981>. El1 hecho que haya cierto grado de replicacién activa
del virus en el tracto intestinal provee inmunidad activa contra
subsecuentes infecciones. Gaul Yy col. (1982) encontraron que
la proteccién cruzada in vivo en cerdas fue observada sélo con
cepas pertenecientes al mismo serotipo.

Ha habido también intentos de eatimular la inmunidad activa
de los lechoneas lactantes con vacunas atenuadas. Esto se probé
con una vacuna de origen bovino (atenuada para cerdos) y también
con una cepa atenuada porcina (Leece y col., 1979; Hoblet vy
col., 1986)>. Pero la cepa vacunal no se replicé o lo hizo a
niveles no detectablea. Probablemente la presencia de anticuerpos
de origen materno en el intestino del animal hace gue eate tipo
de vacunas sea ineficaz y no induzca inmunided activa (De Leeuw

y col., 19580).,

1.6.3 DESARROLLO DE VACUNAS EN BOWVINOS.

Se ha intentado en bovinos estimular la inmunidad activa
del recién nacido mediante la inoculacién oral con viruas atenua-
do. En general los resultados no fueron positivos (Acres y col.,
1976:; De Leeuw y col., 1380) aungue alguncs los estimaron satis-
factoriamente (Twiehauas y Mebus, 1974). Probablemente loa anti-
cuverpos calostrales maternocas interfieren con la multiplicacién
de la cepa vacunal en el intestainoc.

Se ha usado como método profiléctico el suplemento de la
alimentacién de los terneros con suero o fracciones de suero
inmune, suministréndolo como un 10X de la dieta lé&ctea (Snodgrasa

y <col., 1378%. Se ha estimado gue el calostro puede tener, ade-
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m&a, inhibidores virales no eapeci{ficos (Thouless y col., 1977).

Ha habido numerosas experiencias tendienteas a esatimularx
la produccién de anticuerpos en calastro y leche de vacas gestan-
tes por el mayor tiempo posible post-parto. Se han hecho pocos
intentos de incculacién por via oral con preparaciocnes inmunizan-
tes, posiblemente porque la presencia del rumen puede impedir
que lleguen al intestino (Saif y col., 1584).

La vacunacidén oral con antigenc atenuado o inactivadoc sumen-
ta significativamente el titulc de anticuerpoas en suera, calastro
Yy leche (Snodgrass, 1380; Mebus y col., 1973; Wells y col.,
1978, En algunas experiencias se& han registrado aumentos en
lJoa titulos de anticuerpocs en un 60-80X con resapectc a loa con-
troles no vacunados, nersistiendo los mismos por varios meses
(Saif y col., 1984).

El hecho de que casi todas las vacas adultas hayan sufrido
alguna vez infecciones por rotavirus, clinicas o asubclinicas,
previo a la vacunacién hace que ésta actie como un refuerzo
(“booster'"). Experimentos realizados por Snodgrass y col. (1984)
indicaron que vacaas geatantes vacunadas con rotavirus de la
cepa BRV 1 (Serotipo 6) responden heterotipicamente contra todos
lJoas serotipos de rotavirus con los que hayan tenido contacto
previo. Los miamos inveatigadores confirman eata observacién
con vacunacién secuencial en conejos con rotavirus de distintos
serotipoa y en ningin casoc se producen anticuerpos contra seroti-
pos a los cuales no hayan estado expuestos previamente.

Recientemente se ha probado 1la eficacia en Argentina de
una vacuna para bovinoa a virus inactivado con adyuvante clecso,
en el control de las diarreas en rodeos de cria. La vacuna fue
desarrcllada en el Centro de Virclogia Animal con la ayuda del
CONICET y de la empreasa DESATEC S.A. y ae probdé en 4966 vacas
gestantes en 17 rodeos de cria. Se encontré gue el nivel de
antaicuerposa neutralizantes contra rotavirus homélogoas y heterélo-
gos fue significativamente incrementado en relacién a los contro-
les no vacunados. Por otro lado, la morbilidad se redujo signifi-

cativamente vy la mortalidad cayé caai a cero (Bellinzoni y col.,
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1988, en prensa).

1.6.4 DESARROLLO DE VACUNAS EN HUMANGS.

Una de las estrategias mdaa utilizadas en el desarrcllo
de vacunas en nifios ha sido la utilizacién de cepas de rotavirus
animalea que son atenuadas para humanosa. Se ha probado la cepa
simiana RRY y también cepas bovinas (Kapikian y col., 1985:;
Clark y col., 1386>. La vacuna hecha con la cepa RIT4237 fue
descripta como segura y con proteccién contra enfermedad severa
(perc no de infeccién) en el 80X de los nifics de 6&6 a 12 meses
de edad vacunadoas en Finlandia (Vesaikari y col., 1983,1985). La
vacuna también aparecié como segura e inmunogénica cuando fue
administrada a nifios de 2-3 meses de edad (Maldonado y col..
1986)> .,

También esatd4n siendo consideradoas como candidatos para
vacunas rotavirus recombinantes atenuados. La idea es reemclazar
el asegmento genémico para el antigeno especifico de serotipo
de la cepa animal por el segmento genémico que codifica para
serotipos humanos. Loa recombinantea tendrian las caracteriasticas
atenuadas del rotavirus animal Yy la especificidad de serotipo
humana (Midthun y col., 1985)>. Se ha sugerido la posibilidad
de Qque una vacuna atenuada podrfa sufrir una nueva recombinacién
con un rotavirus circulante no virulentoc y revertirloc a virulen-
to, dado la comprobacién de que la recombinacién per intercambio
de segmentosa (“reaasortment*) ocurre también in vivo (Midthun
y col., 1387; Gombold y Ramig, 15986).

Eatén avanzados en varios laboratorios desarrollos de vacu-
nas en las gue se usan protefinas virales purificadas, generadas
por expreaién de genes de los antigencs de neutralizacién clona-
dos en distintcs sistemas de expresién, talea comoc E. coli,
levaduras o baculovirus {(Estes y col., 1987).

Mientras tantc siguen en experimentacidén vacunas can ratavi -
rus animales, en especial con la cepa de mono RRV, gqye han sido

oroabadas en Venezuela con resultadc exitosoc (Flores y col.,
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1387, Sin embargo, parece gue el éxito de esta vacuna es dernen-
diente de los serctipos predominantes en ia =ona en que se las
orueba. En el casc de& VYenezuela, las cepas humanas encontradas
eran preferentemente de seroctivo 3, qQque ea el miamo de la cepa
RRY. De e&sta forma, los ultimas pasaos se han arientado en la
prueba de wuna vacuna cuadrivalente que contiene ademds de la
cepa RRVv, recombhinantes de esta cepa con los otroas 3 serctipos
humancs (1,2 y 4>. La antigenicidad de esata vacuna estd& aiendo

actualmente evaluada (Kapikian y col., 1988).

1.7 OBJETIYOS DEL PRESENTE TRABAJO.

La diarrea neonatal es un problema muy importante en la
ganaderfa de nuestro pais y causa a los productores grandes
pérdidaas econémicas, ademés de los trastornos propios del trata-
miento de los animales enfermocs. Hay indicios ciertos como para
poatular que los rotavirus son un agente etiolégico de importan-
cia primaria en esta enfermedad, comc lo es en otras partes
del mundc.

La diarrea e una enfermedad de eticlogia compleja en la
que los distintos agentes, tales como virus (rotavirus, coronavi-
rua, astrovirus, calicivirus)>. bacterias (E. coli entercpatégena,
Salmonella)d Y protozocaricsa (cristosporidic) actvan en forma
individual o combinada. En muchos estudios se encontré gue el
agente gue con m&s frecuencia se asccia a la diarrea es rotavi-
rus, el qgue muchas veces crea las condiciones para infecciones
vosteriores por otros patédgenos.

La enfermedad causada por rotavirus es en general benigna.
Pero en condiciones desfavorables (estrés) o cuandoe hay inter-
vencién simultédnea de ctros agentes entercpatégencs, puede condu-
cir a aindromes graves, a ia deshidratacién y a la muerte.

Durante los afica 1984-198S se realizé en nuestroc pais un
eatudic en varios rodecs de crf{a de bovinas de la provincia

de Buenos Aires (Bellinzoni y col., 1987>. Alli se demostré
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la presencia de rotavirus en el S3X de los ternercs con diarrea
Yy en el 7X de muestras tomadas de terneros sanos.

En lo Qque resrecta a cerdos no hay atn estudios sobre la
incidencia de 1los rotaviruas en la diarrea de loa lechonea. Pero
se detectaron rotaviruas en numerosas muestras provenientes de
distintos establecimientos de la provincia de Buenos Aires.

En este trabajo se& intenté realizar un estudic més amplioc
sobre la incidencia de los=s rotavirus y de otroas agentes enterocpa-
tégenas &n terneras, gque incluye otras regicnes de nuestro pais.
Por otra parte, se hizo un estudioc de la incidencia de los rota-
virus en lechones en establecimientos de las provincias de Cdérdo-
ba y Buenos Aires.

Una vez establecida la incidencia se prcoccedidé a determinar
la variedad y variabilidad antigénica de laas distintas cepas
halladas: electroferotipos, Grupos, Subgrupos y serotipoa. Para
ello los aislamientos se adaptaron a crecer en cultivo celular
¥ 3se clonaron de manera de poder hacer ensayos de neutralizacién
de 1la infectividad viral con sueros producidos contra distintasa
variantes antigénicas. Por otra parte se sometierocn a diversos
ensayos inmunolégicoas para completar el eatudio antigénico. El
establecimiento de las caracteristicas antigénicas de las cepas
actuantes en el campo es indispensable para poder disefiar una
eatrategia de control de la enfermedad y desarrollo de vacunas.

Luego ae hizo el estudio a nivel bioquimico de varias cepas
de rotavirus porcinas y bovinas (proteinas y ARN). Se eligieron
particularmente las pertenecientea a serotipos distintca y aque-
llas qgue presentaban caracteristicas genémicas particulasres. En
especial, se estudiaron comparativamente dos cepas porcinaa
que diferf{an entre s8f{ en la presencia de un rearregloc gendémico
del segmento 11 en una de ellaas. Se estudiaron loas poalipéptidos
estructurales Yy no estructurales y se establecieron las compara-
ciones con las cepas patrones de los distintos serotipos.

Por dWdltimo, se describieron los resultados de una pequefia
prueba experimental de vacuna en bovinos (vacas gestantes) usando

cepas pertenecientea a distintos serotipos. Se midié respuesta
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de anticuerrncs en suera, calostro y leche y grados de proteccién

en ternercs amamantados por las madres vacunadas.



CTAPITULO 2. MATERIALES ¥ METODOS
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2.1 RECUPERACION DE ROTAVIRUS DE LAS NMUESTRAS DE MATERIA

FECAL PARA DIAGNOSTICO.

Las mueatras de materia fecal (MF) fueron diluidas al 20x%
en buffer Tria-ClH 0,010 M vy clarificadas por centrifugacién
a 2500 rpm durante 20 minutos. Los sobrenadantes se guardaron

congelados a -20°C.

N
N

ELECTROFORESIS DEL ARN WIRAL EN GELES DE POLIACRILANMIDA

(PAGE) .

Los clarificados de MF o sobrenadantes de cultivo fueron
mezclados con igual volumen de buffer de extraccién (ClLi 1
N, &cido etilendiamino-tetracético (EDTA) 0,02 M y dodecil sulfa-
to de msodioc (SDS) al 2%). Se agitaron vigorosamente y se calenta-
ron a 60°C durante 10 minutos. La mezcla resultante se extrajo
dos veces con fencl-cloroformo (Perry y col., 1972), ae centrifu-
gé 20 minutos a S5S000 rpm y se colectaron los sobrenadantea. E1l
ARN &8ae precipité con dos volumeneas y medio de alcohol etfilico
abaoluto toda la noche a -20°C o 2 horas a -70°C.

Loas gelea fueron preparados de acuerdo al siastema de buffer
discontinuo de Laemmli (1970), a una concentracién de acrilamida
del 10%. El espesor de loas geles fue de 1,5 mm. Para la siembra,
el ARN fue resuspendido en 10 pl de buffer de muestra de Laemm-
li. La separacién se efectué a 15 mA durante 16 horas en buffer
de corrida (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M y SDS 0O,1%x).

lLos gelea fueron revelados con tincién con nitrato de plata
segin la técnica de Herring y col. (1982), o bien con bromuro
de etidio y visualizados con luz ultravioleta. La Figura 1 mues-

tra un enseyo de sensibilidad del método.

N
w

MICROSCOPIA ELECTRONICA.

La técnica uvaada para observar viriones purificados o clari-

ficados de materia fecal fue 1la indicada por Muchinik y col.
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Figura 1: Sensibilidad del método de PAGE.

La figura muestra el anédliasis de diferentea cantidades de ARN
viral extrafidos de viriocnes purificados de la cepa UK y cuantifi-
cados por espectrofotdmetro. Lineas 1 al 1i: 1,4742; O0,7371;
0, 3685; 0,1842; 0,0821; 0,04606; 0,02303; 0,01151; 0,00575;
0,00287 y 0,00143 pg de ARN respectivamente.
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(1981) empleédndose tincién negat:iva con acetatca de uranilo al

1%.

2.4 PRUEBA DE ELISA.

Se empleé la técnica de ELISA sandwich indirecta con distin-

tas variantes segin el objetivo.

2.4.1 PRUEBA DE ELISA PARA DIAGNOSTICO.

Para diagnéstico se usé suerc de cabra antirotavirus como
suero de captura (dilucidén 1:10000 en buffer carbonato-bicarbona-
to pH=9). Luego de incubacién toda la noche a -4°C, se lavé
varias veces con buffer PBS conteniendc Tween al 0,05S%X. Los
clarificados de MF se usaron en diluciones 1:4 y 1:12 en PBS-ase-
roalbimina bovina (SAB> 1X-EDTA ©.,01 M. Se incubarcn tcda la
noche a 4°C o dos horaa a 37°C. Luego de S5 lavados se incubé
durante 1 hora a 37°C con auvero detector (suero de cobeyo antiro-
tavirus, dilucién 1:5S000), vy luego de varios lavados se incubé
durante otra hora con suero de conejo anti-1gG de cobayo conjuga-
do con la enzima peroxidasa. El sustrato usado para la coloracién
fue orto-fenilendiamina (OPD): por cada policubeta de 96 pocillos
se usaron 4 mg de OPD en 10 ml de PBS y 20 pl de agua oxigenada
de 30 volimenes. Las densidades épticas (OD> se determinaron
en un lector de ELISA (Labsystem Inc, Chemetron) a 492 nm, luego
de detener la reaccién con SO4H2, 2 M. Los sueros detector y

conjugado se usaron dilufidca en PBS con 1% de SAB.

2.4.2 PRUEBA DE ELISA PARA DOSAJE DE ANTICUERPOS.

Para doaaje de antaicuerrpca fue usada también la oruebka
de ELISA indirecta. Los suercs a dosar se usaron generalmente
como detectores, aalvo los suercsa bovinos gue se usarcon como
reactivos de captura para disminuir la coloracién inesvecifica.
El antfgeno usadcoc fue virus de la cepa bovina UK purificado

dilufido 1:100 en PBS-SAB 1x-EDTA 0,01 M. Loa auveros problemas
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fueron testeadas en diluciones en base S. La técnica fue similar
a la descripta para diagnéatico de MF.

lLos suercos antiroctavirus usados fueron producidos segun
la técnica que se deacribe més adelante. Estoca, al igual que
las conjugados, de origen comercial (Sigma y Bio Yeda) fueron

titulaedos previamente para determinar las diluciones Sptimas.

2.5 PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA (IPA)>.

Easta técnica se uaé con diferentes objetivos para detectar
antfgeno viral en cé&lulas intectadas. El método usado sigue
los pasos descriptos por Gerna vy col. (1884)>. Se empleé pare
diagnéstico, en pruekbas de infectividad, titulacién de inéculos
Yy seroneutralizacidén.

Brevemente, las monocapas de células infectadas fueron

fijadas a las 12-16 horas post-infeccién (p.i1.)> con acetona
al 80% en PBS durante 20 minutos. Se lavaron con PBS y ae secaron
a 37°C. Luego se incubaron con suero de cobayo antirotavirus
(dilucién 1:200) durante media hora a 37°C. Se lavaron 3 veces
con PBS durante S minutos cada vez. Luego ase incubarcon con suero
anti ig6 de cobayo conjugado con peroxidasa (dilucién 1:1000,
Bio Yeda o 1:50, Sigma) durante media hora a 37°C y se lavaron
con PBS 3 veces durante 10 minutos cada vez. Como sustrato se
uaé 3-3’-diaminocbencidina (DAB) (1lmg/ml en PBS) y agua oxigenada
de 30 volimenea 1 nl/ml en PBS con DAB). Con este técnica =e
forma un precipitadoa insocluble sobre las células infectadas.
Se colorea el citoplasma y los nicleos quedan clarcs. Las células
infectadaas se observaron al microscopio é6ptico y cuando ae conai-
deré necesaric sase contdédé el numero de células infectada=s por
campo.

La Figurae 2 i1luatra el aapecto de una monocaps i1nfectede
y revelada con esata técnica, cuando es viata al microacopio

dptico.



.6 CULTIVOS CELULARES.

N

2.6.1 <CELULAS.

Se utilizaron cé&luias MA104, proven:entes de rifién fetal
de mono rhesus. Para su cultivo se utilizé medio esencial minimo,
MEM Glasgow (GIBCO, catélogo 410-2000)>, suplementado con 0,584
g/litro de Glutamina:; 2,95 g/) de TPB (Triptose Phoaphate Broth):
200 U/ml de penicilina; 48,75 U/ml de estreptomicina: 0,575

g/l de kbicarkconato de scadic y 10X de suerac fetal bavino (SFRY.

2.6.2 ViIRUS.

Se usaron varias cepas patrones povinas, porcinas, de mono
Yy humanas.

Laa cepas Dbovinas NCDV {(Nebraska Calf Diarrhea Virus),
perteneciente al serctipc 6 y la cepa B223, serctipo 7, fueron
gentilmente enviadas por el Dr. G. Woode, de Iowa State Universai-
ty, U.S.A. La cepa UK (United Kingdom) y B678 fueron enviadas
por el Dr. D. Snodgrass del Moredum Insatitute, Escocia.

La cepa porcina O0.S5.U. (Ohio State University), serotipo
S, <fue enviada por el Dr. XK. Theil de la Ohio State University,
U.S.A.:; La cepa porcina Gottfried, serotipo 4, por la Dra. M. Ea-
tes del Baylor College of Medicine, Houston, U.S.A.

La cepa de mono SAll, serotipoc 3, fue enviada por el Dr.
i1.G. Pereira, del Institvto Oswaldo Cruz, Brasil. Laa cepas
humanas Wa, serotipo 1 y M69, por ia Dra. M. Estea.

Estcas virus fueron cultivados de acuerdoc a las técnicas
de Sato y col. (1981) y utilizados en diferentes ensayos compara-

tivos con cepas locales.

-

2.6.3 ADAPTACION A CULTIVO CELULAR DE LAS CEPAS AISLADAS DE
MF.

2.6.3.1 Preparacién y eleccién de las muestras.

Se partié de una susrpensién de MF al 10X em medio de cultivo

suplementado con 0,25 U/ml de penicilina y 0,25 U/ml de estrepto-



Figura 2: Monocapa de célulaas MA104 infectadas con rotavirus
porcino. La tincién fue hecha por la técnica de IPA, de acuerdo
con Gerna y col. (1584).

Aumento: 100 x .
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micina, reguiandc ei cH con oDaicarmonata de acdic. Se ciarifaicéd
dos veceas por centrifugacidén a 3000 rom durante 20 minutos. El
bltimo scbrenadante se recogidé en forma estérii.

Para seleccaonar las muestras, se realizdé una prueba de
IPA con cada una de elias scobre moncocapas de células MA104 creci-
das en pvolicubetas de 96 pocillos. Los ciarificados se usaron
en dilucicnes 1:10 y 1:100. Se eligieron ias muestras gue dieron

mayor numerc de células iniectadas.

2.6.3.2 Métode de cultivo.

Los inéculos, antea de ser inocculados scbre las moncoccapas,
fueron pretratados con tripsina (20npg/ml> durante 30 minutcs
a 37°C.

Las monocapas de células MA104 fueron crecidas en frascos
de 25 cmZ2, tuboa o© policubetas de 24 pocillos. Los cultivos
tipo rollers fueron usados principalmente para la adaptac:ién
de las cepas porcinas y los estacionarios para las cepas bovi-
nas. Antes de ser inaculadas, las mcnocapas confluentes se lava-
ron tres veces con medio de cultivo sin suero fetal. Ocasiconal-
mente, para facilitar 1la infeccién, las monocapas se dej)aron
en medio sin suerc desde el dia anterior. Eatos lavados permiten
eliminar tocdo resta de suero fetal gue ruede inactivar la tripsi-
na o bien tener anticuerpos antiroctavirua o inhibidores.

Luego del tratamiento con tripsina, los inéculos se incuka-
ron sobre las monccapas lavadas durante una hora a 37°C. Pasado
este tiempo, se eliminé el mismo y se lavaron las monocaras
con medic de cultivo sin suerc. Finalmente se agregé el medio
de infeccién, sin suerc, suplementado con 2 pg/ml de tripsina,
hasta completar la infeccidn.

Se incubaron a 37°C hasta gue se alcanzé efecto citopdtico
(ECP) o, cuando no aparecian alteraciones en las monccapas,
haata laa 48 o 72 horas p.i. Para sucesivos pasajes los inéculioa
se coangelaraon y deacongelarcon 3 veces antes de cada infeccién.

LLa presencia de virus en cada pasaje se determiné por IPA

a PAGE. El numerc de pasajes rprevios a la deteccién de virus
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fue variakle, stendc las ceras bovinas de mas facil adavtacién
gue las porcinas.

Para el <crecimientoc de las ceras adaptadas, asi como para
todos loa ensayca sobre célulaa MA104, se uaé el mismo protocolo

de cultivo que el descripto.

2.6.4 TITULACION DE VIRUS.

Las titulaciones se hicieron por plagueo, por efecto citopd-

tico (ECP) o por IPA, segun los casos.

2.6.4.1 Titulacién por el método de formacién de placas.

Se realizaron sucesivas dilucicnes al décimo del indculo
viral previamente tratado con tripsaina y sae inocularon 0,95 ml
de las mismas por duplicado o triplicado en cajas de Petrae
de 6 cm de diémetro. Luego de una hora de adsorcién a 37°C,
se lavaron las monocapas con medio de cultivo. Se agregé una
capa de agar Oxcid ©,6%X en medio de cultivo sin suerc fetal,
pero conteniendo tripsina y/o pancreatina (2 pg/ml o 2,5 pg/ml)
segin las cepas, DEAE-dextran (0,1 mg/ml) y HEPES 40 mM, pH
7,6.

lLuego de 4 o S dias las placas fueron visualizadas por
la tincién de las monocapas celulares con solucién de roj)o neuvtro
al 0,01%X, o bien con soclucién de cristal viocleta (criatal violeta
1%, etanol 10%, formol S%>. El titulo ae expresé en Unidadesa
Formadoras de Placas por ml (UFP/ml).

Muchas cepas no produj)ercn placas atn en estas condiciones

por lo cual fueron uvsadcos métodos de titulacién alternativos.

2.6.4.2 Titulacién ror la té&écnica de IPA.

Se realizcé sobre monoccapas crecidas en policubetas de 96
pocilloa. La infeccién ae nizco en forma aimilar a la anterior,
vsando SO ml de cada dilucaidn por cuadriplicado. Luego de ad=aor-
cién durante 1 hora se agregé medic de infeccién sin suerc fetal
Las monocapas fueron fijadas con acetona 80X a las 14-16 ha

p.i. y reveladas con la técnica ya descripta de IPA. Se conté
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el numerc de células infectadas en la mayor dilucién rpositiva

vy el tituloc se expreasd como Unidades Formadoras de Focos IPA

por mililitro (UFF IPA/ml).

2.6.4.3 Titulacién por el método de Efecto Citovnatico.

Se realizé de la misma forma que la anterior pero las poli-
cubetas se incubaron durante 7 dias a 37°C con medio de cultivo
sin sveroc perc con 2 npg/ml de tripsina y HEPES 40 mNM.

A los siete diaas se lavaron las monocapas con medio de
cultive y luego se colorearon con cristal violeta. El tituloc
se expreasé en Doais Infectivaa SOX en Cultivo de Tejidos

(DICTsg) .

2.6.S CLONADO YIRAL

f.os inéculos se clonaron luego de su adaptacidén a cultivo.
Al efecto se usaron dos técnicaa: por placas en agar y por dilu-

cién limite.

2.6.5.1 Clonado por plagueoc.

Para las cepas gue formaron placas claras en agar 0.6X%
con los facilitadores mencionados, el método usado fue el descrip
to para la titulacién por plaqueo, tifiendo con soclucién de rojo
neutrc al 1X en medio de cultivo durante 4-5S horas en la oscuri-
dad. Las placas clonadas fueron congeladas y deascongeladas 3
veces y pretratadas con tripsina previo a su nueva inoculacién

sobre otra monocapa.

2.6.5.2 Clonado poxr dilucién limite.

Para las otras cepas ae uadé la técnica de clonado por dilu-
cidn limite (o terminal). En estos caacs, la deteccién de la
mayor dilucaidén gue contenfa virus infectivo se hizo por ECP
luego de 7 dias en tubas rollers o bien controclando los sobrena-
dantes de cultivo por 1IPA. El clonado se repitié 4 veces para
cada cepa, usando comc inéculo cada vez, la mayor dilucién posi-
tiva en diluciones seriadas y controlando los electroferotipos

de l1loa distaintos clones obtenidos. También ase uaaron para esta



6S

técnica policubetas de 96 poaciilos.

2.7 PURIFICACION DE WIRIONES

En eate caao, loa virus a purificar fueron replicados
en monocapas de células MA104 en botellas rollers (aproximada-
mente 33 x 109 células‘botellad. Los sobrenadantes resultantesa
de la infeccién fueron congelados y descongelados tres veces
Y <clarificados por centrifugacién a 4000 rpm durante 20 minutos.
El acobrenadante resultante fue extrafido con Freén y sembrado
sobre un colchén de sacarosa al 45X. Se centrifugdé a 45000 ropm
(rotor 50 Ti) a 4°C, 2 horas.

El sedimento obtenido se resuapendié en buffer TNMC (Tris-
ClH 10 mM, pH 8,2; ClNa 1S5S0 mM; Cl2oMg 1 mM; CloCa 10 mM) y se
sembré 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
rpm a 4°C (rotor SW S0O-1 Beckmann).

Al final de la centrifugacién, el gradiente fue colectado
en alicuotas de 0,25 ml por puncién del fondo del tubo. Cada
fraccién fue leida en espectrofotémetro a 260 nm para cuantificar
el material purificado. El ClCs se eliminé por didlisis y el

material resultante se conservé a -20°C.,

2.8 OBTENCION DE SUEROS HIPERINMUNES.

Virua de distintas cepas patrones y locales adaptadas a
cultivo,fueron crecidos en botellas rollers y purificados segun
las técnicas descriptas.

Loa suveros fueron preparados en cobaycs. Los animales fueron
inoculadas con una emulsién comouesta por partes iguales de
auvspensién de virus purificado y adyuvante de Freund incompleto.
La inyeccién fue por via intramusacular y se repitié treas veces,
con un intervalo de 7 dias cada vez. Cada dosis contenfia aproxi-
madamente 10 pg de virus purificado.

Siete dias después de la Gitima dosis, loas animales fueron
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sangrados por puncién cardfaca. Los suercs ase centrifugarcon
y se guardaron alicuotados.

El t{itulo de cada auero fue determinado por ELISA y por
ensayos de neutralizacién con virus homélogo. También fueron
chequeados por ELISA los sueros pre-inocculacién de todos los
animales, los gue resultaron ser negativos & anticuerpos antiro-
tavirus.

Los suerca asf{ preparados fueron usados para ensayos de

serctipificacién, ELISA, IPA e inmunoprecipitacién de protefinas

virales,

2.9 SEROTIPIFICACION DE CEPAS BOVINAS Y PORCINAS POR ENSAYOS

DE NEUTRALIZACION.

Estos se hicieron usando los suercs producidos &n el labora-
toric, conté&ndose adem&s con un sueroc contra la cepa porcina

Gottfried (serotipo 4> enviado por la Dra. M. Estes.

2.9.1 PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE LA INFECTIVIDAD VIRAL
DE CEPAS BOVINAS.

Se realizaron por el método de reduccidén de Efecto Citopdti-
co scobre monocapas de células crecidas en policubetas de 96
pocillos.

Cada vuna de las susapensicones virales fue pretratada con
tripsina a 37°C durante 30 minutos y luego se mezclé en partes
iguales con diluciones en base 2 de los distintos suerocs hiper-
inmunea. La asuspensién viral fue ajustada de forma tal que en
cada unco de los pocillos hubiera 100 DICTsgo. Eata mez=cla suero-
virus se incubé durante 22 horas a 37°C y se inoculé schre las
monocapas {(previamente lavadas con medic sin suero fetal). Por
cada dilucién de suero se inccularon 4 pocillos. Se incubé uneoe
hora a 37°C, se lavaron las monocapas con medioc sin suero y
se agregé medio de infeccién con 2 pg/ml de tripasina y HEPES
40 mM. Se incubaron a 37°C durante 7-8 dias y luego laa monocapas

ae fijaron y colorearon con cristal violeta.
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El titule neutralizante se& exoresd como la inversa de la
dilucién de suero que mostré inhibicidén del ECP por lo mencs

en das de los cuatro de loas poacillas infectados.

2.9.2 PRUEBAS DE NEUTRALIZACISN DE LA INFECTIVIDAD VIRAL DE
CEPAS PORCINAS.

Estas pruebas se realizaron por medicidén de la reduccidn
del numeroc de células infectadas, colareadas por la técnica
de IPA.

Se usaron policubetas de 96 pocilloa. Laa mezclas suero-vi-
rus se prepararon igual gue en la técnica de ECP, perc en easte
caso las suspensicnes virales fueron ajustadas de forma de que
quedaran aproximadamente 200 UFF por pocillo. También se incorpo-
raron en todos los casos controles sin suero. La mezcla suero-vi-
rus se incubé 90 minutos a 37°C, se adsorvié sobre laa monocapas
Y luego se agregé medio de infeccién sin tripsina. Las monoccapas
Be fijarcn y revelaron a las 14 horas o.i.

El titulc neutralizante sBe expresd comoc la inversa de la
dilucién de suero gue produjoc una reduccién del 80X en &l numeroc
de célulaa infectadas en relacidén a los controles ain suero.

Para clasificar los serotipos se tomé como pardametro una
diferencia de 20 veces o més entre los titulos homélogos y los
heterélogos, como se uasa habitualmente en este tipo de pruebas
(Woode y col., 1983, tanto en el caso de las cepas bovinas

como porcinas.

2.9.3 DETERMINACION DE SEROTIPOS CON ANTICUERPOS MONOCLONALES.

La técnica usada fue la de ELISA indirecta. Los anticuerrnos
monoclonales se usaron como suero de captura. Se chequearon

tanto los sobrenadantes de cultivo como suspensiones de NF.



2.9.3.1 Serctiwificacién de cepas povainas con un _anticuerpo

monoclonal dirigido contra un epitore easpecifico para

el serctipc 6.

Este anticuerpo fue proviste por el Dr. Snodgrass, del
Moredum Institute, Escocia, y fue usado como anticuerpc de captu-
ra en una dilucién 1:8000 en PBS. Luego del lavado se bloqueé
incubando la policubeta con PBS-SAB durante 2 horas a 37°C,
antes de agregar las muesatras a serotipificar. Como suerc detec-
tor se uaé sueroc de cobayo producido contra virus UK (seroti-
po 6) y luego ae incubé con suero anti IgG de cobsyo conjugado
con peroxidasa. El sustrato usado fue ABTS [(2,2-azino-di(3-etil-
benz-thiazocline-6-sulphonate), Sigmal y agua oxigenada.

Se usaron como controles cepas porcinas de serotipo 6 (UK
y NCDV) y cepas patrones de otroa serotipoa. El reauvltado se

leyé en un lector de ELISA (Bio-Tek Instrumenta INC).

2.9.3.2 Medicién de reacciones cruzadas con 4 serotipos humanos.

Se usaron 4 anticuerpos monoclonales purificados por HPLC,
dirigidos contra epitopes easpecificos de loas 4 serotipoa huma-

noa. Estos fueron gentilmente proviastos por la Dra. M. Eates.

ES8S-2177 dirigido contra un epitope comin de todos los rotavi-

rus humanos, ubicada en VP7.

E86-347S easpecifico de Serotipo 1
E86-3476 especifico de Serotipo 2
E86-3477 especifico de Serotipo 3
E86-3478 especificco de Serotipo 4

Se usé la técnica de ELISA indirecta, con los anticuerpos
monoclonales coma auvwerc de captura, La técnica fue igual a la
anterior, vséndose como anticuerpos detectores sueros de cobayo
preparadcos contra una cepa del serotipo correspondiente. Se
incluyeron controles positivos de tados los serotipos y controles
negativoa. El resultado se leyé con un lector de ELISA (Bio-Tek

Inatrumenta INC).



2.10 DETERMINACIGON DE SURGRUPGS.

Se hizoc con anticuerpos monoclonalies por la técnica de
ELISA indirecta descripta para serctipificacién. Como anticuerpo
detector ase usé asuerc de cobayo producido contra particulas

virales de capsaide aimple del virus de monc SAl1l.

2.20.1 CON ANTICUERPOS MONOCLONALES ESPECIFICOS DE SUBGRUPOS
HUMANGS I Y II.

Los anticuerpos monoclonales fueron proviatos por la Dra.

M. Estea.

E85-2156 fluido ascitico conteniendo anticuerpos contra un
epitope comin ubicado en VP6.

E83-1493 IgG monoclonal purificade por cromatografia en colum-
na, especifica para subgrupo I.

E83-1494 IgG monoclonal purificada por cromatografia en colum-

na, especifica para subgrupo II.

2.10.2 CON ANTICUERPOS MONOCLONALES ESPECIFICOS PARA SUBGRUPO
I PORCINO.

Los anticuerpos moncclonales fueron provistos por el Dr. F.
Lipandri del Instituto de Investigacionea Cientfficas (IVIC),
“Yenezuela: un anticuerpoc especificco para Subgrupo 1 porcino
Yy otro contra un enitoce comin de todos los rotavirus norcinaos
vbicado en VP6 (1G3F3 y 4B2D2, respectivamente).

En todos loas cascos los resultados fueron determinados con

ayuda de un lector de ELISA>

N
[
[

DETERMINACION DE LA CINETICA DE SINTESIS DE ARN YIRAL.

Se vusarcon células MA104 crecidas en policubetas de 24 poci-
lloa. Las moncoccapas fueron infectadas con los virua correapon-
dientes a una multiplicidad de infeccién de aproximadamente

10 UFF/célula. Después de wuna hora de adsorcién, el inéculo
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fue descartade y se agreqdé medic de infeccién con S pgs/ml de
act?nomicina D {Sigma). Al cabc de 30 minutcs se reemplazdéd por
medica conteniendo Actincmicina D y 1% pCisml de (3H)-Uridina
(AE=30,6 Ci/mMol, New England Nuclear).

Se detuvo la infeccién a varicas tiempos p.i., se descarté
el medio, se lavé la monocapa y se agregé 1 ml de buifer NET-SDS
(ClNa 100 mM, Tria-ClH H 7,4, EDTA 1 mM, SDS 0,05%>. La radicac-
tividad del material &cido inscluble fue medida por el agregado
de 1 ml de TCA (&cida triclorcacético) al 20%x. Las muestras
se dejarcn 30 minutos en hielo y luego fueron filtradas por
filtros de nitrocelulosa (Millipore) y contadas con Ligquid-Fluor
(Beckman) (PPO 0,425X p/v: POPOP 0,0053% p/v, preparado en tolue-
no) en un contador de centelleoc liguido (Reckmann LS-31S0 T,

Todos loa ensayos se hicieron por duplicado e incluyeron
cantroles de células sin infectar para tocdos los tiempos post-in-

fecciébn.

2.12 MARCACION DE PROTEINAS VIRALES CON (35S)-METIOQONINA.

2.12.1 MARCACION DE PROTEINAS EN CELULAS INFECTADAS.

Se useron células MA104 crecidas en policubetas de 24 poci-

lloa. Las monocapas fueron infectadas como habitualmente y a
las 6 horas post infeccién se cambié el medio de infeccién por
ctro sin metionina y conteniendoc cantidades variables de (353> -
Netionina (AE=1100 Ci/mMol, New England Nuclear) segin el experi-
mentoc a realizar.

El tiempo de marcacién fue generalmente de una hora. Cuando
se hicieron pulsosa, eatos fueron de 10 minutos. En loa experimen-
tos de ‘“chase"”™, luego de la marcacién, el medic fue reemplazado

Dor otro conteniendo meticnina no radicactiva en exceso (100x).

2.12.1.1 Preparacién de loa extractoas citoplasmaticos.

Al terminar el verfcdc de marcacién se retiré el medio
Y se agregé a cade pocillo 0,5 ml de buffer de lisis (ClNa 100
mM, Tris-ClH pH 7,2 10 mM; EDTA 2 mM, Nonidet-P40 1%:; Decxicoclatco
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de Sadic 0,5%; PMSF (rhenyl-methylsulchonyl fluoride)>, 1 mM]
en frio. Las célulaa fueron deaprendidaa y loa nicleos aeparadoa
por centrifugacidén.

Loas extractoa citoplaamdticos fueron almacenadoa a -70°C

hasta posterior procesamiento.

2.12.2.2 Andlisis de proteinas marcadas radioactivamente por

electroforeais en geles de pcocliacrilamida.

Los gelea fueron preparados de acuverdo al sistema de Laem-
mli. La concentracién de acrilamida fue de 12,5X y la de bis-
acrilamida 0,103x. El buffer usado fue el indicado anteriormente,
con 0O,1% SDS.

Las proteinas fueron precipitadas de los extractos citoplas-
méticos con acetona y resuspendidos en buffer de mueastra de
Laemmli o bien mezclados directamente con igual volumen de eate
viltimo (2%x), segin la cantidad de cuentas obtenidas en la marca-
cién. En cada gel se sembraron entre 30 y S0000 cpm por muestra.

La separacién electroforética se realizé durante 6 horas
a 20 mA. Finalizada la corride, los geles fueron revelados por

fluorografia.

2.12.1.3 Revelado por fluorografia.

Los geles fueron tratados segin 1la técnica de Bonner y
Laskey (1974). Brevemente, el gel ase deshidraté por lavados
sucesivos en DMSO (dimetilsulféxidod, luego se colocé en una
solucién de PPO al 10% en DMSO, durante 2 horas y finalmente
se rehidraté dej&ndola en agua durante varias horas. Los geles
fueron secados aobre papel de filtro por calor y vacio. Una
vez secos fueron expuestos a films de rayos X (Kodak) a -70°C.
El tiempo de exposicién fue variable dependiendo de la cantidad
de marca radiocactiva utilizada.

El revelado de los films se realizé sumergiéndolos en liqui-
dca revelador (Kodak) durante 2 minutos y luega en fijador fotogré-

fico durante 10 minutos.



2.12.2 PREPARACION DE WIRIONES MARCADOS RADIOGACTIVAMENTE.

Se wusaron policubetas de 24 pocillos. Se infectaron varioa
pocillca con células MA104 en la forme indicada para la marcac:ién
de proteinas intracelulares. La marcacidn se hizoc en medioc ain
meticninax con S00Q nCi/ml de (355)-meticnina durante 7 haras,
9 partir de las % horas post infeccién.

Terminado el pericde de marcacidén, se descarté el medio
radiocactivo y se agregdé medio de rnieccidén comin. La infeccidn
se detuvo a las 16 horas p.i. El sobrenadante se congelé y des-
congelé 3 veces y se clarificé por centraifugacién a 4000 rpm
durante 20 minutos.

Posastericrmente se purificaron los viriones con la técnica

descripta anteriormente.

2.12.3 INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS MARCADAS RADIOACTIVAMENTE

Las proteinaa virales fueron precipitadas de los extractos
citoplasméticoas con sueros hiperinmunes.

La inmunoprecipitacién fue realizada de acuerdoc al procedi-
miento descripto por Brugge y Erikaon (1977). Brevemente, las
muestras a precipitar fuercn incubadas con & pl del suerc corres-
pondiente durante I hora a 4°C. Al cabo de este tiempo se agregéd
una suspensién al 10% de Staph. Aureus farmoclados conteniendo
proteina A (Panaorbine, Calbiochem) previamente activada por
NP-40 y se incubé poar S-10 minutos a 4°C., Se centrifugé la sus-
pensidén a 15000 g durante 3 minutos y se realizaron 3 lavados
del pellet resultante con soclucicones denominadas SALT (ClNa
1 M: Trias-ClH oH 7.4 10 mM, NP-40 0O,1%)> y RIPA (ClNa 150 =M:
Tria-ClH pH 27,2 10 mM: Tritén X-100 1%, DOC 1x; SDS O,1%>. Se
hizo un lavado con la primera y dos con la segunda. El pellet
final fue resuscendido en buffer de muestra de Laemmli, calentado
a 100°C durante 1 minuto y clarificado por centrifugac:dén. Los
sokbrenadantes fuercon analizados por electroaforesis en qgeles

de poliacrilamida como fue indiceado mé&s arraba.
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2.13 GELES BIDIMENSIONALES PARA ANALISIS DE PROTEINAS MARCADAS
RADIOACTIVAMENTE.

Se marcaron las proteinas virales intracelulares como fus
descripto mé&s arrikba y se precipitaron de los extractos citoplas-
méticoa con acetona. Luego las proteinas asae separaron en una
primera dimensién por carga, siguiendo la técnica de electraenfo-
Que de O’Farrell (1977)> Y en una asegunda dimensidédn por peso

molecular en un gel del tipo Laemmli (SDS-PAGE).
2.13.1 PRIMERA DIMENSION. GELES DE ELECTROENFOQUE NO EQUILIBRADOS

(NEPHGE»

Las proteinas se separaron en una gradiente de pH sin llegar
al equilibrioc (NEPHGE: Non Equilibrated pH Gel Electrophoresis).
Se utilizaron gelea cilindricos, hechoa en tubos de vidrio de
18 cm de largo por 3 mm de diémetro. La sclucién para la prepara-

cién de eatos geles contiene:

Urea. . . o o o o o o o o o o o o =+ 22 g
Acrilamida 30%X-Bis-acrilamida 1,6%. . .4 ml

S
Anfolitos (Pharmacia) pH 2,5-10 . . . 2 nl

7

8

NP-40 10% . . . . o o &« o 2 o o o o = .8 ml
Agua bidestilada. . . . . . . .+ o . . ml
TEMED . . . o o 2 o o o o a o o o « « S6 nl
Persulfatc de amonic 10%. . . . . . . 80 nl

Una vez preparada la aocolucaidén conteniendo anfolitos de
distintas rangos de ©H, se llenaron las cilindros hasta 1,5
cm del borde y se agregaron 30 pl de solucién de urea & M y
se dej)é poalimerizar. Se armé el aparata con varicos geles cilin-
dricos. Lcas butfers usados en los electrodos fuercon: é&nodo (+)
H=xPQq 0,01 M y cétado (-) OHNa 0,02 M. Los gelea se coarrieron
hacia el cétodo.

Se hizo una precorrida con el buffer sin muestras (urea
3,5 M:; anfolitos 16%; NP-40 2% y B-mercaptcetanocl S5%X): 1S5S minutos

a 200 V, 30 mainutos a 300 V y 30 minutos a 400 V. Una vez terma-
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nada la rprecoarrida se retiré el buffer surperior y s& sembrarcn
las nmuestras resusrendicas en el butier recaién descripto, se
colacé nuevamente el Lkuffer de electrodo y se corrié durante
1 hora a 200 V y luego 4 horas a 400 V. Finalizada la corrada,
el gel se sacé del cilindro a presién a través de una caolumna
de agua y se sumergidé en buffer de muestra de Laemmli durante
45 minutos agitando suavemente.

En casc de no analizarse inmediatamente, los geies ase pueden

guardar congelados a -70°C, antes de su equilibracién en hbuffer

de Laemmli.
2.13.2 SEGUNDA DIMENSION. SDS-PAGE.

La segunda dimensién fue realizada en geles de roliacrilami-
da al 12,5%X de acuerdo a la técnica ya descripta. El gel cilin-
drico de& la primera dimensién se colocé en la parte superior
cuidando Qque& no queden burbujas y =e sellé con agarosa 1X prepa-
rada en buffer de muestra de Laemmli. La corrida electroforética

se realizé durante © horas a 20 mA. El gel fue revelado opor

fluorografia.

2.14 ANALISIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS RESISTENTES A RNAsa

Tl POR ELECTROFORESIS EN GELES MONODIMENSTIONALES.

N

.14.1 MARCACION DEL ARN VIRAL CON (32p) EN CELULAS INFECTADAS.

Se usaron monocapas de cé&luias MA1O4 crecidas en frascos
de 75 cm?2 las Qgque se infectaron con ei virus correspcndiente
a una multiplicidad de infeccién (m.i.)> de 10-20 UFF/célula. A
las 2 horas p.1. 8e campbidé el medioc de i1nfecc:dn por medioc sin
fasfata y media hora antes de comenzar la marcacidn se aqregaron
S pgsmi de Actanomarcana D. A ias 4 horas p.1. ilas monocawas
se marcaron con 10 mCi de 32P por frasco (New England Nuciear),
durante S horas. Terminada ia marcacién, se descarté el mediro

y se congelaron las células,



7S

2.14.2 EXTRACCION DEL ARN.

Las céluias infectadas se resuspendieron en buifer NET
(Tria-ClH pH 7.4 100 mM; ClNa 100 mM y EDTA 1 mM)> con 0,07%
de Tritén X-100 y se centrifugaron a 700 g durante 15 minutos
cara bajar loa nuicleos y céliulas. Al sobrenadante se le agregdéd
SDS (1X) y se lo extrajoc 2 veces con fenocl-clorocformo. A la
fase acucsa se le agregé 2,5 volumenes de etanol y el ARN se
precipité a -20°C toda 1la ncche.

El ARN total se resuspendidé en bufier de muestra de Laemnlii
Yy se sembré en gelea de noliacrilamida 10X, donde se separaron
por electroforesias los 11 segmentos de ARN gendmico durante

18 horas a 1S5 mA.

2.14.3 ELECTROELUCION DE LOS SEGMENTOS GENOMICOS 10 Y 11.

El gel donde se hizo la separacién de los aegmentoa genémi-
cos 8e tifié con Bromuro de Etidic, se observd con luz ultravicle-
ta Yy se cortaron las bandas genémicaa 10 y 11. La electraelucién
del ARN doble cadena marcado se realizé en buffer TBE (Tris-
Borata-EDTA) durante 1 hora a 160 V. Los trozca de gel contenien-
do las bandas a eluir ase colocaron en una bolsita de didlisis
con buffer TBE Yy se cerréd la bolsita en los doas extremos. Al
cakoc de una hora se invirtid la corriente eliéctrica durante
1 minuto, se recocgid el buffer con el elufidoc y se lavé la Licisita
con buffer TBE. El1 ARN se precipitdé con 2.5 volimenes de aicohol

y 20 pg de ARN de tranaferencia, y se secé el rnellet al vacié.

2.14.4 DIGESTION CON RNaAsa Ti.

El ARN de cada bLbanda gendmica se resuspendid en buffer
TE (Tras-ClH pH 7.5 20 mM y EDTA 2 mM)>. Lueco se mroacedid a
deanaturalazarx el ARN doble cadena calenténdoclo a 100 °C durante
1 mainuto y enfriando rapidamente scbre hielca. Luego ase agregaran
S unidades de enzaima RNAsa T1 y se incubdé durante 15 manutos
a 37*C. EL procesc de desnaturalizacién con calor y tratamiento

con la enzima se repitaié dos veces consecutivas. El volumen
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total de la reaccidn fue de 30 nl y las musstras fusron evanora-

das a seco por liofilizacidn.
2.14.5 SEPARACION DE OLIGONUCLEOTIDOS EN GELES MONODIMENSIONALES

Se utilizarcon geles de poliacrilamida al 15X conteniendo
urea 6 M y preparados en buffer TBE (Tris 100 mM, S8cido bérico
100 mM, EDTA 2 mM pH 8,3>. E}l espescor de los gelea fue de 0,3
mm (La Torre y col., 1982).

Se resuspendieron en bufier de muestra (xilene cianol O,2%,
azul de bromofenoi, formamida deiconizada 80X en TBE pH 8,3)
entre 30 y 40 mil cpm de ARN digerido con RNAsa Tl1l. La separacién
electroforética se realizé a 1500 ¥V hasta que el ABF y el xilene
cianol alcenzeron 22,5 y 12,3 cm respectivamente. Terminada
la separacién los gelea fueron expuestos htumedos a films de

rayos X a -70°C.

2.15S TRADUCCION IN VITRO DE SEGMENTOS GENOMICOS.

La traduccién de los segmentos 10 y 11 se realizé utilizando
ARN genémico desnaturalizado y un lisado de reticulocitos comer-

cial (New England Nuclear, caté&logoe NEK-001)>.

2.15.1 PRODUCCION DE ARN.

El virus se crecié en botellas rollers comoc fue descripto.
Se 1infectaron 4 hbotellas por cada cepa de virus a traducir. Con-
clufidas las infecciones, las botellas se congelaron y descongela-
ron 3 veces y se proacedié a bajar naucleos y células centrifugando
durante 20 minutcs a 4000 rpm. Los sobrenadantes fueron calenta-
daoa a o60°C durante 20 minutos con SDS vy EDTA (concentracicones
finales 1% y 10 mM respectivamente). Luego se extrajleron dos
veces en caliente con fenal-clorcafoarmoa. Eil ARN se precioitd

de l1a fase acuosa con 2,5 volimenes de alcochcocl toda la noche.
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2.15.2 ELECTROELUCION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE ARN.

El ARN precipitado fue resuspendido en buffer de muesatra
de Laemml: y semorado en un gel de poliacrilamida 10X para sepa-
rar los 11 asegmentos genémicos. Luego de la separacién, el gel
se tifié con bromuro de etidio y se cortaron las bandas de inte-
rés. La electroelucién se realizé como estd descripto en el
punto 2.14.3.

El electroeluido fue purificado con alcohol iacamilico
para extraer el bromuroc de etidio y luege con fenol para extraer
restos de acrilamids monomérica.

Se hizo una cuantificecién aproximada del ARN de cada banda
en geles de poliacrilamida. En &1 se sembraron diastintas cantida-
des conocidas de ARN totael purificado cuantificedo por espectro-
fotémetro y distintos volimenes de la sclucién acuosa de eluido
(1,2,5 vy 10 pl) mezclada con buffer de muesastra de Laemmli. Luego
del revelado, se comparé la intensidad de las bandas y se hicie-
ron los cédlculos correspondientes para cada banda.

Luego se agregé acetatc de sodio al volumen total de elufdo
hasta wuna molaridad de 0,3 M y se precipité el ARN con 2,5 volid-
menes de etancl toda la noche. El rpellet se secé al vacioc para
eliminar todo vestigio de alcohol, que interfiere con la traduc-

cién del ARN y se conservé congelado a -20°C.
2.15.3 TRADUCCION DE LOS SEGMENTOS GENOMICOS 10 Y 11.

Se realizé con un lisado de retaiculocitos de origen comer-
cial, siguiendo laa indicaciones del miamo. Previamente la técni-
ca fue puesta a punto usando un ARN menaajero proviasto en el
kit, ARN total purificado de lia cepa UK y ARN del segmento gené-
mico 10. Se detverminaron ias concentracicnes Gotimas de Mg y
K a ser usadas en eli experimento.

Inmediatamente antes de la traducciédn se procedié a desnatu-
ralizar el ARN dokle cadena resusrpendiendco el pelilet de ARN
en DMSO 90X en agus y calentando a 65°C durante 1S5S minutos.

El volumen total de la reaccién en cada tuko fue de SO
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rprl, calcuiada de forma tal que la concentracién de DMSO final
no fuera superior al 3%X. Se puasieron en cada tubo los componentes
de la& reaccidén, se ajusté la concentracién de acetato de potasico
a 80 m»mM y 1la de acetato de magnesioco a 0,7 mM, se incorporaron
SO pCi de (355)-metionina por tubo y se agregdé el volumen corres-
pondiente a 600 ng de ARN de la banda correspondiente desnatura-
lizedo. Se incluyé un control sin agregado de ARN. La reaccién
se realizé durante una hora a 37°C. Finalizada la miama, se
enfrié raépidamente sobre hielo y se tomaron alicuctas para cuan-
taficar la cantidad de radicactivaidad incorporada a proteinas,
Eato 8e hizo por precipitacidén con TCA 10%, filtrecidén por £il-
troa Millipore y tratamiento de los filtros secos con liquid-
fluor. Se midieron las cpm en un contador de centelleo lfguido
(Beckman LS-31S0T).

El contenido de& cada tubo se mezcld con volumen igual de
buffer de muestra de Laemmli y se sembré en un gel de poliacrila-
mida 12,5%, previo calentamiento a 100°C durante 1 minuto. Los
geles se corrieron como ya fue descripto (2.12.1.2) y se revela-

ron por fluorogratfia.

2.16 PRODUCCION DE ANTIGENO VIRAL EN CULTIVOS CELULARES SOBRE
MICROSOPORTES.

2.16.1 DESCRIPCION DEL SISTEMA.

Para 1la produccién de antigenos en grandes cantidades se
han usado sistemas peqguefics de cultivo a alta multiplicidad
(fraacoa o botellas rollers) o bien siatemas de cultivo de alta
densidad celular. Para el casc de células anclajs-depvendientes,
que requieren la adhesién a una superficie para crecer y multi-
rlicarse, se han desarrclladoa varios métoados de alta dens:idad:
micrasoportes (microacarriers), microencapsulacidén, fibras huecas,
soportes ceramicos, lechhas de esferas de vidrico, etc. En este
trakajc se decididé experimentar el cultivo de cé&lulas MA104
scobre microscopcoartes. Provee varias vaentajas en relacién a los

cultivos tradicionales:



73

a) se pueden cultaivar grandes dreas en oequefics valumenes,
b)) las condicaones de cultaivo pueden ser monitoreadas continua-
mente,
c) el medio de cultivo es utilizado en forma més eficiente,
d) puede ser adaptado a todas las escalas, deade la investigacién
haasta los fermentadores de variosa cientos de litros.
En la tapla siguiente se ilustra con un ejemplo tomado
de Tolbert y col. (1985)> algunasa ventajaa del sistema para el

caso de fibroblastas humanos crecidos sobre Biocarriers (Lab.

Bio-Rad):
sup células equivalentes en eficiencia del
{m2) totales botellas rollers medic de cultivo

1 botella ©,069 3x107 1 i

roller

reactor 21,6 4x1010 1300 3.9

de 4 1

reactor 188 3,4x1011 11000 4,3

de 44 1

El ajstema fue desarrollado por primera vez por Van Wezel
en 1967, Consiate en pequeifiasa eaferas sadlidas o aemiaédélidas,
de un dié&metro de 100 a varios cientos de micrones, suspendidas
en un medio nutritivo, a laa cuales se adhieren las células
y crecen formando monocaras o multicapaa, bajo formas de agita-
cién muy suavea. De esta forma se hace posible el cultivo homogé-
neo de células anclaje-dependientes. Se ha usado para la produc-
cién de antigenc para vacunaa de polio y rakbia (Montaegnon y
col., 1981; Meagnaer y col., 1881» en una escaia aproximada
de 100 litros. Su usc comenz=dé a generalizarse con la introduccién
de partfculas de DEAE-Sephadex, con menos carga, hecha por Levine
en 1376.

Actualmente se pueden obtener comercialmente microscportes

de varios tipos:
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a) DEAE-Serphadex (Citodex 1 de Pharmacia y Surnerbeads de Flow).
b) Sephadex recubiertoc con colégeno (Citodex 3 de Pharmacial.
c) Particulas de polieastireno (Biosilon, Nunc).

d) Esferas de vidrio huvecas, etc.

La densidad apropiada para mantener los microsonportes en
suspensién a bajas velocidades es entre 1,02 y 1,04 (Van Wezel,
1972). EiI sistema de agiteacién debe cubrir las condiciones de
mantener los microsoportes (MS) en suspensién a baja velocidad
Yy de no romperlios contra las paredes del recipiente o paletas
del agitador. Los recipientes no deben tener zonas donde estos
pusden acumularse, para lo cual las paredes deben ser lisas,
el fondo redondo, sin que se creen zonas de turbulencias y el
material de construccién debe ser vidrio o acero inoxidable
(Van Wezel, 198S).

Uno de los factores limitantes para la produccién final
de células anclaje-dependientes es el &rea apropiada de cultiveo,
debido al efecto de inhibicién del crecimiento por densidad. Hay,
pues, una concentracién éptima de microsoportes (MS)> a usar
para obtener los mejores resultados qgque depende del tipo de
célulaas y del sistema de recambioc del medioc de cultivo.

Otro de los problemas criticoes es la oxigenacidén, ya gue
la tranasferencia de este gas al medic de cultivo es baja por
las velocidades usadas y no puede aplicarse el sistema de burbu-
jJjec porque dafjarfa a las células. Por este motivo, gesneralmente
el oxigenoc se controls aumentando su presién parcial en la mezcla
de gases qgue circula sobre la superficie, aumentando la presién
total del @aire circulsante, por medio del reciclaje del medio
sin MS fuera del reactor o bien introduciendo aire dentro del
cultivco a través de wun filtro cilindrico montado sobre el eje
dei agitaacor, que no dele paaar los MS con célulaas rero si el
medio de cultivo (Spierxr, 19584).

El pH es mantenido generalmente por agregado de bicarbonato
de soadico o© cambios marciales de medio de cultivoa. Para escalas
grandeas ase usa CO2 en la mezclae de gases para acadificar y adi-

cién de hidréxido de sodio para alcaiinizar.
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Una importante vantasa del s:istema homcgéneo de RmACroscapor -
tes es que se puede tomar una mueatra en cualguier momento para
controlar el crecimientce o la infeccién. Las células se pueden
observar directamente al microscop:io o bien por fijacion y tin-
cién. El conteo se puede hacer por tripsinizacién de una alicucte
o bien por el conteoc de nicleos liberados y tefiidos con cristael
violeta luego de 1la lisis de las céluias, de acuerdoc can el
método de Sanford (1951). De la misma forma se puede hacer el
control de presencia de agentes extrafios (virus, micopniasmas) ! s&
saca una muestra, se tripsiniza y se subcultivan las células
en monocapas estandard. Siempre s nosikle trabajar con muestras

representativas de toda la produccidn.
2.16.2 DESARROLLO DE LA PRODUCCION.

El cultivo se realizé con equipos Techne (Cambridge Ltd>
en frascos de 250 ml, 1 litro y S litros, con agitacién magnética
rotatoria. Todos los materiales de vidrio usados fueron previa-
mente siliconados para evitar gue loa MS se peguen a ellos.

Los MS wusados fueron Citodex 1 (Pharmacia) vy Bicsilon

{(Nunc) .

2.16.2.1 Datos técnicos de Biosilon.

- eaferas sélidaas, plésticas, no porosas, superficie lisa, atébéx:i-
ca, Opticamente clareas, superficie polar, moderada carga negati-
va.

- didmetro de las esferas: 160-300 micronea.

- densidad: 1,05 g/cm3.

- &rea de cultiva: 255 cm2/gramc seco.

- numerc de oarticulas: 1,543105/gram0 secc

- esteriliizadasa por radiacidn.

2.16.2.2 Datos técnicoa de Crtcodex 1.

- matriz de dextran sustituida en ciertc grado con grupcs carga-
doa positivamente de N,N-dietilamincetil (DEAE).

- didmetro de las particuias: 131-220 micrones.



- densidad: 1,03 g/cma.
- érea de cultivo: 6000 cml/gramc seco.
- numerc de partficulas: 6,8x10%/gramo seco.

- esterilizacién: hidratados y auvtocclavados en PBS.

2.16.2.3 Preparacién de loas MS para cultivo.

En sistemas, como los frascos Techne usados en este trabajo,
gque no esté&n equipados con sistemas de monitoreo de los paréme-
tros fundamentales, las concentraciones éptimas de microscoportes
fueron establecidas en: 24 g/litro para Biosilon y 3 gflitro
para Citocdex, lo gque equivale a un &rea de 6120 cm?2 en el orimer
caso y de 18000 cm2/litroc en ei segundo. Nayores concentracicnes
s86lc pueden ser usadas si se cambia el medio de cultivo muy
@ menudo o se perfunde.

El medic de cultivo usadoc fue el mismo gue para los culti-
vos estacionarics tradicionales.

Loa MS de Biosilon se usaron en forma directe previo lavado
con medio de cultivo a 37°C. El Citcdex fue hidratadc durante
3 horas en PBS ain calcio vy magnesio a temperatura ambiente
con agitacién suave. Luego se lavé varias veces con PBS y se
esterilizé en autcocclave (11S°C, 1s minutca, 1% psi, en SO ml

de PBS/g de Citodex). Luego se lavé con medic de cultivo a 37°C.

2.16.2.4 Preparacidén del indculo.

Contrariamente a los gque cocurre en loa cultivos estaciona-
rios, en los cultivos con agitacién no es f&cil gue las células
se weguen a la superficie, dependiendoc la eficiencia de pegado
del tipo de cé&lulaa utilizadas. El tamafio del inéculo gue se
utilizdé fue de S cé&lulas/MS para Citocdex y una densidad similar
2 loas cultivos tradiciconales para el Bicsilon (80X de eficirencia
de pegado).

La eficiencia de pegadc se aumentd usando la tercera parte
del volumen final de medio durante €l primer dfa (con la cantadaa
de suerc fetal correspondiente al voiumen final?), menor velocidad
de agitacién en las rpraimeras % horas y en algunos cultivos se

uaédé agitacién discontinua durante las primeras 4 horas (2 minutos



de agitacidn y 29 minutoes de repcasca, alternativamented,
La velocidad de agitacién uasada fue de 30 rpm. Cuando las

células estakan bien crecidas s& aumenté a veces a ATS-F8 rom

[4

para favorecer la oxigenacidédn.

El mantenimiento del pH ae hizo con agregado de bicarbonato
de socdic o cambicas parciales de medio. En loas gréficos (Figuras
4, S y ©6) se puede ver la influencia del indculc inicial sobre
el crecimiento celular en los dos sistemas (Citcadex y Biosilon)

para las células MAl1O4.

2.16.2.5 Escalonamnientc de los cultivos.

El escalonamiento de loas cultivos (“scalling up")> se hizo
deade frascos de 250 ml a 1 litro y de a@lli a frascos de 5 1i-
troa, donde se realizaron las infeccicnes. En la Figura 3 se
pueden ver varios frascos en distintos estadios del escalonamien-
to de la produccién de células MAL104,

Las células se& despegan facilmente de las esferas de Biosi-
lon, peroc no sucede lo mismo con el Citodex, donde gquedan un
gran numerc de cé&lulas gue no se despegan dentro del perfado
normal para que no se produzca dafio celular. Por ello el escalo-
namiento =se realizé sembrando en el nuevo frasco las células
deapegadas y los microasoportes con células avdn pegadas, agregando
la cantidad de MS nuevoa gque fueran necesaricos para completar
los correspondientes al nuevo volumen. Laa células se pegan
en forma distinta en los dos tipos de superficie (Varani y col.,
1983>. En pléstico, al igual que en vidrio se adhieren por largos
filopodios, mientras gque en dextran anarece el horde enteroc
de la célula en contacto con el sustrato. Es estc, probablemente,
lo gue resulta en una distinta sensikilidad al desregue oor

tripsina (Yarani y col., 1983)>.

2.16.2.6 Infecciédn de los cultavoas.

Los cultivoa de S litros fueron infectados a una multaiplic:i-
dad de ©O,1 DICTsp/célula, con el mismoc procedimiento usado en
lJoa otros cultivos, eliminando todo rastro de suero fetal con

3 lavados con PBS con calcico y magnesic con agitacién lenta. La
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Figura : Frascos de 250 ml, 1 litro y S litros donde se estén
creciendo células sobre microsoportea en distintocs estadios
del “scalling-up" para la produccién de células en una escala

cada vez mayor. El sistema de agitacidn estd& basado en un lento
maovimiento circular de una varilla de vidrico con un bulka en
un extremo, producido por un campo magnético. En los frascos
de S litras s& agregaron algunos accesarics para usar en la
regqulacién del pH y oxigenacidén de los cultivos.
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infeccion se relizé en la mitad del volumen total usado cara
el crecimiento. Los titulos virales obtenidos ocacilaron entre

107 y 108 DICTsy segun la cepa en estudio.
2.16.3 DATOS COMPARATIVOS ENTRE AMBOS SISTEMAS.

Loa datos numéricos comparativos para la produccién de
cé&lulaas MA104 usando ambos sustratos se pueden extraer de los

grdficos adjuntos y de la siguiente tabla:

sustrato sur. cultivada cé&lulas/cm? cé&lulas/nl
cm2/1litro

Biosilon 6120 1 x 105 6,12 x 10%
Citodex 1 18000 6,5 x 104 1,17 x 106

La superficie cultivable por litro es mayor para Citodex
aungque la densidad de células por superficie sea mucho mencor.
Deade este punto de viata aparece comc m&s conveniente el uso
de éatos. Esto se relativiza ai mse tiene an cuenta laas ventajss
operativaa del Biosilon (no easterilizacién, facilidad en lavados
Yy cambiocs de medio, mayor velocidad de sedimentacién), pero
eaencialmente la principal ventaja ea la facilidad con gue se
despegan las células durante el tripsinizado, facilitando amplia-
mente el eacalonamiento de los cultivoa.

Un cultivo de S litros de Citocdex 1 eguivale a:

- 120 rollers, en surnerficie cultivada

- 200 rolleras, en nimeroc de células tcotalesa.
Un cultivo de S litros de Biocsilon equivalea a:

- 40 rollers, en superficie cultivada

- 100 rolleras, en numerca de células totales.



—e >5Células/mc
8f o—o 10 Celulas/mc
&—4 20 Células/me

Células/cnd x 10%

-
L

Figura 4: Influencia del inéculo socbre la produccién de células
MA104 sobre microsoportea Citodex 1. La experiencia eatd hecha
en frascos de 250 ml conteniendo S,1 x 10® microsoportea. El
inéculo eatd medido como nimero de células iniciales/microsopor-

te.
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10F o—o CITODEX 1
e— BIOSILON

Células/crd x 10

-
-
L

la densidad de células por unidad de

Figura S: Comparacién de
tipoas de microsoporteas (Citodex

superficie alcanzada en ambosa
y Biosilon).
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10 o—o CITODEX 1
o—e BIOSILON

Células/ml x 10°

3

Figura 6: Comparacién de la produccién de células por mililitro
alcanzada en cultivos sobre Citodex y Bioailon, cunado los micro-
soportes son usados en las concentracicnes planteadas en Materia-
lea y Métodosa.
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3.1 INTRODUCCION.

lLoa rotavirua ase han detectado en materia fecal de cerdos
desde 1975 en varias partes del mundo, perc se sabe aun muy
poco de su epidemiclogie en eata especie animal. El sindrome
entérico obaervado en lechoneas de 1 a 4 semanas de vida eaté
caracterizado wor diarrea. anorexia. depresidén y a veces vimitos.
cen un indice de mortaladad gque varia entre el 7 y el 20X de
los animales aiectados {McNulty vy col., 1976; Wocde y coi..

1976; Bohl y col.. 1978; Utrera y ccl., 1984:; Theil y col.,

Se han detectado con bastante frecuencia en porcinos rotavi-
ruas atfipicos de loas Grupcs B, C y E (Saif y col., 1580;: Bridger
y col., 1982: Chasey y Davies, 1984; Theil y col., 1985S: Sigolo
de San Juan y col., 1986)>. Se han encontrado anticuerpos antiro-
tavirus en casi todos los cerdos adultos, incluyendoc los grupos
A, B y C (Bridger y Brown, 1985), pero hay muy pocas publicacio-
nes al respecto.

Bohl y col. (1984) demostraron la ejxistencia de al menos
2 serotipos de rotavirus porcinca dentro del grupo A, con la
cepa 0OSU (Ohio State University) como prototipo del serotipo
1 Yy la cepa Gottfried como pratotipo representativo del serctipo
2. La misma diferencia antigénica fue encontrada por Hoashino
Yy col. (1984)>, con la cepa Gottfried perteneciendo en su clasifi-
cacién al serotiro 4 (junto a rotavirus humanos) y la cepa 0OSU

al serotipo S (junto al rotavirus eguino H-1)>.

W

.2 PRESENCIA DE ROTAVIRUS EN LECHONES CON DIARREA.

En Argentina no existen datos enidemicldédgicas previcas de
ia incidencia de rotavirus en la diarrea necnatal de los cerdos.
Este eatudioc ae encardé en forma sistematica en dos z=onas impor-
tanteas de criae: las provinciaas de Cérdoba y Buenos Airea. Se
aoclicité la recalecciédn de mueatras de materia fecal a veterina-

rios de distintoas establecimientoas donde exiatim aita incidencia
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de diarreas en lechonesa. Las muesastras fuercon recibidas debidamen-
te reirigeradas y acompanadas del protocolo correspondiente
donde figuran datos de interés para la sistematazacién. Una
vez recibidas, fuercn bprocesadas de inmediato y analizadasa por
laa técnicas de ELISA y geles de poliacrilamida para su diagnés-
tico y luego congeladas a -20°C para la realizacién de estudiosa
ooasteriores.

En la Tabla I se muestran los resultados obtenidos del
andlisis de 156 muestras. La incidencia de los rcotavirus como
agente asocociado a la diarrea en lechoneas de menos de 45 dias
de vida fue del 38.,4x%.

Comc era eaperado, la variedad de electroferotipos detecta-
da en dichas muestras fue muy grande. Las figuras 1 y 2 muestran
slgunocs electroferotipos que ilustran la diversidad genémica
existente, algunas de cuyas particularidades se analizarén més

adelante.

3.3 PRESENRCIA DE ELECTROFEROTIPOS PERTENECIENTES A ROTAVIRUS
ATIPICOS.

Los resultados de la Tabla I indican gue hay 4 aislamientos
de la provincia de Cérdoba y 1 de la provincia de Buencs Aires
que, a pesar de ser claramente poaitivos por PAGE, no reaccionan
con el antigenc comin del grupo A para €l cual est& disefiado
el ensayo ELISA.

Un anélisis detallado de los electroferotipoas permite obser -
var que el agrupamiento de segmentos gendémicos de eatos aisla-
mientos no sigue el patrén tipico de bandas del grupoc A. En
especial dekbre destacarse la falta del trirlete foarmado por los
segmentos 7-8-39. Para mayor claridad, ver Figura 3.

En 1la Figura 3 se puede ckiservar que la diatrikbucién de
segmentoa gendémicoa de algunos aisleamientos se asemedra a la
correapondiente a loa grupca antigénaicoa € (lfnea C> y B o E

(lineas B y D>.



Takla I. Presencia de rotavirus en mueatras de materia fecal de
cerdos con diarrea detectados por ELISA y geles de poli-

acrilamidas (PAGE).

Provincia Nimeroc de PAGE(+) ELISA(+) PAGE(+) PAGE (=) Total %
muestras ELISA(-)> ELISA(+) muestras
positivas

Cérdoba 23 10 6 4 o] 10 43,4
Ba. Aires 133 SO 49 1 (s SO 37,5

Totel 156 &0 SS S o &0 38,4
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Figura 2: Electroferctipos ha-
llados en muesatras de MF pro-
venientes de criaderos de cer-
dos de la provincia de Cérdoba
(lineas 2 a 8). Linea 1, ais-
lamiento de la provincia de
Buencs Aires.

Figura 1: Electraferctipoas ha-
llados en HMF de lechones con
diarrea provenientes de esta-
blecimientos de la provincia de
Buenos Aires.
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Figura : Electroferotipoa caracterfiaticos de diastintas grupcs
antigénicoa. Patronea de migracién de ARN genémico de rotavirus
que resultaron negativos al enasayo de ELISA para el Grupo A
(lineas B,C,D). Linea A: cepa CN86 aislada en la provincia de
Buenos Aires, perteneciente al Grupo A. Linea B: aiaslamiento
de la provincia de Buenos Airea con electroferotipo similar
a Grupo B o E. Linea C: aislamiento de la provincia de Cé&rdoba
con patrén de bandas de Grupo C y linea D: aislamiento de la
provincia de Cérdoba con electroferctipo similar al del Grupo
B. Loas geles son de poliacrilamida 10X.
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Eil aislamientc correspondiente al grupca C fue recureradco
de lechonea de 4 a 6 dias de edad, mientras qQue el grupo 3 (linea
D) corresponde a un lechén de 28 dias.

LLa presencia de gran variedad de grupos antigénicos en
rotavirus porcinas ha aido comunicade en varics trakbajcas, como
se detalla en la introduccién, corroborada por la presencia
de anticuerpoas contra grupos atipicoa (no grupo A)> en un altco
porcentaje de loa cerdoa adultoa. En un muestreo realizado en
el Estado de San Pablco, Brasil, en 1385 y cuyas muestras fueron
analizadas en el Centro de Virologia Animal, Argentina, se detec-
taron rotavirus atipicos con electroferotipos sasimilar al del
grupo B en 4 de los 19 establecimientos eatudiadoa, los cuales
eataban ubicados a m&s de 150 kilémetros de distancia uno de
otre (Sigolo de San Juan y col., 1986). Siete meses més tarde
los mismos virus volvieron a detectarse en otro brote en dos
de los establecimientos mencionados. La Figura 4 muestra el
electroferotipo de unoc de estos Gltimos (linea 3).

En el caso de Argentina, los aislamientos atipicos represen-
tan el 8,3%X del total. Al cbservar las particulas al microscapio
electrénico, muchas aparecen deformadas y en proceso de ruptura.
Pareciera gue estos virus atipicos se degradan répidamente duran-
te su almacenamientco, aun congeladoa. Esta podria ser una de
las causas de gue su deteccién no sea muy comin, aun cuando
un alto vporcentaje de cerdos adultos tengan anticuerpos contra
ellca. La otra causa &s su no reaccién en las pruekbas cléaicas
de ELISA que se realizen en la mayoria de los laboratorios de
diagnéatico, con sueras para el grupo A.

Loa S5 sislamientos atipicos hallados no pudieron ser confir-
madcs en pruebas seralégicas con sueros esvecificos porqgue no
se contaba con los miamos en el pafa. De eata forma se vodria
haker cocnfirmado, [<Ted o ejenmolao, si alguno de los aisiamientos
podfia ser aaignado al grupo E (Pedley y col., 1986)>, el qgue
ha sido descripto sélo en cerdos, Yy confirmar las asignacicnesa

hechas en base a los electroferotipos.
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Al igual qQue los virus del grupo A, los rotavirus de las
grupos atipicos presentan variacién electroforética dentro del
agrupamiento caracteristico de asegmentoa. VYirus recuperados
de distintas especiea animalea pueden pertenecer sl mismo gQrupo
compartiendo entre sf{ el antigeno comin (Saif y Theil, 1985:
Bridger vy col., 1986). Una indicacién gue ilustra la complejidad
de la qgran variedad antigénica que existe, es tampién el hecho
de gque se hayan detectado dos ceras del grupc B entre las cuales
no hay rprotecciédn cruczada, le que hakla de gque también dentro
de cada grupo atipico habria diferentes serotipos (Saif y Theil,
198S>. Ea importante recordar que dentro del grupc A ya han
sido difereciados 10 serotipos.

Es también importante destacer el hecho de gque rotavirus
de diferentes gruros han sido detectados en un miamo estableci-
miento en la provincia de Cérdoba (Figura S) y atin en el mismo

aislamiento (Figura 6).

3.4 PRESENCIA DE ROTAVIRUS QUE PRESENTAN REARREGLOS GENOMICOS.

Dentro de los aislamientos rpertenecientes al grupo
antigénico A, se detectaron en dos establecimientos de la provin-
cia de Buenos Aires la presencia de electroferotipos inusuales.
Eatos presentapan los 11 segmentos de ARN doble cadena pero
faltaba el que corresponde al segmentca genémico 11 y en cambio
aparecia wuna nueva banda de mayor pesc molecular. Dentro de
la variedad de electroferctipos con esa caracteristica, se pueden
diferencier doa tipos: unco de ellos presentaba la banda extra
entre lcos segmentos genémicos 6 y 7 y el otro inmediatamente
par debajoc del asegmento genémico 3.

Primer caac: En septiembre de 198% se tomaron muestras de un
brote de diarrea que afectd al 20X de los lechonea de un eatable-
cimienta de criae intensiva, en Benitco Juérez (Buenoa Aires)
con una mortalidad del SX. Las muestras fueron todas positivas
a rotavirus por PAGE y ELISA. Observada=s al microscopio electré-

nico, laa particulas ~virales moatraban la clésica morfologia
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- Figura 4: Comparacién de los
electroferotipos de rotavirus
aisladas de cerdoas en Brasil.
Lineas 1 y 2: virus pertene-
cientea al Grupoa A. Linea 3:

_— electroferotipo caracterfisti-
co del Grupo B o E.

—

Figura 5: Aislamientos de un
criaderc de cerdos de la pro-
vincia de Cérdoba. Linea 1:
Grupao C; linea 2: Grupo B y
linea 3: Grupo A. Loa tres
Grupoa estédn presentes al misa-
mo tiempo.
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Figura 6: Aislamientos de la praoa-
vincia de Buenos Aires gque mues-
tran patrones de bandas mixtos
(lineas 1-4). Las flechas peguefias
muestran bandas correspondientes a
un patrén del Grupo B, mostrado en
- la Fig. 3, gque fue aislado en otra
II fecha. Las bandas mé&s coloreadas
{ corresponden a un virus Grupo A gue
I ‘* posee un rearreglo genémico, sefia-
@ lado por la flecha grande, migrando
entre los segmentos 6 y 7.
-
-
e
- -

Figura 7: An&lisis en un gel de po-
liacrilamida 10X de dos aislamien-
tos del Grupo A del miasmo eastable-
cimiento. Linea 1: cepa CS con pa-
trén de bandas genémicas esténdar.
Linea 2: cepa C7, gue presenta un
rearreglo genémico. La flecha ase- G
fimla la banda que aparece en lu- .-
gar de la correspondiente al seg-

mento 11 del patrén normal.

bl A
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de los rotavirua. E1l rearreglao genémica estaba caracterizado
en eate caso por auasencia del segmento genémico qQue aparece
en la posicién del segmento 11 y la aparicién de una banda entre
lcs segmentos genémicos 6 y 7 (Figqura 7).

Haata diciembre de 1985 la aituaciédn siguié siendo la miama
con el 100%Xx de laa muestras de loas lechones diarreicos positivos
a rotavirus. En un muestreo realizado en junic de 1986 en este
establecimiento =e encontré una muestra PAGE positiva y ELISA
negativa con el patrén de bandas caracteriatico del Grupo B. En
realidad la presencia de ambos grupos antigénicos en el campo
vya habfia saido detectada en el primer muestreo donde se hallaron
loas aislamientos mostradoa en la Figure 6 donde se observan
electroferotipos mezclados correspondiendo uno (predominante)
al rearregloc y el otro al patrén B.

En muestreos posteriores en 1986 y 1987 aéloc se encontraron
rotavirua del Grupo A, siempre con la presencia del rearreglco
genémico, lo que da una idea del grado de estabilidad de este
tipo de ordenamiento. lLas variasciocnes en el electroferotipo
fueron fundamentalmente a nivel del triplete de segmentos 7-8-9,
entre los cueales se encuentra el segmento gue codifica para
la protefna principal de la cépside externa (VP7) de lo gue
se puede inferir una cierta variacién serolégica gque, como vere-
mos, fuae confirmada en locs ensaycs de neutralizacién de la infec-
tividad viral.

Caso 2: En este caso el establecimiento de donde se obtuvieron
las muestras estd situado a 100 km del anterior, en Tandil (Pro-
vincia de Buenos Aires). Aqui{ habfa brotes periédicos de diarrea
con un 80X de morbilidad y alto porcentaje de mortalidad de
los lechones. Se tomaron muestras dos veces en julic de 1386
y 7 de ellas fueron positivas a rotavirus gpor PAGE y ELISS,
todaas correspondientes al grupo A perc mostraban distintos elec-
troferctipos, uno de ellos del tipo estandar (largo) y el otro
donde en vez del segmento genémico 11 aparecia una banda de
mayor peso molecular ubicada inmediatamente dekiajoc del segmento

9 (Figura 9).
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Figura : Persistencia del rearreglo genémica. Electrofercatipas
de cepas de rotavirua aiasladas del miasmo establecimiento en
afica consecutivoa. Laa tres presentan el mismo rearreglo gendmico
sefialado en la Fig. 7, peroc ae pueden obsaservar variaciones en
la =zona correspondiente a los segmentos 7-8-9 (triplete caracte-
ristico del Grupo A). Linea 1: cepa C60 aislada en el afic 1385;
linea 2: cepa C134, aislada en el afioc 1986 y lfinea 3: cepa C158,
aiaslada en el afioc 1987.
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Figura 9: Rearregloas genémicoa gue originan electroferotipos
“super cortos'. Patroneas de migracidédn de bandaas de ARN gendémico
del tipo estandar y '“super corto' halladoas en un establecimiento
de la Provincia de Buenos Aires. Linea 1: cepa CC117; linea
2: cepa CN117; lfinea 3: cepa CN86 y linea 4: cepa CC86. Las
flechas sefialan el segmento 11 normal y el rearreglo genémico.
Las cepas mostradas en las lfineas 3 y 4 a6lo difieren entre
ai en el segmento rearreglado. Las cepas mostradas en laa lineas
1 y 2 difieren en varios segmentos ademés del rearreglo.
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El patrén de kbandas de esta cepa aes =aimilar al de un rotavi-
rus humano aislado de nifics de Indonesia (Hasegawa y col., 1984),
que ha sido denominado “surper corto”™ y es considerado un nuevo
sercotipo humano (el patrén denominado '"“corto' fue hallado sélo

en humanos y pertenece al serotipo humano 2).

3.5 DETERMINACION DE SUBGRUPOS.

La proteina VP6, que constituye el 80% de la masa total
de 1la c#épside interna del virién lleva, ademads del antigeno
de grupc, el antigeno de subgrupo. Haata ahora casi todoas los
rotavirus de distintas especies (dentro del Grupoc A) analizados
pertenecen a uno de los dos asubgrupcos caracterizados y denomina-
deoas I y II.

Un grupo de 29 muestras de MF positivas al diagnéstico
de rotavirus fueron analizadas por la técnica de ELISA con anti-
Cuerpos monoclonales para la determinacién de la eapecificidad
de subgrupoc. Los anticuerpeos monoclonales utilizados son los
descriptos en Materiales y Métodos: dos de ellos son anticuerpos
eapecificos de loas subgrupa I y II humanoa y fueron proporciona-
dos por la Dra. Mary Estea. Los otros dos fueron proporcionados
por el Dr. F. Liprandi (Venezuela) e incluyen: un detector de
VPé comin a&a todos los rotavirus y un anticuerpo especifico para
el asukgrupo I porcino.

Laas muestraas de MF fueron eanalizadas con estos 4 anticuerpos
y los reaultados estéan sintetizados en la Tabla I1. Se usaron
como controles las cepas OSU y SAll, pertenecientes al subgrupo
I y 1la cepa humana Wa y la porcina Gottfried, pertenecientes
=l subgrupc II. Cuando se usaron sobrenadantes de cultivo estd
indicado (CC: cultive celular).

Los reaultados se analizaron tomando como controles negati -
vos para el subgrupo I a las densidadea 6pticas (DO) de las
cepas Wa vy Gottfried y paraea el aubgrupo 1II, a las cepas 0OSU
y SAll. Se conaideraron como positivos los valores gue eatuvie-

ran por encima del doble de loa negativos para un subgrupo y
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un anticuerpa dado. Eato ea imopoartante a tener en cuenta dadco
que hay anticuerpcs Qgue dan mayores coloraciones ineapecificas
que otros (“background") y los valores abisclutcocs pueden inducir
a error al analizar la tabla ai no se lo hace columna a columna.
Los resultados hallados no son contradictorioa entre sf,
si bien pareciera que el monoclonal para el subgrupo porcino
fuera mé&s sensible para esta easpecie y viceversa, lo cual implica
que podria haber una cierta variedad dentro de lo gue se conaide-
ra epitore de subgrupo. Podemcs sintetizar en princicic las

siguientes conclusiones para las 29 muestras porcinas:

- Todas las muesatras gque son SGI con los anticuerpoas monoclonalesa

humanos lo son también con el porcino.

- Todaa las muestras que son SGI para el anticuerpo monoclonal
porcino aon también I o indefinidas para los anticuerpos mono-

clonales humanos, salvo la mueastra C167.

- Todos los que dan indefinidos para el anticuerpo monoclonal
porcino lo son también para los humanos, con una scla excepcién

(C141) que podria aser SGII.

- Las dos muestras que dan positivas para les eapecificidades
I y II al mismo tiempo, aon también I con el anticuerpoc mono-

clonal porcino.

- Las dos muestraas que ason rposiblemente positivas para el SGII
humano son: una indefinida y otra SGI para el anticuerpo mono-
clonel porcino. Este vltimo reaultado serfa el dnico contradic-

toric del ensayoa (Cl67).

- Segdin los datos para el anticuerpo monoclonal porcino (SGI),

22 muestras serian SGI y 7 guedarian no definidas (no I,

- Segun los datos con los anticuerros monaclonales humanos (SGI
y SGII» 10 muestras serian SGI,., 2 muestras SGII, 2 muestras

SGI y II y 15 mueatras guedarian indefinidas (no I, no II>.

Los resultadcaos se resumen en la Tabla III.
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Tabla II. Andlisias de las muestras de MF porcinas positivas
a rotavirus con anticuerpcs monoclonalea especificos

de sasubgrupos.

NMuestras 4D2F2 3G3F3 E83-1493 E83-1494
MF (YP6) SGI porc. SGI SGII
c48 1.992 2.000 0.745 0.0S90
Cc49 1.S98 1.273 0.513 0.042
C50 1.968 2.000 0.877 0.046
CcS? 0.988 0.584 0.494 0.049
C60 2.000 2.000 1.811 0.045
ce2 0.367 0.172 0.510 0.03S
Cé63 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
Ccoi 2.000 i.349 0.474 0.038
Cc9S 2.000 2.000 1.35S6 0.058
Cc117 1.869 1.348 0.58S 0.051
Ci21 1.618 0.887 0.552 0.064
C1i31 1.714 0.162 0.518 0.098
C134 2.000 2.000 2.0090 0.077
C135S 2.000 2.000 2.000 0.087
C136 0.836 0.28S5 0.593 0.081
C137 1.682 0.214 0.626 0.105
138 Z2.000 2.000 2.000 0.278
Cial 2.000 0.187 0.72S 0.185
C143 2.000 2.000 1.733 0.044
Cla4a 2.000 2.000 1.528 0.2312
Ci148 ©.919 0.176 0.581 0.0S1
Ci49 2.000 0.253 0.703 0.130
Cclel 1.060 ©.678 0.563 0.072

c167 2.000 0.726 0.882 0.269
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Takbla I1I (continuacién?

Muestras 4D2F2 3G3F3 E83-1493 E83-1434
NF (WP6) SGI worc. SGI SGI1I
C1i58 2,000 2.000 2,000 0.059
CN117 2.000 2.000 1.9249 0.153
CC11i7 2.000 2.000 0.4995 0.086
M6eS 2.000 0.993 2.000 0.188
oSsu 2.000 2.0090 2.000 0.087»
SAll 2.000 0.446 2.000 0.058~»
Gottfried 2.009 O0.146~ O0.597 = 0.301
Wea 2.000 O0.126» 0.608» 0.375

Loa valores subrayados son loa considerados positivos.

Los asteriacos sefialan los controles negastivos en cada columna.
Laa Gltimas 7 muestras correaponden a scbhbrenadantea de cultivo
celular.

Las lecturas de Densidadea Opticas (DO)> del ensayoc de ELISA
estdn lefdas a 405 nm.



106

Tabla III. Anédlisis de las muestras de MF porcinas positivas
a rotavirus con anticuerpos monoclonales especificos

de subgrupo.

Anticuerpa monoclonal Anticuerpos monoclonales
2G3F3 E83-1493 y E83-1494
SGI(+> SGI(-> SGI(+> SGII(+> SGI(+) SGI(-)
SGIIC(-> SGI(-)> SGII(+> SGII(-)

22 7 10 2 2 1S




3.6 ADAPTACION A CULTIVO CELMLAR.

Para poder eatudiar ia biclocgia molecular de estos virus
b4 realizar enaayos de neutralizacién se procedié a adaptar algu-
nas cepas a cultivo celular. Previamente se eligiercon las cepas
gue dacan un mayor nuimerc de células infectadas cuando las sus-
pensiones de materia fecal eran inoculadas sobre células MA104,
Easto ae determané con la técnica de coloracién de inmuncpercaxida-
sa (IPA).

Como sase explicé en Materiaies y Métodos, la adaptacidn
se hizo en tubos rollers y se controlé el crecimientoc del wvirua
luego de tres pasajes ciegos, por IPA y por PAGE como asi también
siguiendo la aparicién del efecto citop&tico al microascopio. En
algunas cepas el efecto citopdédtico fue dificilmente visuali-
zado avn después de variocs pasajes. Casi tocdas las ceras adapta-
das presentan distintas caracteristicas de crecimiento y alcanza-
ron distintas ti{tulos. Algunas s8é6lo pudieron incrementar su
titulo luego de varios pasajes en presencia de pancreatina en
lugar de tripsina, como esatd& descriptoc para el caso de la cera
patrén Gottfried (SGII, serotipo 4).

También se crecieron las cepas patrones QOSU (S5GI, serotipo
S) y Gottfried vy las ceras humanas Wa (serotipo I, SGII> y M69
(patrén super corto) gue fueron enviadas por la Dra. Linda Saif
{(Ohic State University? Y ia Dra. Mary Estes (Baylor College)
respectivamente a los efectos de compararlas serolégica y molecu-
larmente con las cepas porcinas y bovinaa lcoccalea.

Los titulos alcanzados se nueden ver en le Tabla IV y alguna

de los electroferctipos adaptados en la Figura 10.

3.6.1 CLONADO DE LA

10}

CEPAS.

La existencaia de distintas voblaciones dentro de un mismo
arsiamiento AmEir1ca que aiemoire hay que clonar los stoacks con
icas Qque se trabaj)a. El sistema de clonado usado depende de las

caracteristaicas de crecimienta de cada cepa. Algunas pudieron

aer adaptadaas para dar efecto citordtico en cultivos estaciona-



Takbia IV.

Titulos alacanzadas por las cepas de roatavirus

das a cultivo celular.
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adavta-

Rotavirus UFF (IPA>/ml DICTsn/ml
CN86&6 (P7) 1.1 % 108 2.0 107
CC86 (P11) 1,7 »x 107 2.0 105
C31 (P4) 1.3 = 107 2,0 106
C35 (P4)> 2,0 x 106 2,0 105-5
OSu (P7> 6.4 x 106 2,0 106
C60 (P11)> 1,0 x 106 2,0 105
CN117 (P3> 2,4 x 106 2,0 105-5
CC117 (Pé&> 6,4 x 104 2,0 104
Ci134 (P8)> 1,0 x 106 2,0 105-5
C135 (PS) 3,7 x 104 2,0 103-5
Gottfried 1,0 x 1095

ol (P3) 1,5 x 10°

UFF (IPA) = Unidades formadoras de foacoa IPA

DICTso

Doasis infectivae cultivo de tejrzidos SOX
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Figura 10. Electroferoctipos de cepas de rotavirus porcinos adap-
tados a cultivo celular en células MA104. Las cepas adaptadas
corresponden a patrones estandard y con rearregloas. Los rearre-
glos genémicos se mantuvieron luego del cultivo in vitro y del
clonadoa de las cepas. Linea 1: cepa C60; linea 2: cepa 0SU (pro-
totipo del serotipo porcino 1); linea 3: cepa C1l34; linea 4: cepa
CN86;: linea S, cepa CC86 y linea 6: cepa CN117 (ésta corresponde
a una electroforesis realizada en otrc geld.
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racsa, mientras gue Gotras a ceaar de esto no proaducen mlacas
en agar al 9O,56%, utilizando es la técnica de rutina.

e este modo, las cepas se cionarcon por: i) el nétado de
dilucién limite en tubos rollers o en placas de 36 weilsa:; 1i>
por deteccién de ECP (efecto citopético): ii1i) por deteccién
por IPa (inmunoreroxidasa) en las gue no dan efecto citorétice
a altas diluciones, o© 1iv) rpor plagueo en agar Oxoid O0,.6%X con
facilitadores (DEAE-dextrano y pancreatina)d.

Se oktuviercon diversocs clones de los cuales se seleccionaron
lcs m#é&s representativos de los electroferctipos encontrados. En
laa Figuras 11 Y 12 se& ven alguncs ejemplas. En la orimera de
ellas ase ilustran dos clones de la cepa Cl1l17. El aislamiento
original presentaba el patrén surer corto y de &1 fueron clonados
patrones super cortos y largoa. En la Figura 12, en canmbio,
se parte de un patrén largo de la cepa C86 y en una de las dilu-
ciones aparece ei patrén corto, el cual ea distinto al anterior
y tiene la particularidad de diferir de la cera de patrén largo
sélo en el segmento rearregladeo, lo cual la hace muy interesante

para el estudic de estos vltimos.

3.7 SEROTIPIFICACION DE ROTAWIRUS PORCINOS.

3.7.1 PREPARACION DE SUEROS HIPERINMUNES PARA ENSAYOS DE NEUTRA-
LIZACION.

De la forma explicada en Materialeas y Métodos ame orepararon
suercs en cobaycas contra las siguientes cepas procinas: OSU,
CC8s6, CN86, C&0O, Cl134 y M69 (cepa de patrén super corto humanod.
E

1 sueroc contra la cepa Gottfried fue orovisto mor la bDra. Mary

Las suercs preinmunes e hiper>nmunes fueron analizadosa
y taituladcas por ELISA.
I.7.2 SEROTIPIFICACION DZ LAS CEPAS LOCALES EN ENSAYOS DE NEU-
TRALIZACION.

A los fineas de evitar comparar tfitulos obtenidos por técni-

cas distintas, se utilizé oara todosa 1oa cascs la técnica de
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Figura 11: Clones aisladoas de
la muestra de materia fecal
(MF)> C117. Linea 1: claon CC117

Yy linea 2: clon CN117.
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Figura 12: Clones aislados de la
muestra de MF C86 (lineas 2 y 3, D —
comparadoas con los electroferoti- — e
vos de dos cepas prototipos. Linea B
1: cepa 0OSU (seroctipo porcinoc 1);
linea 2: clon CC86; linea 3: clon :
CN86 y linea 4: cepa Gottfried § - -
(serctipo porcinoc 2). ===
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medir el grado de neutralazacidén en ftuncidédn de la reduccién
del numero de células posaitivas a IPA. El titulo neutral:zante
que figura en la Tabla ¥V renresenta la inversa de la dilucién
de suero gue produjo una reduccidén del 80% en el numero de célu-
las IPA positivas., Los titulcs homélogos estan subrayados.

Se incluyeron tampién la cepra bovaina TS y la cepe humana
M69. La primera nertenece al serctinpe & y la segunda a un sercti-
po diatinto a los 4 serotipos humancs desacriptos hasta ahora.

Se adoptdéd el criteric ya fijado oor coctros investigadores
de considerar como de serctipos distintos a dos cepas cuando
la diferencia entre el titulo homélogo y heterélogo es mayor
a 20 veces.

Siguiendc esate criterio al analizar l1a Tabla YV codemas
decir gue ninguna de las cepas pertenece al serotipo 2 (o seroti-
ro 4 de la clasificacién general de Hoshino y col., 1984)>. Por
otro lado, todas las cepas eatén dentro de los limites del serc-
tipo 1 porcino (salvo Gottfried, M69 y TS).

Las cepas C60 y Cl134 tienen una socla via de reaccién con
el sercotipo 1 porcino (o serotipo 5 de la clasificacién general)d.
Esa notoric gqgue adn estando todas las cepas locales inclufdas
en ei aserctipo S, existen distintos grados de 'parenteaco' con
el mismca, Qque van desde un tituleo similar al homélogo hasta
uno 16 veces menor (caso de las cepas C60 y CC86)>.,

Per otro lado, ai analizamcs las columnas 3,4,% y 6 vemas
gque la diveraidad aeantigénica es auvn mayor. En el andlisis de
todasa las cepas con los auveroas producados contra ceras locales
vemca que hay aislamientos que se ubican claramente dentro de
diferentes serotipcs en easta cotra via de reaccién. Entre ellas
laa cepas C60O y Cl134, aisladas de un mramo eatablecamiento con
un afic de diferencia, paaeyendoa ias dos un rearreglico gendmico
aimilar, io que hace suponer qQue una deri1va de la otra (rigura
8, lineas 1 y 2. Se derne recordar que eatas cepas diferfian
electroforéticamente en locsas segmentos 7-8-9 entre los que se

encuentra el gen gue cadifica para VYP7.
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Taomla VY. Caracterizacidn antaigénica de rotavirus porcaincs en ensayos

de neutraliizacién.

Rotavirus Suercas anti-rotavirus (tftuloc neutralizante}

oSvu Gott. Cccs8se CN86 C60 Cl134 M63
oSy >25600 <SSO 3200 25600 3200 800 200
Gatt. 100 3200 100 100 800 10 -
CC86 16900 <SSO S1200 1600 51200 12800 400
CN8se 3200 10 102400 12800 >102400 25600 400
Ce0 1600 i0 25600 1600 >102400 32090 200
C134 2S600 10 12800 12800 >3200 $1200 1600
Ciss8s 1600 - - - 3200 6400 -
CN117 3200 10 S1200 1600 102400 6400 200
CCi117 12800 <50 12800 12800 6400 25600 3200
C13S 6400 10 6400 - 6400 12800 -
C31 3200 i0 51200 800 - 12800 -
M693 100 100 400 i0 400 10 25600

TS 100 200 200 100 400 400 -
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Otro asocecto interesante gue presenta la Tagoia V es la
reactavidad cruzada de dos de los aislamientos liccales con lia
cepra humana M69 (las cepas C134 y CCl17>. Las dos ceras corres-
ponden a patrones de migracién con distintos tipos de rearreglos.

Comparando las columnas 3 y 4 se puede ver que el sueroc
contra la cepa CC86 neutraliza a la cepa de patrén largo. con
la gue sélo difiere en el segmento 11, al doble de su propio
titule: mientraa gue a la inversa, el suerc producido contra
la cepa CN86 neutraliza a la cepa CC85 a un tituloc 8 veces mencr.

Por otrco lado., los dos clones aislados de ia cepa original
Cii7, de patrén super corto y largo respectivamente, difieren
baastante en cuanto al titulo con qQue son neutralizadas por los
distintcs sueros. No se produjeron suercsa contra estas dos ceras,

de modc que no se conocen los titulos homélogos.

3.8 REACTIVIDAD CRUZADA CE CEPAS PORCINAS Y HUMANAS.

En la Introduccién de esate trabajo se destacaron los prece-
dentes gue exiaten sokre la reactividad cruzads entre las cepas
porcinas y humanas y el hecho de gque la cepa porcina Gottfried
esté incluida en el serctipo humano 4.

Gracias a la gentileza de la Dra. Mary Eates que proporcioné
loa reactivos, se pudo determinar la reactividad de las cepas
porcinaa locales con anticuerpos moncclonales especificos para
cuatro seroctipco humanca. El experimento fue hecho con un ELISA
que incluyd como controles positivos las cepas humanas corresapon-
dientesa: Wa (STi1>, DS-1 (ST2), SAll (ST3) y ST4 (ST4)>. También
ae incluyeron dos anticuerpocs monocclonales contra un erpitope
comidn & loa cuatroa sercatipos humanos ubicados en VPE y VP7,

Loa resultados obtenidos son presentados en la Tabla VI.
Puede cokiservarase gue, efectivamente, existe reactividad cruzada
con los saserotipos humancs 1 Yy 2. No aaxr con los serot:ivos 3

y 4 (salvo la cerpa Gottfried que ya se sake gue pertenece al

STa>.
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Tabia VYI. Andlisia de reactividad cruzada entre cepas porcinas y huma-

nas con anticuerpos monoclonales.

Anticuerpos monoclonales

Rotavirus S5T1 ST2 ST3 ST4 vPe vpP7

Wa (CC> ©.638 - - - - -

DS-1 (CC)H - 0.542 - - - -

SAl11 (CC)H - - 0.860 - 1.934 0.956
STa (CC)> - - - 0.483 - -

Gottfried (CC) 0.021 0.062 0.008 0.411 1.453 0.675
CN86 (CC> ©O.353 0.077 0.023 0.060 0.108 0.220
CC86 (CC> ©0.398 0.043 0.038 0.051 0.16S 0.182
C9o1 (MF> ©0.28S%S 0.105 0.024 0.101 0.120 0.093
C3S (MF> 0.190 0.341 0.081 0.018 1.847 0.075
Ci13S (MF) 0.083 0.365% 0.014 0.042 0.192 1.020
C134 (MF> 0.042 0.243 0.073 0.030 0.034 0.103
C60 (MF)> ©.308 0.060 0.036 0.061 0.161 0.607
C158 (CC)H 0.051 0.391 0.056 0.037 0.164 0.198
CN117 (CCy» ©.074 0.382 0.022 0.082 0.150 0.121
CC117 (CC)H 0.122 0.037 0.07S 0.125 0.073 0.083

El anélisias fue realizado por ia técnica de ELISA y las OD leidas a
405 nm.

Los anticuepos monoclonales fueron gentilmente provistos por la Dra.
Mary Estes:

Serotipo 1: E86-3475 (KU-4)

Serctipce 2: E8&6-3476 (S2-2G10)
Serotipo 3I: E86-3477 (YO-1E2)
Serotipo 4: E&6-3478 (ST-2G7)

ST: serotapo
CC: cultivea celular
NF: materia fecal
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Este ensayc realizado con anticueroos monoclonales debierfa
confirmarse en un asegundoc pasca en ensaycs de neutralizacidn
con suercas producidos contra los serctipos 1 y 2 humancs, expe-
riencia que esté en mercha pero gque nc seréd incluida en este
trabajo de tesis. De esta manera podris establecerse con seguri-
dad la inclusién de estas cepas en los serotipos humanos corres-
pondientes.

Hasta ahora se habian reportadoc cepas animales con reaccién
cruzade con los serotipos humancs 3 y 4, merc no con los sercti-
pos 1 y 2, como es el caso de eate trabajo.

En cuantoc a los anticuerpos monoclanales dirigidos cantra
epitopes comunes de 1los serotipos humancsa, los resultados de
la Tabla VI indican gue estos no son en general compartidos
por las cepas porcinas, salvo la cepa C95 en el caso de VPSS

Y de las cexas C1l3T y C&0 en &l caso de VP7.

3.9 DISCUSION Y CONCLUSIONES PARCIALES.

La variedad antigénica gue presentan los rotavirus porcinos
es muy grande. Es eate esatudio han sido detectados rotavirus
pertenecientes al mencs a tres grupos antigénicos diferentes: A,
B (o E> y C.

Las cepas gue han podido ser adaptadas a cultaivo celular
eat&n todas incluidaa dentrc del serotipoc S (OSU como protoctipo)
en una via de reacciédn y presentan grados de reactividad cruzada
muy variados. Midiendo el mismo a travéas de un paré&metro como
el NR (Neutralization Ratio, Bohl y ccl., 1983>, que es la rela-
cién entre el titulo heterdélogo y el homélogo, se ve que éste
varfia deade 1 hasta 1/16.

Medidoa en funcién de sueros preparados con cepas locales
se rueden determinar seroctipos distintos con complejas siastemas
de reaccién cruzada.

Como ase mencioné en la Introduccién, se ha encontrado que

las doa protefnas de la cépside externa de rotaviruas (VPR y

VP7?)> aon capaces de inducir anticuerpos neutralirzantea, y eatos
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pueden correasponder a serotipos iguales o diferentea. Si esato
ea asi, algunas de las cepas locales pueden compartir la eapec:i -
ficidad de serotipo establecida en VP3 y otras la de VP7, o
ambaa. En VP3 o VP? de eatas cepas podrian estar representades
serotipos distintos al 4 y S.

Hoshino vy col. (1984) proponen una ciasificacién general
de serotipos, unificada para tcdas las eapecies animales (inclu-
vyendo la humana), y establece la necesidad, reafirmada con mnés
fuerza recientemente, de establecer una nomenclatura binaria
para la clasificacién de serctipos en rotavirua, del tipo de
la establecida para el virus Influenza, con un especificidad
prara cada una de las proteinas gue inducen anticuerpos neutrali-
zantes.

Otro aapecto interesante es *ia reactividad cruzada con
cepas humanas de los serotipos 1 y 2 establecida con anticuerpos
monoclonales. Esto necesita una confirmacién con ensayos de
neutralizacién contra los sueros corresrnondientes, perc es de
destacar qgque Hoshinc y col. encuentran reactividad cruzada de
cepas animales sé6lo en los serotipos 3 y 4, Los autores destacan
que es sorprendente el hecho de que estando tan difundidas las
cepas de ST1 y ST2 en nifics, éstas no se relacionen con ctras
de otras easpecies animales. En el presente trabajo, se encuentra
una reactividad cruzada con los serotipos humanca 1 y 2 v en
ningdn casc con los serctipos 3 y 4.

En el trabajc menciconado, Hoshino y coal. determinan gque
la cepa rorcina SB-1A, primariamente ubicada en el ST4, esatsd
relacionada por dos vias con las cepas poarcina 0SYU y eguina

H-1, ambas del STS.

M

a la primera cepa en la gue se demcatrd
ura relacién de do=s viaa entre doas seratirnas. No ae cancce,
an eate caso, ax se trata de un recombinante (gen 4 y gen 8
o 9 de distintos serotipos) ¢ ai existe un determinante de neu-
tralizacién en SB-1A gue puede inducir anticuerpcs gque reaccionen
con los dos serctipos.

Tampoco en este trabajo, con el tipo de experimentos reali-

=adas, rodemas estakblecer de gué casc se trata, ni gué es lo



-
[=3
®

que determina las reaccircones cruzadasa de una solia via,

Flores y col. (1989 al eastudiar parentesco entre cevas
de diferentes especies por medioc de técnicas de hibridizacién
cruzada con asondas radioactivas, encuentran un altc grado de
homologia entre segmentos de la cepa humana Wa (ST1) y las cepas
porcinas OSU y EE (STS)». Easto sugiere que cambios en la evolucidn
de roatavirus de distintos especies nueden orovenir de recambiina-
cién de genea. Podria ser indicativo de la infeccidén interespe-
cies en la naturaleza, lo gue aiin no ha side demcostrado.

En este estudio ha sido detectada también la presencia
de rearreglos qgenémicos en algunas cepas, aisladas en lugares
distantes entre si Yy con distintas caracterfiasticas. Esto, como
se veréd en algunas conclusiones de otros investigadores, también
pruede tener un significado evolutivo importante.

La variacién antigénica detectada en este trakajc es impor-
tante y ré&pidea. En este sentido es ilustrativo el caso del cria-
dero donde se encontrarcon las cepas mostradas en la Figura 8
donde hay wuna variacién de serotipo de un afio a ctro. En esa
figura se muestran las variaciones de movilidad de los genes
que determinan una de las especificidadeas de neutralizacién
(asegmentacs 8 o 9>. Cuando eatas cepas aon analizadaa en ensayos
de neutralizacién se encontréd un grado de reactividad cruzada
NR=1/32 con suerca coantra uwuna de ellas y un NR=1/16 coan suerc
contra la cepa aislada al afio siguiente (ver Tabla V, columnas
S y 6)>. Esta las ubica en serctiocas diferentes, al mencs en
vna de laa especificidades. Durante este tiempo las cepas siguen
manteniendo el rearreglica genémicco caracterfistico y una similar
migracién en el resto de los segmentosa. Se asume que estas 3
cernas (Ce0, C134 vy C158) tienen un crigen comun y que posibilemen-
te deriven unas de otras por fendmenos de mutacidén y recombina-
cidn.

llna reflexidn aparte merece la reactividad cruzada de dos
cepas con rearreglas genémicos ccon la cepa nhumana de patrén
super corto M63. Algunos investigadores proponen qgue el producto

del segmento 11 e&s una oroteina estructural que en muy rpequefias
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cantidades se Aincoroora a la cépside externa del viridn y la
denominan VP9 (Ericacn y coi., 2982:; Eates y col., 15985). Las
cepas detectadas en eate trabajc ofrecen un modelo interesante
para intentar determinar ai esta reaccién cruzada puede deberse
a especificidades presentes en VP33, ya gque se sake por ensayos
de hibridizacién con sondas radiocactivas gue las bandas porcinas
rearregladas corresponden al segmento genémico 11. Esta cuestién
ser&d retomada m&s adelante con otroa experimentos.

Por Yltimo, hay que mencionar gue gran parte de las muestras
no han sido aerotipificadas al no haber podido ser adaptadas
a crecer en cultivo celular. De ahi{ la necesidad de contar con
técnicas gue permitan determinar, también en porcinos, los sero-
tipoasa a partir de MF de 1lechonea con diarrea, de las cuales
la més sencilla seris disponer de anticuerpoas monoclonales espe-

cificos de serotipo.

3.10 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ALGUNAS CEPAS DE ROTAVIRUS
PORCINGOS.

En este punto se detallarén los resultados cocbtenidos con
algunas cepas aisladaas en este estudio que por bpresentar caracte-

riasticas especiales fuercn analizadas también bioquimicamente.

3.11 ESTUDIO DE LA CINETICA DE SINTESIS DEL ARN WIRAL.

Se realizé en células MA104 infectadaas con las cepas CNS86,
CN117, asu (las tres de patrén de kiandas largo), CC8s, CC117
y C60 (cepas con rearreglos gendédmicos). El estudic se hizo sequn
figura en Materimleas y Métcodoas y loas resultados estd&n graficados
en la Figura 13 (paneles A v B>,

Para multiplicidades de infeccién similares (20 UFF/célulad,
en el caao de las cepas CN86 y CC86 que séla difieren en el
segmento 11 Y provienen del mismo aislamiento, la incorporaciédn

de (3H)>-uridina es levemente mayor vara la cepa de patrén super
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cortc. En el caac de ias cepaa OSU y €60 la cinética se realazd
con una multapiicidad de infeccadén de S UFF/célula. Por dvitimo,
en e}l caso de las cepas CNi17 y CCll7, gue provienen deli miamo
aislamiento, se uséd una mulitipliicaidad de infeccidén de 2 UFF/célu-
la (eatas dos cepas difieren en varios segmentos ademés del
segmento 11). Entre estas dos cevas, la diferencia de incorpora-
cién (3H)-uridina es significativamente diferente. Es de notar
que en el caac de la cepa patrén QOSU, ia incorcoracidén s mas
répida que para el resto de ias cepas mencs adaptadas a cultivo,

aungue alcanza niveles mencres.

3.12 ESTUDIO DE LOS POLIPEPTIDOS WIRALES EN CELULAS INFECTADAS.

Se hizo una marcacién de pelipéptidos virales con (355)-Ne-
tionina en células MAlO4 infectadas con las mismas cepas con
laa gque se estudidé la sintesis de ARN.

En la Figura 14 se muestran los resultados. Para las cepas
CN86, CC86, C60 y CC1l17 se registran los resultados de la marca-
cién a doa tiempos distintos: 6 y 10 horas post-infeccién. En
el cesoc de la cepa OSU la marcecién es a 6 horas post-infeccién
Yy esté hecha en presencia y ausencia de tunicamicina a los efec-
tos de identificear las glicoproteinas. Puede observarase que
el “ahut-off* de las proteinas celulsres producido por el virus
ea mucho mayor en el casc de las cepas provenientes del aisla-
miento C86.

Los rpoclipéptidos estd&n identificados con la nomenclatura
de McCrae vy Faulkner-Valley (1981). En este casc se tiene en
cuenta el orden en que migran en el gel anterponiendo i1as letxrasa
WYP inderendientemente d& gue sean orotefinas  estructurales o
no estructuraleas. Otras nomenclaturasas denominan como VP séico
las estructurales y como NS  seguida del pesc malecular a ias
na estructurales. La eleccidén de la orimera en este caso se
dere a la variedad de PM que existe entre poliéntidos eguivalen-
tes de distintas cepas y seria dificultoso tener gue determinoar

los PM en cada casc.



3H cpm x 10%

Horas p.i.

Panel A

Figura 13: Eatudio de 1la cinética de aintesis del ARN viral
en células infectadas con rotavirus porcinos. Panel A: cepas
CN86, CcC86, C60 b células no infectadas {CNI) marcadas con
(3H) -uridina (10 pCi/mld>. Las células fueron lisadas a distintas
horas p.i. y procesadas como se describe en Materiales y Métados.
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Panel B: Células infectadas con las cepas CC117, CN1i17, OSU
(prototipo serctipo 9S5) y células no infectadas (CNI) fueron
marcadas con 10 pCi/m}l de (3H)-uridina y lisadas a distintas

horas p.i.
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Figura 14: Perfil de polipéptidas virales inducidas en cé&lulas
infectadas con rotavirus porcinos. La marcacidn se hizo con
(39s>-meticonina. Donde est& indicado, se usé tunicamicina (2
rg/ml)d

60 minutos antes de la marcacidédn y durante la misma. Se marcéd
durante una hora y luego las cé&lulas fueron lisadas en buffer
de muestra de Laemmli y analizadas en un gel de poliacrilamida
al 10% caon SDS.

Lineas 1 Y 2: célulaes no infectada=s =2in y con tunicamicina res-
pectivamente:; lineas 3 y 4: cepa 0OSU =sin y con tunicamicina
respectivamente: lineas S y 6: cepa C&0 (marcacién a 6 y 10
horas p.i1.): lineas 7 y 8: cepa CN86 (a 6 y 10 horas pm.1.):
lineas 9 y 10: cepa CC86 (6 y 10 horas p.i.) y lineas 11 y 12: ce-
pa CCl117 (& y 10 horas p.i.).
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De todas modos en ia Figura 20 se puede eatabiiecer la equa-
valencia con la nomencliatura estapliecicda gara €1 caso de ia
cepa Datrén (ST3> SAlL, que «a aobre la gue s=e han realizadeo
la mayoria de ics estudics de ticlogia moleculiar de rotavirus.

El an&lisia de las ceras de patrones largos y con rearreglos
no revela mayores consecuencias de estos rearreglos scbhbre el
cerfxrl de polipéptaidos en células infectadaa. M&s alléd de las
di1ferencias en PM como parte de la diversidad entre cepas distin-
tas, eat&n oresentes los i2 vwolipéptados identificadosa para
el casc de ias cepas wpatronesa. Las tres cepas con rearregqlos
del aeqmenta 11 inducen un poliréptido no presente en céiulas
no infectadas qgue migra en la posicién del productoc del gen

11 de la cera estandar QOSU (aproximadamente PM de VPil: 27 KD

3.13 POLIPERPTIDOS ESTRUCTURALES DEL WIRION.

Las protefnaas estructurales descriptas pare el virién difie-
ren un poco segun el trabajoc de gue se trate, pero hay acuerdo
en que éstas son por 108 mencs cinco:!: VP11, VP2 y VP6, en particu-
las de simpie cépaide més VYP3 y VP77 en las particulas completas.
Tampién e= posikbile qgue VP4 forme parte de la capside interna
aungue e&s muy dificil de detectar. Estes y col. proponen gue
el proaducto del gen 11 (VP9) formaria wparte de la cé&pside exter-
na.

El estudic se hizZzo en este caso con la cepa local CN8S. Se
marcaron losa viraiones con (35S)-metionina durante 18 horas vy
se rpurificd poar centrifugacidn en clorura de cesia (ver Materia-
les y Método=ay. Se midid la radiocactividaag de las distintas
fraccicnes y se orecipitéd con acetona la fraccidn correscondiente
al prco de las varticulas de doble caparde. La Figura 15 muestra
gque s& roueden identificar S oolivéonidoas estrucrurales. En la
Figura 16 se muesatra ia misama ftraccidn en un geli birdamensaicnal.
La orimera dimensidn ea un NEPHGE. Las proteinas se aeparan

por carga, sin llegar al eguilaibric en un rango de oH 2,5-10,S.



Figura 16: Proteinas de virién
purificado analizadas en dosa
dimensicnes. La primera dimen-
sién es un NEPHGE entre pH 2,5
y 10,5. La segunda e=s un PAGE-
SDS 12,5S% (ver Materiales vy
Métadas). La cepa analizada esa
CN86.

Figura 15! Proteinas estructurales
presentes en &l viridn purificado,
marcadas con (35s5) -metionina Y
analizadas en un gel de poliacrila-
mida 12,5%X El1 virus fue crecido en
ausencia de tripsina. La cepa anali-
zada es CN86. Linea 1: proteinas
virales en cé&lulas infectadas. LI-
nea 2: proteinas presentes en vi-
rus purificado.
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3.14 ZSTUDIO D= LGOS POLIPEZTIDOS DE LAS CEPAS CON REARREIGLIOS

GENONMICOS.

De acuerdo con los datcocs de la rFigura i4 no havbria diferen-
craa aparentes en el matrén de wolipéptidos de cepas gue presen-
tan rearreqlcs gendmicos. Ello implilicaria gue todas las proted -
nas codificadas wor el virus normal esctarian presentes y el
segmentc genédmico rearreglado seria funcional Y posibliemente
la proteina coadificada mor &1 también, dado gue el virus después
de ser clonado retiene el mismo patrdén de ARN, se replica sain
“rhelper" y retiene su virulencia (Bellinzani R., comunicacién

verscnall.

3.5 CARACTERIZACION DEI. SEGMZENTO GENOMICO REARREGLADO.

m

n un primer intentco para identificar el origen de eatas
bandas, se realizaron experimentos de hibridizacion con diferen-
tea sondas correspondientes a cADN de loas distintos segmentos. Se
encontrd Qgue loa segmentos rearreglados sélo hibridizan con
la asonda correspondiente al asegmento 11 (Mattion y col., 13988)>.

Recientemente se ha sasecuenciado eX sasegmento rearreglado
de la cera C60O (Gonzdlez y ccl., en preparacién). Se coservéd
que la sasecuencia mostraba vuna duplicacién warcial del gen i1,
cdonde a2 mantiene la regién cadificante para YPll y & continua-
cién hay una versidn deletada en aproximadamente 71 nucleédtidosa.

El gen tiene loas extremcs 3’ v S’ conservados, caracterfisti-
co de todos los aegmentos gendmicos de rotavairus.,

La veraidén ocodificant cde WVYPil tiene aefial de i1nicaracrin
v terminacién ce traduccadén. La sequnda veraldn no tiene sefial
de iniciacidén de traduccadn ¥y Tiene diversas mMutacicones ountudies
con respecto a la praimaras.

Comparadas con ias otras dos secuencaas de segmentco 1l



Gue a2 han puglaicado (rotavirus numanc Wa vy oovineg UR), la secuen
cra de codiricacidn de YPiiI muesitra mas semeranz=a con i3 rumana

gue con la povina (Silvia Gonzdlez, comunicacidén perscnal?.

3.1i6. ESTUDIC DE LAS CEPAS DE PATRON SUPERCORTO.

3.16.1 COMPARACION DE LOS POLIPZPTIDOS WIRALES EN CELULAS INFEC-

Para efectuar un eatudio comparativeo mas especifico, a=
elrgieron las cenas CN8o y CC36, las gue, comoc se expresa maéa
arriba, sélo difieren en la migrac:ién del segmento 11i.

La comparacién serclidgica estd vista en el capitulc ante-
rior. No presentan mayores diferencias a este nivel, salvo cue
la cepa CN8S e=s neutralizada hasta un mayor titule por todos
los antisuercs. Mé&s adelante se verdn aligunas diferencias a
nivel de la morfolcoagia y tamafica de la placa.

En a Figura 17 se presenta una comparacién de lios polipép-
tidos inducidos por ambas cepas en células MA104 Hunto a la
cepa Gottfried, serotipo Z porcinc. Los patrones de CN86 y CC86
aon iguales entre safi y diferentes de la cera Gottfried en casi
tcdaas las bandas.

La Figura 18 muestra ios resuitados de la inmunoprecivita-
cién de las orotefinas inducidas en c&lulas infectadas coan CNS6
y €C86 con suero praducido contra la cepa OSU, serotipo 1 porci-
nc. Las policéptidas inmuncoprecioitadas son los mismos en los
dos casoa. En la ifnea S se muestra ia inmunoprecapitacidn de
laas proteinas inducidas en células infectadas poar CC86 con suerc
de un lechén infectado con i1a cepa C69, que correapconde a. otro
trpe de rearreglo. Loa wolipéprtidos orecimpitados en este casa

{antigenc princ:pal de neutraiaizacidéndy, Y23, VeLO, YV

"
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SUPERCORTO.

La cepa supercorta humana M63 ya fue comparada sercldédgircamen

te en otro camnfrulo con las cepas rearregladas. En la Figura
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Figura 17:

Comparacidédn de las perfi-
les de polipéptidos viraleas en célu-

= las infectadas de las cepas CC&6

(linea 1) y CN86 (linea
3, cepa Gottfried
se marcarcn con

~
2.

En linea

(serctipo 4). Las
(353) -me-

se analizarcon en gel de po-

liacrilamida 12,5%.

Figura 18: Inmunoprecipitacién de
laas proteinas de las cepas CN86 y
CC86 con sueras anti cepa QSU
(lineas 3 y 4) y con sueroc de un
lechén infectado con la cepa C&0
{(S>). Lineas 1 y 2: proteinas en
células infectadas de las cepas
CN86 y CC86 respectivamente.
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Figura 19: Perfil del ARN genémica en
gel de poliacrilamida 10X de la cepa
humana Wa (seroctipo 1) y de la cepa

humana de patrén supercorto M69 (11i-
neas 2 y 1 respectivamente). Las fle-
chas indican los segmentocs 11 normal

Figura 20: Comparacién del per-

fil de polipéptidos virales de

cepas humanas y porcinas de pa-

trén supercorto en un gel de
poliacrilamida 12,5%X. Los PN
scn los establecidos para el
virus simic SAll. Linea 1, ce-
pa CC86; linea 2, cepa humana
MESD; linea 3, cepa humana Wa y
linea 4, cepa aimia SAll (se-
rotipo 3).

(Wa) y rearreglado

il




19 ae puede ver el patrdn de oandaas del ARN genédmico de esta

cepa, comparado con ia cepa humana Wa (serctipo I humano). La
cepa M639 fue crecida en céluias MA1l04, clonada y en la Faigura
20 se pueden ver las proteinas inducidas en células infeczadas

Juntoc a laa de CC86, Wa y la cepa simia (aerctipa 3> SAll para

la gue estén bien determinados los PM de todos sus polipéptidos.
3.16.3 COMPARACION DE LAS CZPAS PORCINAS CN117 vy CCli7.

Estas dos cervaa clonadas de un mismo aislamientc difieren
en la migracién de variocs segmentos genémicos, la primera de
patrén largeo vy la otra supercorto. Las diferencias en el patrén
de rproteinas es apreciakble, especialmente las glicoprcateinas. En
la Figura 21, lineas 4 y 5, pareciera gue en el casoc de la cepa
supercorta (linea 4>, la proteina VP77 nca estuviera glicosilada
Y Que su precursor comigrara con VPS. En cambio pareciera gue
hay una glicosidacién més raépida de VP10 ya qgue no aparece su
pPrecursor (VP12)> Que se acumula en gran cantidad en el caso
de CN117 (linea S).

A loas efectos de confirmar estas hipédtesis se repitid el
experimento perc esta vez ae lo combiné con un tratamiento en
forma paralela con tunicamicina. Se puede observar en la Figura
22 las distintas migraciones de la roroteina VP7 en ambras cepas
b4 las diferencias entre los pescs moleculares de los precursores
no glicoaidadca. Se rodria inferir ademés gue ambas VP? difieren
en el numero de aitiocs glicosidados, a saber por las diferenciras
de PM de loa precurscores y los productos procesados; perc ambas

YP7? est&n glicosidadas.
3.16.4 ESTUDIO DEL PROCESAMIENTO DE POLIPEPTIDOS VIRALES.

Se nacieron experimentcs de pulso y “chase’ combinadca con
tratamiento con tunicamicina de las cepas (CC&6 y CN86. A los
etfectos comparatavos y de contrcol ae incluydé tammién la cerpa
simiana SAlil para la cual el proceaam:entc de sus polipéptidos
eatd bien estudiado.

El objetivo era también poder ubicar bien las glicoprotefnas
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Figura 21: Proteinas virales marcadas can (35s) -meticnina en
cé&lulas MA104 analizadas en un gel de poliacrilamida 12,5% con
SDS. Se analizan cepas de distintas especies animales y humanas
de patroneas de ARN genémico super corto y largo. Linea 1: cepa
hkumana MET; lfinea 2: cepa porcina CC86; linea 3! cepa bavina
UK; linea 4: cepa porcina CC117 y linea S: cepa porcina CN117.
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indican VP?7 glicosidada y su precursor en amhas cepas.
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analizadas en un gel de poliacrilamida 12,S%.
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en i1as cervas lacales y ver >l comportamiento de VP11l con TN

o

Yy con “‘chase'. Algunos investigadoreasa nan descraipto gque VP11l
es una proteina glicasidada (Dyall-Smath y col., 1980) v recaen-
temente se sugirid gue podria tratarse de una proteina o-glicosi-
dada (Ward y coi., 138%H pera ninguna de estas hipétesis ha
sido confirmada.

La marcacién se hizo como en loe cascos anteriores, la TM
se agregé dos horas antes del pulso Yy la concentracién usada
fue de 2 pg/ml. Cuando se realiz=é '‘chase’ se cambidé el medio
oor otro similar conteniendo 100x metionina fria y se dej)é una
hora y media.

En la Figura 23 se presentan los resultados, gue a continua-
cién son analizados en detalle.

Para evitar contfusiones entre la nomenclatura usada para
la cepa prototiro SAl1l vy la usada para las cepas locales, se

vondr& cada vez, entre rparéntesais la nomenclatura equivalente.

WP11l: (NS27 en SAli>. Esat& sefialada por una flecha y se ve clara-

mente en pulso de CN86 y CC86 (lineaas 1 y 4 reapectivamente)
y desaparece con ‘‘chase”™ (linea 2). Se mantiene con tratamiento
con TM (lineas 3 y 5). Algo aimilar ocurre en el caso de la
cerra SAl1l (lineas 6, 7 y 8) y asi estéd deacriptoc en la literatura
al respecto. Ericson y col. (1982) establecen ademd&s que NS27
es originalmente un polipéptido de 26K que pasa a convertirse
en 27K por un tipo de rrocesamiento desconocido y gue en esta
farma es incorparado al virién en rpeguefias cantidades (VPS). Esto
no ha sido demostrado al presente por otros investigadorea.

Por otra parte, Dyall-Smith (1981) detecta dos rproductoas
cuando efectiva la +traduccién in wvitro del segmento 10 de la
cera de catrén carve humana M {(cue coarrespconde ai segmento 11
del patrén largo) y un solo producto cuando traduce la cevna
de patrén largo, Wa.

En este andiisia aédlcoc sae ve un polipéptaido en la zone de
migracién de VPll. Hay otro migrando un poco por debajyo, gque
desaparece con tratamiento con TM (ver lineas 3 y S de la Figura

23, Este wroaducto es robakilemente un intermediarica en la glico-
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Figura 23: Esatudio del procesamiento de polipéptidos virales
en células infectadasa. Experimento de pulso y ‘““chase' en presen-
cia y ausencia de tunicaemicina. Las proteinas fueron marcadas
con (35S)-metionina y analizadas en gel de poliacrilamida al
12,5%. Cuando indicada, la tunicamicina =se uaé en una concentra-
cién de 2 pgs/ml. Las flechas indican NS27 (VP11); los guiones
indican VP77 vy los productos de su proacesamiento y los puntos
indican NS28 (VP10) y sus precursores. Las proteinas esté&n indi-
cadas de acuerdo a la nomenclatura utilizada para la cepa patrén
SAl1l. Linea 1: cepa CN86 (pulso 10 min); linea 2: "chase' de
1 durante 90 min; lfinea 3: cepa CN86 (pulso de 10 min con TH):
linea 4: cepa CC86 (pulso de 10 min); linea S: cepa CC86 (pulsaoc
de 10 min con TM); linea 6: cepa SAl1ll (pulsca de 10 mind): linea
7: “chase'" de 6 durante S0 min; linea 8: cepa SAll (pulsoc de
10 min con TM):; lineas 9 y 10: célulasas no infectadas (pulscs
de 10 min sin y con TM respectivamente).




i3s
sidacién de VYPI0O con uno soic de los sitics glicosidados (VPO
tiene dos airtias agliccsidavles (Ariaa y col., 1982: Eriacaon

y col., 1983). En el caac de SALl ests poligérntido eat& descrinto

con un peso molecular de 23K.
WP12-YP10: {(NS20-NS28 en SAli)>. Entre esatos polipéptaidos hay

una relacién precursaocr-producto (lineas 1 y 3; 4 ¥y S; 6 y 8,
marcadas con un punto en la Figura 23).

Ccon experiencias de “*chase’, YP10 aumenta levemente su
migracidén {ver lfneas 1 y 2: 6 y 7). En el caso de SAll peaaa
de 29K a 28K. Experiencias de Ericson y cocl. realizadas con
pulsc y ‘“chase" con endonucleasa H para la cepa SAll, dan un
praducto 220K, comigrando los productos del pulso y del ‘‘chase™,
sugiriende Qque el “trimming" es en los cligosacdédridos y no en

la cadena peptidica (esta proteina tiene una sefial no clivable).

VP7: Tiene wuna migracién distinta para SAll gue para las cepas
localea. La migracién de VP? y de su precursor en el caso de
estas dos WGltimas es idéntica. En experiencia de ‘‘chase'" VP7?
aumenta ligeramente su migracién (lineas 1 y 2; 6 y 7, Figura
23>, lo cual, al igual gue para NS29 corresponde a un "trimming"
en los oligosacé&ridos. En el caso de SAll, VP77 tiene un solo
sitio de glicosidacidn. Se sake gue esto puede variar entre
cepas, pror ejemplo, en el casc de la cepa bovina UK y de la
cepa humana Wa han sasido descriptos varios sitiocs potencialesa
de glicosidacién (Gunn y col., 198S). En esate caso el precurscor
de WYP7? en C(CC86 y CNS8S6 (lineas 3 y S, ver guidén) migra mucho
mas rapido que el de 5311l (linea 8), sugiriendc qgue tamhién
en este caso puede haber méds de un sitio glicosidado. Eate reaul-
tado &s similar al hallado en 1a ceoa bavina UK, donde e}l wrecur-
scor de VYPT tampaién miaras oor debajro de WPD (Mclrae and Faulkner-
Valiey, 15881>.

Masaon Y col. (13983 hakblan de la heterogeneidad genética
de VP7 de Sall. En este casc, ellos encuentran clones de SAll
que tienen VP7 con PHM varaiable entre 38K y 36K y uno de los

clconesa tiene VP77 de PM 3%5,SK no glicosidada. Las precurscres



migran comco 37X, 3S,SK o 3SK. En el casoa del clon de SAll usado
en este trabazo, se puede ver Qgue e. grecursocr de VYPT migra

laigeramente m&s lentoc gue NS34 (linea 8, Figura 23».

3.16.5 COMPARACION DE PROTEINAS WIRALES EN GELES BIDIMENSIONALES
(2-D>.

Con el objetivo de seguir profundizandco el estudic compara-
tive entre las ceras CN86 y CC86 se realizdé& una experiencia
con geles bidimensionales de opolipéotidos marcadoas con (355 -
metionina a las o horas post-infeccidn. Al no existir trabazoa
prevics sobre este tipoa de experimentos para protefinas de rotavi -
rus, ae planted el problema de la identificacién de las proteinas
corridas en dos dimensiocnes. Esta identificacién, como la gue
denota la Figura 24, se hizo en parte por conocimiento de corri-
das en gelesa monadimensionales y en parte como se veréd més ade-
lante.

Se incluyé en el experimento uvna mezcla de proteinas marca-
das de ambios virus rara poder estaklecer con exactitud similitu-
des y diferencias en laa movilidades.

No parece tampocoa detectarse diferencias en el patrén de
polipéptidos de eastas dos cepas cuando se analizan los polipépti-
doa inducidos en células infectadaas en geles 2-D. Un dato intere-
sante que al margen de estc se puede extraer es el carécter
acidicco de VP72, el antfigeno principal de neutralizacién. Més
arriba se decia qQue la identificacién de las proteinas se habia
hecho en parte en funcién de las migracirones en geles monodimen-
asionales. Posteriores experimentos con tratamiento con tunicam: -
cina cermitiercn ix confirmandca asignaciones, eapecialmente
en aguellas gque migran muy cerca una de otra.

Por otro iado, se conocia a oartir de los datos de la se-
cuencia que VP8 (N534 de SAll) era unae proteina basica.

El otro exwerimento consistidé en hacer un pulsc de marcacién
en vez de una marcacién larga. Se marcdéd CNY6 durante 10 m:in
con y sin tunicamicina. Se incluyé en el exverimentc la ceps

SAll, con la gque se hizo también un pulso con v a21n tunicamicina.
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Figura 24: Comparacién de polipéptidaos
(a): cepa CN86’

CN86 y CC86 en geleas bidimensionales. Panel
panel (b): cepa CC86; panel (c): mezcla de CN86 y CC86 y panel
(d>: células no infectadas. Las proteinas se marcaron con (395)-
metionina durante pg/mil)
(ver Materiales y Mé&tados).
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una hora. Se utilizdé Actinomicina D (2
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Figura 2S: Identificacién de loa precuracres de las proteinas
glicoaidadaas en geles bidimensionalea. Proteifnaa de la cepa
CN86 marcadas en pulso de 10 min con (39S)-meticnina en ausencia
Y presencia de tunicamicina (panel A y B respectivamente). Se
puede ver la migracién més ré&pida de VP77 en presencia de tunica-
micina y la acumulacién del precursor VP12 junto con la desapari-
cién de la pratefina glicasidada VP10. Las protefnas fueron sepa-
radas en una primera dimensidén en un NEPHGE en un rango de pH
de 2,5 a 10,5 durante S horas a 400 V. En la segunda dimensidén
se separarcn en un gel PAGE-SDS 12,5%.
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Figura 26: Proteinas glicoaidadas de la cepa SA11 y sus precurso-
res analizadas en geles bidimensionales. Proteinas de la cepa
patrén SA11 marcadas en un pulsoc de 10 min con (395)-metionina
en ausencia y presencie de tunicamicina (panel A y B respectiva-
mente). Las proteinas fueron separadas por NEPHGE y PAGE-SDS
como indicado en la Figura 25.

Con eate experimento se confirma la ubicacidén de las glicoprotef-
nas y sus precursores  en la separacién bkidimensional, ya que
easta cepa ha sido extensamente estudiadae en su procesamiento.
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