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CAPITULO IV

Resultados.

4.1 Rotavirus en bovinos,.

4.1.1 Determinacién de la presencia de rotavirus en bovinos

de la Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Se tomaron muestras en 19 establecimientos ganaderos
detectandose rotavirus en 17 de ellos. La tabla 3 muestra la
cantidad de animales analizados por establecimiento, el
partido al que pertenece cada 1lugar y las tasas de
morbilidad y mortalidad de las poblaciones estudiadas. Puede
observarse que 1los porcentajes de terneros con diarreas
fueron siempre altos en 1los 1lugares donde se detectéd
rotavirus (65 a 95%). El1 indice de mortalidad en 1los
terneros afectados varié de 0 a 11%.

La figura 3 muestra la ubicacién geografica de 1los
rodeos en donde se encontré rotavirus y la distribucidn de
los distintos sistemas de explotacién ganadera en 1la
provincia de Buenos Aires.

La tabla 4 muestra la cantidad de terneros con y sin
diarrea que fueron positivos a la prueba de deteccidén de
rotavirus (ELISA y PAGE). Hubo un 53% de positivos en el
grupo diarreico (95 sobre un total de 177) y un 7%
aproximadamente en el grupo de animales sin diarrea (3 sobre
un total de 40). De 35 vacas, sd6lo en una pudo detectarse
rotavirus en MF. En la tabla 5 se presenta la frecuencia de

infeccién por rotavirus en relacion a la edad; la misma



Tabla 3

RELEVAMIENTO DE LA PRESENCIA DE ROTAVIRUS
EN RODEOS DE CRIA DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

ESTABLECIMIENTOS MUESTRAS ELISA TERNEROS MORTALIDAD

Y PARTIDOS Y PAGE C/DIARREA ASOCIADA A
(No) (+) % DIARREA %

Nol Ayacucho 23 19 73 -

No2 Ayacucho 23 15 76 -

No3 Balcarce 2 1 D/N D/N

No4 B.Juarez 5 2 70 11

No5 B.Juarez 10 1 80 3

No6 Las Flores 3 2 90 1

No7 LAS Flores 6 - 40 -

No8 LAs Flores 6 2 80 -

No9 LAS Flores 4 - 2,5 -

Nol0 Tandil 22 17 80 0,5

Noll Tandil 38 10 65 3

Nol2 Rauch 9 7 95 3

Nol3 Azul 5 3 65 5

Nol4 Azul 13 2 D/N D/N

Nol5 Azul 8 2 D/N D/N

Nolé Pila 17 4 70 -

Nol7 Pila 14 8 95 3

Nol8 Puan 2 2 D/N D/N

Nol9 C.Suarez 7 1 80 -
217 98

D/N: Dato no obtenido.



PROV. DE BUENOS AIRES.,

’J‘ﬂ-—

CRIA

‘ Hﬂ MIXTA- CRIA E INVERNADA

ZONAS DETERMINADAS SOBRE LA BASE DE LA RELACION

NOVILLOS MAS NOVILLITOS SOBRE VACAS.

ke m————————d

<
o
<
Z
4
W
>
2z

SUAREZ

9 CNEL.
10 PUAN

S BALCARCE

6 AZUL
7 TANDIL

LAS FLORES

1

2 PILA
3 RAUCH

8 B.JUAREZ

4 AYACUCHO

FIGURA 3

Regiones de la provincia de Buenos Aires en donde se detecto rotavirus en

MF de terneros con diarrea neonatal.



Tabla 4 Deteccidén de rotavirus en vacas y en terneros con y
sin diarrea. Analisis comparativo de los métodos de PAGE y
ELISA.

ANIMALES NUMERO DE ELISA+ PAGE+ TOTAL
MUESTRAS PAGE+ ELISA+ PAGE-  ELISA- +

TERNEROS 177 91 93 4 2 95

C/D(1)

TERNEROS 40 1 3 2 - 3

S/D(2)

VACAS 35 - 1 1 - 1

(1)C/D: Con diarrea
(2)S/D: Sin diarrea



Tabla 5. Rotavirus bovinos:

distintas edades.

frecuencia de infecciodn a

Edad (dias) Numero de Rotavirus: Muestras % +
muestras positivas

3-9 85 31 36

10-19 82 52 63

20-29 26 13 50

30-40 24 2 8
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muestra que el grupo etario mayormente afectado fue el de 10
a 29 dias de vida.
4.1.2 Estudio de la variabilidad gendmica y antigénica.
Mediante la prueba de ELISA pudo observarse que todos
los rotavirus detectados pertenecian al grupo antigénico A.
Hubo dos muestras PAGE positivas y ELISA negativas, el
patron electroforético de su ARN fue el tipico para el grupo
A, por 1lo que se consideré que todos 1los rotavirus
detectados pertenecieron a este grupo.

4.1.2.1 Prueba de electroforesis en geles de poliacrilamida

del ARN viral (PAGE). Determinacion de la sensibilidad de la

prueba y andlisis de los electroferotipos observados.

Debido al hecho de que en este trabajo se usé en forma
regular 1la técnica de PAGE para 1la caracterizacidén vy
diagndéstico de los virus, antes de su aplicacién, se estudié
la sensibilidad de la misma. Como puede observarse en 1la
figura 4, con este método pueden detectarse sin dificultad
hasta 12 ng de ARN viral equivalentes a aproximadamente 120
ng de particulas virales. Este rango de sensibilidad es
cercano a la sensibilidad del método ELISA.

Todos 1los electroferotipos observados mostraron un
patrén de agrupamiento de segmentos tipico del grupo A
(4,2,3,2), con variaciones menores en la migraciodn
individual de sus distintos segmentos.

La fiqura 5 (A y B) muestra los 18 electroferotipos

observados durante el estudio.
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Figura 4: Sensibilidad de la prueba de PAGE.

ARNdc extraido de rotavirus y purificado en una
columna de CF1l1l-,las bandas de ARNdc fueron vi-
sualizadas utilizando nitrato de plata.

calle 1: 60ng. de ARNdc.
calle 2: 30ng. de ARNdc
calle 3: 12ng. de ARNdc.
calle 4: 6ng. de ARNdc.
calle 5: 3ng. de ARNdc.

S: segmento gendmico.
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Figura 5: Electroforesis del genoma de rotavirus bovinos de-
tectados en la Pcia. de Bs. Aires (Argentina).

Panel A: muestreo 1984.

Panel B: muestreo 1985.
Panel B: calle 4.patrén electroforético de la cepa

UK.
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En dos casos se pudo observar el mismo electroferotipo
gendmico en dos establecimientos diferentes, los cuales se
encontraban a mas de 200 Km de distancia.

Por otro lado, en tres establecimientos fueron
detectados electroferotipos diferentes durante el mismo
brote, en 2 de estos casos 1los electroferotipos se
observaron mezclados en la misma muestra fecal, (figura 5
panel A-1984-linea3 y panel B-1985-linea 2). En el resto de
los lugares estudiados sélo se detectd un electroferotipo en
cada brote.

De 1los 19 1lugares estudiados en 2 se tomd muestras
durante 2 anos consecutivos. En ambos se detectd en cada ano
un electroferotipo diferente.

4.1.3 Estudio del comportamiento de los virus en cultivos

celulares.

4.1.3.1 Prueba de Inmunoperoxidasa en monocapas celulares

infectadas (IPA) vy adaptacidén de distintas cepas a cultivo

celular.

Veinticinco muestras fecales fueron positivas a esta
prueba como se ve en la Tabla 6. La cantidad de unidades IPA
positivas de cada una varié entre 5 y 160 por campo 100x.
Estas muestras fueron seleccionadas para intentar su
adaptacidén a cultivo celular. Diez y siete cepas se lograron
adaptar a crecer en cultivos de células MA-104, las cuales
produjeron entre 12 y 160 unidades IPA(+) en su pasaje

inicial.



Tabla 6. Deteccidén de virus infectivo por la prueba de
inmunoperoxidasa y adaptacién a cultivo celular.

MuestraNo.unidades Adaptacién Pasaje de Titulo al
No. IPA+ x cpoa cultivo adaptacion pasaje No6.
10X celular DICC 50% x ml
T13 30 + 5to 103
T14 120 + 4to 104/6
T15 20 + 5to 104
T18 20 + 4to 1047
T21 75 + 5to 104
T34 25 + 5to 103
T38 45 + 6to 104
T40 75 + 3ro 104-7
T47 20 + 6to 104-7
T51 15 + 5to 104
TS5 5 - - -
TS8 20 - - -
T66 5 - - -
T67 30 + 5to 1026
T75 10 - - -
T82 20 + 4to 104-8
T83 5 - - -
T86 100 + 4to 104-8
T87 5 - - -
T93 55 + 5to 104
T96 12 + 5to 104-6
T107 20 + 3ro 1027
T124 15 - - -
T139 7 - - -

T149 100 3ro 106"

+
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Las cepas que produjeron entre 5 y 20 unidades positivas
por campo 100x (tabla 6) no pudieron ser adaptadas a células
MA104 en pasajes sucesivos en células MA104.

Se considerdé adaptada a cada cepa, cuando por lo menos
producia una destruccion aproximada del 80% de la monocapa a
las 48 horas post-infeccidn.

El efecto citopatico en todos los casos se caracterizo
por la deformacidn de las células, aumento de
volumen,pérdida de sus contactos y desprendimiento de 1la
monocapa. Cuando se produjo el desprendimiento parcial de la
monocapa, se detectaron "focos" de células afectadas, las
que al desprenderse, dejaban discontinuidades en 1la
monocapa.

En la fiqura 6 se puede observar 1la formacidén de

unidades IPA(+) con una cepa no adaptada (A) y la formacidn
de "focos" IPA(+) con una cepa adaptada (B), mostrando como,
en este ultimo caso, el virus pasa rapidamente de célula a
célula.

La figqura 7 nos muestra el ECP de una cepa adaptada a

las 24 hs post-infeccién. En la figura 7A se puede ver una
monocapa normal.

La deteccion del virus en los pasajes sucesivos por
cultivo celular, y la determinacién de su identidad gendmica
se efectudo mediante la técnica de PAGE (figura 8). Esto
permitié observar si en cada cepa adaptada se conservo el
patréon de migracidén electroforética de su genoma y, ademas,

permitié detectar facilmente posibles contaminaciones entre
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A: Unidades IPA(+) en una monocapa de células MA1l04; 20hs.
post-infeccion.

B: Focos IPA(+) en una monocapa de células MA1l04; 20hs.
post-infecciodn.

Figura 6.
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B. Monocapa de células MA104 a las 24 hs. de haber sido
infectada con un rotavirus bovino

Figura 7.
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Patrones electroforéticos de cepas de rotavirus
bovinos adaptadas a cultivos celulares (células
MA104).

calle 18. Cepa UK prototipo, aislada en Ingla-
terra.
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las cepas adaptadas, hecho que ocurrié con una sola muestra
(Figura 8 linea 12), la que resultd contaminada con la cepa
patrén UK de Inglaterra, la que en ese momento se estaba
manejando en el laboratorio. La mayoria de 1los virus
conservaron el patrén electroforético original. Sdélo una
muestra (T82, figura 8, calle 13) mostrdé variacion en 1la
migracién de los segmentos 2 y 3 con respecto al virus
original analizado en la figura 5A linea 2. Una cepa que en
su electroferotipo original poseia el segmento uno
desdoblado (Figura 5B, 1linea 2), mantuvo el ©patron
electroforético luego de su adaptacién a cultivos celulares
(Figura 8 lineas 2). Probablemente estos casos se deban a la
presencia en las muestras originales de diferentes
subpoblaciones virales.

4.1.4 Estudio de los serotipos actuantes.

La tabla 6 muestra las DICC 50%/ml obtenidas entre el

3¥O0 6to

Y pasaje con las diferentes cepas. El1 efecto
citopatico fue facilmente detectable, ya que al 5to. dia
post-inoculacion en todas las diluciones en que se detectaba
ECP, el mismo era de intensidad tal que destruia totalmente
la monocapa, no quedando células adheridas al plastico en el
pocillo infectado. La figura 9 muestra una microplaca de
células MA104 sembrada con distintas diluciones de una cepa
de rotavirus bovino. La misma fue fijada y teniida al S5to.

dia de infectada. Una vez tituladas las diferentes cepas, se

serotipificaron segun se indica en materiales y métodos.
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Figura 9: Determinacidén del titulo infectivo de una cepa
de rotavirus, mediante la inoculacidén de dilucio-
nes progresivas y posterior observacién del ECP.
(la desaparicion de la coloraciodon oscura indica el
ECP en cada pocillo).
Los numeros ubicados debajo de cada linea de poci-

llos, indican las distintas diluciones del indcu-
lo.
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La tabla 7 nos muestra los titulos neutralizantes de los
sueros hiperinmunes antiserotipo 1 bovino (UK Inglaterra) y
anti serotipo 2 de E.E.U.U. cepa B223 del Dr Woode (Woode et
al. 1983) contra cada una de las cepas adaptadas a cultivo
celular.

4.1.5 Estudio de proteinas de viriones purificados.

Con el objetivo de estudiar la composicidén polipeptidica
de algunos virus mediante el analisis del perfil migratorio
en geles de poliacrilamida, se purificaron viriones a partir
de materia fecal mediante la técnica descripta en 3.3.1.1.1.
La figura 10 muestra estos viriones tal como se observaron
al ME.

En la figura 11 se observan los polipéptidos virales de
tres cepas de rotavirus bovino en un gel de poliacrilamida
12% tenido con azul de Coomasie segun la técnica detallada
en 3.9. Se ven claramente las bandas correspondientes a las
proteinas virales VP2 (parte interna del viridén), VP6 (la
proteina que esta en mayor cantidad, y que posee el epitope
comin para el antigeno del grupo) y VP7 (en 1la que se
encuentran epitopes que determinan el serotipo). Se ven
bandas mas débiles que corresponden a VPl y VP3. En las tres
cepas aqul mostradas se puede observar que sus proteinas
tienen un patrén de migracién similar, pese a que las tres
cepas poseian un genoma con patrones electroforéticos
diferentes. Estos tres aislamientos se efectuaron en 3
lugares distintos (Ayacucho, Rauch y Tandil), cada uno

distante del otro en mas de 100 Km.



Tabla 7 Serotipos bovinos.

Titulos. Sueros hiperinmunes * Serotipos
Virus UK (serotipo 1) B223 (serotipo 2) 1 2 Otros
UK 20.000 200 X
B223 200 2.000 X
T67 80.000 200 X
T149 20.000 200 X
T47 20.000 200 X
T86 10.000 200 X
T18 200 200 X
T107 10.000 200 X
T40 10.000 200 X
T96 5.000 200 X
T82 5.000 100 X
T51 5.000 200 X
T21 100 100 X
T15 100 100 X
T14 100 100 X

*[os titulos estan presados como la inversa de la maxima diluciodn que logro

inhibir un 50% al efecto citopatico.
£



Figura 10: Rotavirus Bovino: Viriones purificados en CLCs,
observados al M.E. (aumento 200.000x).
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Figura 11: Rotavirus bovino; perfil polipéptidico obtenido a
partir de viriones purificados de M.F. (electro-
foresis realizada en un gel de poliacrilamida al
12%. Visualizacidén obtenida con azul de
Coomasie).

calle 1: rotavirus bovino aislado en Tandil.
calle 2: rotavirus bovino aislado en Rauch.
calle 3: rotavirus bovino aislado en Ayacucho.

VP: Proteina viral.
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4.1.6 Estudio de 1la patogenicidad de alqunas cepas de

rotavirus aisladas en la Provincia de Buenos Aires.

Para estudiar la patogenicidad in vivo de algunas de las
cepas aisladas, se inocularon terneros con el virus salvaje
T82, cuyo electroferotipo se muestra en la figura 5 linea 2A
y cuyas proteinas se analizaron en la figura 11 calle 1.
Como se puede apreciar, la banda correspondiente a VP7 en
esta muestra es mucho mds intensa, 1o que indica 1la
existencia de una buena cantidad de particulas con las dos
cubiertas completas. Este dato fue corroborado mediante ME.

Los 5 terneros fueron inoculados a los siete dias de
vida como se indica en materiales y métodos. La tabla 8
muestra el periodo de incubacioén de la enfermedad y duracidn
de la misma. Se infectaron sélo 4 de los 5 inoculados, el
virus comenzé a eliminarse en la MF a las 48 y 96hs post-
inoculacioén, y la diarrea aparecid generalmente el mismo dia
en que se inicid la eliminacion viral o el dia siguiente.
Los animales infectados eliminaron virus durante 5 a 7 dias.
En 3 de ellos la diarrea durd alrededor de 5 dias y en el
restante tuvo un curso de 14 dias, produciendo finalmente la
muerte del animal. El1 mismo fue hidratado y tratado con
antibioticos y antidiarreicos. Mediante la prueba del PAGE,
se pudo comprobar que el patron electroforético del genoma
de los virus eliminados en materia fecal, correspondia al

del indculo original.



Tabla 8. Inoculacioén experimental de terneros con rotavirus grupo A aislado en
Pcia. de Bs. Aires.

Animales 1 2 3 4 5 6 7
D EV AN D EV AN D EV AN D EV AN D EV AN D EV AN D EV AN

Dias post

inoculacioén

0 - - - I —

1 - @ -

2 + - X X X

3 ++ X X X X + X X + X

4 +++ X + X X + X X ++ X

5 +++ X ++ X +++ X +++ X +

6 +++ X +++ X ++ X +++ X

7 +++ ++ X + X +++ X

8 +++ X ++ X + X

9 +++ + X

10 +++ X

11 +++ ++ X

12 +++ X +++ X

13 +++ X ++ X

14 +++ X + X

15 muerto

D: diarrea

+++: abundante y liquida EV: eliminacién virica

++: moderada, semiliquida AN: anorexia

+: leve, pastosa
(x): los animales 6 y 7 fueron
controles no inoculados
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En el dia inicial de la diarrea las deposiciones fecales
fueron copiosas, de consistencia pastosa y color amarillo;
al dia siguiente la materia fecal tomé consistencia liquida
y aumentdé el volumen de materia fecal eliminada apapreciendo
sucia la zona perineal y la cola del ternero.

En los cuadros que remitieron, luego del segundo dia, 1la
materia fecal eliminada mostré nuevamente la consistencia
normal y fue disminuyendo 1la frecuencia de deposiciones
hasta normalizarse el cuadro alrededor del 5to. dia. El
animal que murido presentdé diarrea liquida desde el segundo
dia del inicio de la enfermedad y fue abundante hasta el dia
13, cuando murioé. El1 apetito en 1los 3 terneros dque no
murieron aparecié disminuido el dia anterior al inicio de 1la
diarrea y al dia sigquiente, normalizandose 1luego. En el
ternero que presentd un cuadro grave, el apetito apareciéd
disminuido al iniciar el cuadro y al dia 11 de iniciada 1la
diarrea, mostrando decaimiento general <y permaneciendo
inmévil en el piso desde el dia 12 hasta su muerte. La
figura 12 muestra al ternero en pleno episodio diarreico.

Uno de 1los terneros inoculados no mostré signos de
diarrea ni eliminé virus en ningun momento.

De los dos controles, uno de ellos permanecidé normal
durante el experimento y el otro presentd inesperadamente
diarrea el dia 11 de comenzada la experiencia, la misma duré
4 dias durante los cuales eliminé rotavirus. Al PAGE se
comprobé que el patrén electroforético correspondia al virus

inoculado, esto indica que dicho animal se contagié de los



Figura 12: Sindrome diarreico en un ternero inoculado expe-
rimentalmente con una cepa de rotavirus,aislada
en Argentina, (Pcia. de Bs. Aires).



inoculados a pesar de estar en un lugar distante unos 100

metros de este grupo.
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4.2 Rotavirus en cerdos de Brasil y Argentina.

4.2.1 Deteccidén de rotavirus en lechones con diarrea en San

Pablo, Brasil.

De las 302 muestras obtenidas de lechones con diarrea,
en enero de 1985, en 19 criaderos de cerdos (ubicados en 8
distritos del Estado de San Pablo), 62 (20,58%) fueron
positivas (20,5%) a la prueba de ELISA Y 55 (18,2%) cuando
fue analizado el ARN gendmico mediante el PAGE. El virus fue
detectado en 16 de los 19 criaderos. En las 200 muestras de
lechones aparentemente sanos sdélo hubo 3 positivos
(1,5%) (ver tabla 9).

La figura 13 muestra la localizacidén geografica de 1los
distritos estudiados. En la tabla 10 se puede observar el
indice de infeccién a rotavirus en 1los distintos grupos
etarios. El grupo mas afectado resulté el de 7 a 21 dias de
vida.

Cincuenta y uno de las 55 muestras PAGE (+) mostraron
una migracion electroforética de su ARN gendmico con un
reagrupamiento de segmentos correspondiente al descripto
para el grupo A, con variantes de menor importancia en 1la
migracién de cada segmento (figura 14). La presencia de
electroferotipos mezclados fue clara en algunas muestras
(calles 1,8,10).

Tres muestras PAGE (+) fueron ELISA (-) y presentaron un
electroferotipo similar al descripto para el grupo B de
rotavirus (Pedley et al. 1983). Un patron de este tipo fue

también detectado mezclado con un electroferotipo
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Tabla 9. Frecuencia de infeccién a rotavirus en lechones de
Brasil.Datos comparativos entre animales con diarrea

Y sin diarrea.

No MUESTRAS ELISA PAGE ELISA PAGE ELISA PAGE
(+) (+) (+) (=) (=) (+)
ANIMALES C/DIARREA 302 62 55 7 3

ANIMALES S/DIARREA 200 3 3 0 0
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FIGURA (3

Rotavirus en cerdos de Brasil.
Localizacion Geografica de los distritos estudiados en el Estado de

San Pablo.



Tabla 10. Frecuencia de infeccién a rotavirus relacionada
con la edad en lechones de Brasil.

(ELISA +) POSITIVOS

EDAD(dias) No de casos %
0-7 3 5
7-21 35 56
21-35 19 30
*
mas de 35 dias 5 9

TOTAL 62 100
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Figura 14: Diferentes electroferotipos del genoma de rotavi-
rus porcinos grupo A, detectados en Brasil.
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caracteristico para el grupo A. Esta muestra resultéd
positiva a la prueba de ELISA.

Estos rotavirus atipicos fueron detectados en cuatro de
los diecinueve lugares estudiados (21,1%), ubicados entre
100 a 200 km uno de otro. Ellos representan el 6,2% de los

65 animales positivos detectados por 1los 2 métodos vya

mencionados.
La figura 15 muestra los perfiles de los
electroferotipos atipicos comparados con los

electroferotipos grupo A de diferentes especies. Se pueden
observar algunas diferencias entre los patrones tipo B. Cada
uno de estos electroferotipos pertenecen a un 1lugar
diferente. En todos los criaderos donde se hallaron virus
tipo grupo B, fueron también aislados rotavirus grupo A.

Cuando las muestras con rotavirus atipico fueron
analizadas nuevamente po; PAGE algunas semanas después, se
observé que la cantidad de ARN viral habia disminuido
notablemente y, después de un tiempo, las muestras fueron
totalmente negativas. En la figura 16, se puede ver 1la
imagen de particulas viricas correspondientes a rotavirus
atipicos, en donde se puede observar que algunas particulas
virales aparecen en vias de degradacion.

En agosto de 1985, se estudiaron nuevamente tres
establecimientos estudiados en enero, y en los cuales se
habian aislado los rotavirus atipicos.

De sesenta y ocho muestras procesadas, trece fueron

ELISA positivas y veintiuna PAGE positivas. Nuevamente se
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Figura 15: Electroferotipos del genoma de rotavirus atipicos
hallados en cerdos de Brasil, comparados con
de rotavirus grupo A.

bovino (grupo A).
equino (grupo A).
porcino (grupo A).
simio SAl1ll (grupo A).
porcino atipico.

calle 1 a 3. rotavirus porcinos

electroferotipos
Panel A: calle 1. rotavirus
calle 2. rotavirus
calle 3. rotavirus
calle 4. rotavirus
calle 5. rotavirus
Panel B:
atipicos.
calle 4. rotavirus
Panel C:

simio SAll (grupo A).

calles 1 y 2. rotavirus porcino(grupo A)
calle 3. rotavirus porcino atipico obte-
nido 6 meses después del primer hallazgo
(Panel B).



Figura 16: Observacion al M.E. de particulas viricas de un
rotavirus atipico hallado en cerdos de Brasil.
(aumento 200.000x).

)



encontrd rotavirus grupo A en los tres criaderos. Virus de
una muestra de un establecimiento y ocho de otro, fueron
identificados como rotavirus atipico con un electroferotipo
similar al de 1los aislados en enero en el mismo lugar

(figura 15 panel C calle 3).

4.2.1.1 Infeccidén experimental en lechones con rotavirus

atipicos aislados en Brasil.

En este caso se inocularon 8 lechones de los cuales 5
desarrollaron diarrea a partir de las 48 y 120 horas post-
inoculacién. La materia fecal fue al principio pastosa y en
pocas horas se tornd liquida, color amarillo brillante. En
los dos primeros dias 1luego de iniciado el cuadro, el
apetito estuvo 1levemente disminuido y posteriormente se
normalizé. Dos de 1los lechones murieron al 4to. dia de
iniciada la diarrea,mientras que el resto mostré signos de
mejoria entre el 4to. y 5to. dia del curso de la enfermedad.

Los dos lechones que murieron, a la necropsia, sdélo se
observé un cuadro severo de deshidratacién por intensa
hiperemia de yeyuno e ileon.

Los lechones que enfermaron iniciaron la eliminacidén de
virus el dia antes, durante o el dia después de comenzar con

la diarrea. La eliminacién de virus en todos los casos durode

__de aproximadamente 5 dias. En todas las heces de lechones

infectados se mantuvo el electroferotipo atipico siendo

siempre ELISA negativas.
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Uno de 1los 1lechones que no presentd diarrea eliminé
virus desde las 96 hs hasta 1las 144 hs post-inoculacidn.

Los viriones eliminados por estos animales también
mostraron la misma fragilidad que 1los de 1las muestras
originales provenientes de Brasil, y las muestras obtenidas
no fueron efectivas para intentar nuevas inoculaciones.

4.2.2 Deteccidén de rotavirus en criaderos de cerdos del SE

de la provincia de Buenos Aires.

Se estudiaron dos establecimientos, uno ubicado en 1la
ciudad de B. Juarez y el otro en la ciudad de Tandil.

4.2.2 .1 Estudio longitudinal en un criadero de cerdos de B.

Judrez, Bs. Aires.

En este lugar se estudiaron los brotes de diarrea que se
produjeron en lechones desde septiembre de 1985 a junio de
1986. Este establecimiento presentaba problemas de
diarreas en lechones de hasta 20 dias de vida desde hacia
unos tres anos. El criadero poseia unas 60 madres que parian
en jaulas y en ese 1lugar permanecian con sus lechones
durante 35 a 40 dias, fecha en que se producia el destete.
El piso de la maternidad era de concreto y las condiciones
higiénicas del lugar eran buenas.

En septiembre de 1985 se produjo un brote de diarrea
afectando un 20% de las camadas, con una morbilidad dentro
de cada una de ellas oscilante entre un 80 a 100%. La
mortalidad varidé entre el 2 y el 5%. Se tomaron 7 muestras
de lechones con diarrea de 4 a 10 dias de vida. Todas las

muestras resultaron positivas a las pruebas de PAGE y ELISA.
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Se encontraron dos electroferotipos diferentes. En un caso,
el segmento once estaba ausente en el perfil electroforético
del ARN y aparecia una banda adicional entre los segmentos
de ARN 6 y 7 (figura 17 panel A calle 3). Los otros patrones
son los mostrados en la figura 17 panel A calles 2 y 4 en
los que se observan perfiles electroforéticos correspon-
dientes a mezclas de virus.

La particularidad descripta anteriormente motivd el
interés de estudiar ese lugar con mds detalle. Durante 1los
meses de octubre, noviembre y diciembre de 1985 y junio de
1986 se realizaron muestreos adicionales. La tabla 11,
muestra los datos correspondientes.

Hasta diciembre de 1985 1la situacidén sanitaria del
establecimiento fue similar a la de septiembre y se encontré
rotavirus en el 100% de las muestras diarreicas tomadas.

Un total de 28 muestras positivas fueron analizadas vy,
en todos 1los casos, se encontrd un patroéon electroforético
anormal del ARN viral, el cual fue descripto anteriormente
Y, en todos los casos, las muestras fueron ELISA positivas
indicando que estos rotavirus pertenecian al grupo A. En
junio de 1986, sdélo una muestra fue positiva al PAGE de 12
provenientes de lechones con diarrea, y 1la misma fue
negativa al ELISA mostrando un elctroferotipo gendmico

similar al descripto para el grupo E (Pedley et al. 1986).
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Rearreglo gendémico en rotavirus porcinos grupo A
de la R. Argentina.
Perfil electroforético en geles de poliacrilamida
al 10%, tenidos con nitrato de plata.
Panel A-calle 1:
rotavirus simio SAll (prototipo).
calle 2 a 4:
rotavirus porcino con rearreglo gendémico
del segmento 11; (flecha); (muestra de
MF obtenida de cerdos con diarrea en B.
Juarez Pcia. de Bs. Aires)

Panel B-calle 1:
rotavirus simio SAll (prototipo).
calle 2 a 4:
rotavirus porcinos con rearreglo gend-
mico luego de haberse adaptado a crecer
en células MA104.
calle 5:
rotavirus porcino
normal aislado en
calle 6:
rotavirus porcino con rearreglo gend-
mico del segmento 11 (flecha) aislado
en Tandil. (Bs. Aires-Argentina).

con electroferotipo
Tandil.



Tabla 11. Estudio longitudinal de la presencia de rotavirus en un criadero
de cerdos de B. Juarez, Pcia. de Bs. As.,Argentina.

FECHA DE ANIMALES POISTIVOS NEGATIVOS $ CAMADAS MORTALIDAD
MUESTREO MUESTREADOS C/D s/D ¢c/D S/D C/DIARREA %
Set/85 7 7 - - - 20 2
Oct/85 9 8 - - 1 20 3
Nov/85 24 7 - - 17 40 5
Dic/85 6 6 - - - 20 5
Jun/85 12 1 (2) 4 7 25 5

C/D con diarrea

S/D: sin diarrea

(1): PAGE y ELISA

(2): PAGE (+) ELISA (-)
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4.2.3 Estudio de la presencia de rotavirus en un criadero de
la ciudad de Tandil.

Este lugar estd situado a unos 100 km del descripto
anteriormente. El1 mismo estaba compuesto por 160 madres Yy
las condiciones de alojamiento fueron similares, aungque
higiénicamente estos se encontraban en peores condiciones.

El primer muestreo se efectud en julio de 1986. En ese
momento habia un 20% de camadas con diarrea y los indices de
morbilidad y mortalidad en las camadas afectadas fueron de
100 y 80% respectivamente. En cuatro de 12 muestras de
lechones con diarrea de 4 a 10 dias de vida se detectd
rotavirus. Las cuatro muestras fueron ELISA y PAGE
positivas. El1 PAGE reveld dos electroferotipos diferentes.
Tres muestras poseian el patrén normal para el grupo A
(figura 17, panel B calle 5) y una mostré un perfil del ARN
anormal, en donde faltaba el segmento 11 y mostraba una
banda adicional migrando cerca del segmento 9 (figura 17,
panel B, calle 6). Quince dias después se obtuvieron 15
muestras mas y se encontraron dos muestras PAGE y ELISA
positivas. En ambos casos se encontré el electroferotipo
anormal descripto en el primer muestreo.

4.2.4 Adaptacién de rotavirus porcinos a cultivos celulares

(células MA-104).

Utilizando los mismos métodos empleados en la adaptacion

de rotavirus bovinos, se intentdé adaptar las cepas porcinas.

A todas las muestras positivas se les efectud una prueba de
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IPA para determinar la cantidad de particulas infectivas que

poseia cada una.

4.2.4.1 Determinacién de 1la infectividad por medio de 1la

prueba de IPA.

A todas las muestras obtenidas se les efectudé la prueba
de IPA. Las obtenidas en Benito Juarez mostraron de 60 a 200
unidades IPA por campo 1l00x y las muestras obtenidas en
Tandil, entre 50 a 100 unidades IPA por campo 100x.

4.2.4.2 Infeccidén de células MA-104 con rotavirus porcinos

aislados en B. Juarez.

Se eligieron 4 cepas aisladas en B. Juarez para ser
adaptadas a cultivos celulares. Estas cepas produjeron ECP
al 2do. o6 3er. pasaje en ceélulas MA-104. Tres de ellas
conservaron el electroferotipo anormal, dos poseian un
patrén similar (segmentos 7, 8 y 9 juntos) y la otra uno
diferente con los segmentos 7, 8 y 9 separados, (figura 17B
calles 3 y 4 respectivamente).

La otra muestra varidé su electroferotipo al adaptarse,
mostrando un perfil caracteristico del grupo A.
Probablemente esto se debidé a la existencia de una cepa con
elecroferotipo normal mezclada con el virus atipico siendo
preferentemente seleccionada durante su replicacién "in
vitro". Se efectudé un PAGE comparativo de esta cepa con los
virus que se manejaban en el laboratorio para descartar una
contaminacion y se observé que el patrén electroforético de
su genoma no correspondia a ninguin otro rotavirus, por 1lo

que se confirmé que se trataba de una nueva cepa.
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Las cepas que conservaron el perfil atipico, mostraron
un comportamiento anormal en células MA-104 cuando se
efectuaron pasajes a baja multiplicidad. En diluciones
mayores gque 1071 no produjeron ECP evidente hasta el 5to.
dia post-infeccién, momento en que se le efectud a la placa
una prueba de IPA observandose células con antigeno viral
hasta en una dilucién de 1074 (figura 18). Esto indica una
dificultad de 1los viriones para egresar de la célula
infectada y amplificarse.

La figura 19 muestra ceélulas MA-104 a las 48 horas de
ser infectadas <con una dilucioén del indéculo original de
1071,

Esta particularidad en el comportamiento en cultivos
celulares se observo hasta en el pasaje No. 7, con el que se
intenté titular y clonar los virus. Todas las cepas con
perfil electroforético normal, tanto las de bovino como las
de cerdo, no mostraron esta caracteristica.

4.2.4.3 Infeccidén de células MA-104 con rotavirus porcinos

aislados en Tandil, Buenos Aires.

Se replicaron en células MA-104 dos cepas con perfil de
ARN normal y 3 con perfil atipico. En los primeros 3 pasajes
se logré adaptar las 2 cepas con perfil normal, y de las 3
que poseian perfil atipico sdélo se logrdé adaptar una, la que
en su andlisis posterior por PAGE mostréd que poseia un
perfil idéntico a 1las otras 2 adaptadas con perfil
electroforético normal. Esto fue una evidencia de que

estaban mezcladas y que en los cultivos celulares se



Figura 18:Ensayo de inmunoperoxidasa sobre células MA104
infectadas a baja multiplicidad, con un rotavirus
porcino que presentaba rearreglo del segmento ge-
nomico No 11. (5to. dia post-infeccidn).



Figura 19: Monocapa de células MA104 a las 48hs. de haber
sido infectada con un rotavirus porcino grupo
antigénico A, que presentaba rearreglo del seg-
mento gendmico No 11.
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seleccioné la cepa con perfil normal, aunque la misma no era
visible en el PAGE de la muestra original.

Se tomé una de las tres muestras originales con perfil
atipico y se inocularon tres lechones de diez dias de vida
que se encontraban separados de su madre y alimentados con
leche de vaca. Todos 1los 1lechones desarrollaron diarrea
entre las 48 y 120 hs post-inoculacién, coincidiendo con el
inicio de eliminacién de virus en sus heces; todos
eliminaron virus durante aproximadamente 5 dias, y el perfil
alectroforético del ARN fue idéntico al de 1la muestra
original (atipico). Con muestras provenientes de este pasaje
por lechones, se intentd nuevamente adaptar esta cepa a
células MA-104, 1logrando producir ECP al 3er. pasaje,
conservando el electroferotipo atipico.

En la figura 19B lineas 5 y 6 se muestra el perfil
normal y atipico respectivamente del ARN gendmico de estas
cepas.

4.2.5 Infeccidn experimental en lechones con cepas de

rotavirus porcinos grupo antigénico A, con perfil gendmico

atipico en el PAGE.

En este experimento fueron inoculados 5 animales. La
diarrea comenzé entre las 48 y 96 horas post-inoculacidn y
al iniciarse el cuadro, pudo observarse anorexia y dolor
abdominal. Enfermaron los cinco animales inoculados y todos
presentaron el mismo cuadro: la diarrea en las primeras
horas se caracterizé por deposiciones copiosas y materia

fecal de consistencia cremosa, color blanco-amarillento; mas
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tarde las deposiciones se hicieron liquidas y de color
amarillo brillante. A los tres dias de iniciada la diarrea
los lechones mostraron signos de deshidratacién y entre el
4to. y 5to. dia murieron 4 de los 5 animales. El restante
fue observado durante 10 dias adicionales y pese a que al
6to. dia la diarrea remitié su estado general no mejord, y
murié a los 30 dias de edad. Los hallazgos de la necropsia
fueron similares a los descriptos en 1la inoculaciodn
experimental realizada con virus atipicos de Brasil.

Los 4 lechones que murieron eliminaron virus desde el
dia anterior al inicio del cuadro diarreico hasta el dia de
su muerte. El restante elimindé virus hasta 7 dias después
del comienzo de la diarrea. En todos los casos los viriones
que eliminaron los animales poseian el genoma con el patrodn
electroforético atipico, caracteristico de 1la muestra
original. Se observaron muestras en ME no detectandose
particulas viricas diferentes a rotavirus. Los controles no
mostraron signos de enfermedad mientras durd el experimento
(20 dias).

Posteriormente, se inocularon otros tres lechones con
los mismos indculos. Los animales fueron sacrificados a las
24, 48 y 72 hs post-inoculacioén respectivamente y se tomaron
muestras para microscopia o6ptica (MO) y ME de intestino. Al
MO pudieron observarse lesiones principalmente en intestino
delgado anterior y medio. Las mismas se caracterizaron por
diminucion del espesor del epitelio de absorcidén y aparicidén

de vacuolas en su interior, adherencia entre vellosidades e



infiltracién linfocitaria de la lamina propia (fig.20 A y
B) .

En la figura 21 se puede observar a nivel
ultraestructural una célula intestinal infectada ©por

rotavirus

4.2.5.1 Infeccidén experimental de lechones con una cepa de

rotavirus grupo A con perfil gendmico normal.

Se 1inocularon 10 animales quedando 3 como control. De
los animales inoculados, 8 enfermaron iniciandose la diarrea
entre las 24 y 96 horas post-inoculacién. En los dos
primeros dias mostraron disminucidén del apetito y signos de
dolor abdominal. En 4 animales, presentaron diarrea severa y
murieron entre el 4to. y 6to. dia del curso de 1la
enfermedad. Los otros cuatro, mostraron mejoria al 3er. dia
del comienzo de la diarrea, aunque luego presentaron cuadros
intermitentes de diarrea y retardo en el crecimiento hasta
el final del experimento (dia 20 post-inoculacién). Las
caracteristicas del cuadro diarreico fueron las mismas que
las descriptas en la inoculacién con las cepas de perfil
gendmico atipico. Los animales que enfermaron y murieron,
eliminaron virus desde el 2do. y 3er. dia post-inoculaciodn
hasta el 5to. y 6to. dia; a partir de los cuales no se pudo
detectar nuevamente virus.

Las muestras fueron analizadas por PAGE y el patrodn
electroforético del ARN de los viriones eliminados por 1los
lechones fue idéntico al del indéculo. A la observacioén por

ME no se detectaron otros virus.
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i A. Adherencia entre vellosi-
” dades intestinales.
(flecha).

B. Disminucién del espesor
del epitelio de absorciodn y
vacuolizacion. (flecha) .In-
filtracién de la lamina
propia.

Figura 20: Cortes histologicos de yeyuno en un cerdo infec-
tado experimentalmente con un rotavirus porcino
con rearreglo gendmico,aislado en Benito Juarez
Pcia. de Bs. Aires.

Coloracién H. y E. (400x)



Figura 21: Observacién ultraestructural de un corte de
intestino medio, de un cerdo de 10 dias de vida
a las 24 horas de haber sido inoculado con un
rotavirus porcino aislado en Benito Juarez-Pcia.
de Bs. Aires.
Dicho virus poseia un rearreglo en el segmento 11
de su genoma .

Aumento (40.000X).
N: Nucleo. R: cisterna del reticulo endoplasma.

V: viriones (aun conteniendo envoltura lipidica)



Dos lechones del grupo inoculado, y los tres controles
permanecieron sin sintomas a lo largo del experimento y no
eliminaron viriones en su materia fecal.

Las observaciones de necropsia no variaron de 1las
descriptas en las otras inoculaciones experimentales.

4.2.6 Estudio de las proteinas estructurales de rotavirus

porcinos que poseian un rearredglo gendémico en el segmento 11

de su genoma; comparacién con cepas bovinas y porcinas

normales.

En este caso los virus fueron replicados en células MA-
104 y marcados con s32 metionina segun la técnica descripta
en 3.10. En la figura 22 se observan los péptidos virales
totales y los péptidos inmunoprecipitados (panel A). En la
misma se puede apreciar que no hay variacién en la migracion
de 1los distintos polipéptidos virales entre 1las cepas
atipicas (grupo A) y la cepa patrén grupo A Ohio State
University (OSU) de E.E.U.U. Vercalles 1 y 2 donde se
analizan los péptidos totales.

La migracion de estos péptidos muestra algunas
diferencias con la cepa UK bovina.

En las cepas grupo A con perfil atipico no se observa la
falta de ningun péptido en su perfil electroforético.

Se puede observar que la cepa porcina que luego de
adaptada a cultivo celular, mostrdé un perfil gendmico normal
a pesar de provenir de una cepa de una cepa con patrén

electroforético atipico, muestra una migracion de
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Figura 22: Péptidos virales marcados con metionina 35S, co-
rridos electroforéticamente en geles de polia-
crilamida al 10%.

Panel A.

Panel B.

Panel C.

Inmunoprecipicado
caile 1: Rotavirus porcino con rearreglo

genoémico.
c.1le 2: Rotavirus porcino OSU (proto-
tipo).
calle 3: Rotavirus bovino UK (prototi-
po) .

Lisado celular

calle 1 a 3: idem a panel A.

calle 4: Células MA 104 sin infectar.

Inmunoprecipitado

calle 1: Rotavirus bovino UK.

calle 2: Rotavirus porcino con rearreglo
genodmico.

calle 3: Rotavirus porcino grupo A (nor-

mal) aislado en B. Juarez-Pcia.Bs.Aires.
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polipéptidos muy similar a la cepa bovina UK (ver figura 22
panel C calle 3).

4.3 Hallazgo de rotavirus grupo A y atipicos en nifios de

Argentina.

De las 22 muestras analizadas por PAGE y ELISA cuatro
fueron positivas a ambas técnicas y una fue solo positiva la
PAGE, mostrando un perfil electroforético atipico del ARN.
Esta muestra fue observada por ME y las particulas fueron no
diferenciables de los rotavirus tipicos grupo A. Una de las
muestras ELISA + mostréo el electroferotipo descripto como
corto, caracteristico de algunos rotavirus humanos.

La muestra PAGE(+) y ELISA(-) mostré un patrodn
electroforético de su genoma similar al descripto para el
grupo C (Pedley et al, 1983). La misma fue obtenida en
Resistencia (Chaco). La figura 23 muestra los electroferoti-
pos del genoma de los rotavirus humanos.

4.4 Rotavirus aislados en pollos de la Republica Argentina.

Se efectud un estudio 1longitudinal en un solo
establecimiento y en el mismo se pudo comprobar la presencia
de rotavirus con un perfil gendmico atipico en el PAGE, los
cuales fueron negativos a la prueba de ELISA (figura 24).
Por ME estas particulas fueron idénticas a los rotavirus de
otras especies, observandose gran cantidad de particulas en
proceso de destruccion (figura 25).

De 36 muestras de heces diarreicas analizadas, 10 fueron
positivas al PAGE, todas mostraron el mismo electroferotipo,

aunque hubo diferencias menores entre algunos segmentos.
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Figura 23: Electroferotipos del genoma de rotavirus hu-
manos de Argentina.

Panel A. calle 1: rotavirus humano grupo A.
calle 2: rotavirus bovino grupo A.
calle 3: rotavirus bovino grupo A.
calle 4: rotavirus humano atipico.
Panel B: calle 1: rotavirus humano grupo A
(patrén electroforético corto).
calles 2 a 4: rotavirus humanos grupo A
(patrén electroforético largo)



Figura 24: Rotavirus atipico en pollos.
Electroforesis del genoma en un gel de poli-
acrilamida y tincioén con nitrato de plata.

calle
calle
calle
calle

Rotavirus
Rotavirus
Rotavirus
Rotavirus

bovino grupo A.

bovino grupo A cepa UK.
atipico pollo.

simio SAll.



Figura 25: Rotavirus atipico hallado en M.F. de pollos con
diarrea en Argentina; B;/ Aires. 60000x.

A:particula intacta.
B: particula en proceso de destrucciodn.
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Ninguna nmuestra fue positiva al ELISA. El patrdén
electroforético del ARN de estas cepas fue muy similar al
que presenta el serogrupo 3 descritpo por Mc Nulty et al.

(1984) en Irlanda.

Se intentd reproducir experimentalmente la infeccidén en
20 pollitas de 7 dias de vida. Cada una fue inoculada con
200ul de una suspensién al 20% en MEM de materia fecal
proveniente de una muestra positiva a rotavirus. Los
animales no presentaron diarrea ni se detectd virus en MF
hasta los 15 dias post-inoculacion.

El hallazgo del rotavirus en este establecimiento
coincide con un brote de diarrea en pollitas de 7 a 10 dias
de vida con un 15% de morbilidad. Los animales enfermos eran

tratados con antibidéticos.



CAPITULO V

Discusioén

5.1 Estudio del rotavirus como agente causal de diarreas

peonatales en bovinos de la provincia de Buenos Aires

(Argentina).

5.1.1 Presencia de rotavirus en rodeos de cria de 1la

provincia de Buenos Aires.

La zona estudiada es una de las de mayor relevancia, en
lo que respecta a produccion de ganado bovino en el pais.

El presente trabajo es uno de los primeros estudios de
incidencia de rotavirus que se han efectuado en rodeos
bovinos de paises latinoamericanos Yy la situacion
epidemioldégica de 1los rodeos afectados fue similar a 1la
descripta en otros paises (Woode 1978, Torres-Medina 1985).
El porcentaje de terneros <con diarrea afectados por
rotavirus (53%) es muy similar al descripto por otros
autores (Snodgrass et al. 1982 (B), de Leeuw et al. 1980(B),
Woode et al. 1976). No obstante el numero de terneros sin
diarrea que portaban virus en sus heces (7%) fue mas bajo
que el observado por Snodgrass et al. en Gran Bretana (12%)
(Snodgrass et al. 1982).

El porcentaje de establecimientos infectados ©por
rotavirus (89%) también fue similar al observado en otros

lugares del mundo [Moerman et al. 1982, Snodgrass et al.

1982 (B)].
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En 2 establecimientos en donde no fueron detectados
rotavirus, el indice de animales con diarrea fue
sensiblemente mas bajo (entre 3 y 40%) que en aquellos en
donde se lo detectd (65 a 95%).

El relevamiento de rotavirus llevado a cabo en bovinos
adultos, mostréd una incidencia extremadamente baja (1 de
35), por Dagenais et al. en Bélgica (Dagenais et al. 1980)
no lograron detectar a este agente causal en animales
adultos.

La edad de mayor susceptibilidad fue de 10 a 30 dias
de vida tal como lo describieron (Woode 1978, Kurstak et al.
1981).

No se estudiaron otros agentes enteropatégenos, por 1lo
que no se puede dar informacion sobre su existencia o sobre
infecciones combinadas entre diferentes agentes.

5.1.2 Analisis de la variabilidad gendmica de los rotavirus

aislados en bovinos.

La variabilidad gendmica se estudidé unicamente por medio
de la electroforesis del genoma viral en geles de
poliacrilamida (PAGE) . Todos los electroferotipos
correspondieron al patrén descripto por Lourenco et al.
(1981), los que Pedley et al. (1983) definen como el patrodn
electroforético tipico del genoma de los rotavirus grupo A,
dato que se confirmé con la prueba de ELISA.

La variabilidad observada en estos patrones
electroforéticos fue similar a la ya descripta por otros

autores (Rodger and Holmes 1979, Ojeh et al 1984). El1 hecho
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de que en cada brote haya un electroferotipo gendmico
predominante indica la utilidad de este método (PAGE), para
seguir brotes de la enfermedad (Estes et al. 1984).

Es interesante el hallazgo de electroferotipos gendmicos
idénticos en lugares distantes; esto mismo ha sido observado
por Rodger and Holmes (1979).

En algunos pocos lugares se pudo observar mas de un
electroferotipo gendémico en el mismo brote, e incluso se
observaron muestras que poseian electroferotipos mezclados.
Sabara et al. [1982(B)] describen esta caracteristica vy
encuentran una alta frecuencia de infecciones producidas por
varias subpoblaciones de virus con variantes genodmicas. Para
este estudio, Sabara empled geles de poliacrilamida de alta
concentracién 17%, los que no fueron utiliazdos en este
caso. Es probable por lo tanto, que la variabilidad gendmica
sea aun mayor que la reflejada en este estudio.

Las variaciones gendmicas registradas en algunos lugares
de un ano a otro, indican que existen condiciones que hacen
que el patrén electroforético predominante varie.

El hecho de que no se hayan detectado en este estudio
rotavirus bovinos con electroferotipos atipicos,
pertenecientes a otros grupos antigénicos, es acorde con la
poca casuistica registrada en bovinos en otros lugares del
mundo [Snodgrass et al. 1984 (A), Chasey and Davis 1984].

Cuando se compararon los electroferotipos de 1los
diferentes serotipos detectados, se comprobdé que los virus

gque no pertenecian al serotipo 1 6 2 mostraban una marcada
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separacién de los segmentos de ARNdc 7,8 y 9 (figura 8

calles 2 a 6).

5.1.3 Analisis de la variabilidad_ . antigénica de _1los

rotavirus bovinos.

Todos 1los rotavirus bovinos aislados pertenecieron al
grupo antigénico A. En el caso de dos muestras que fueron
positivas al PAGE y negativas a ELISA, se considerd 1la
posibilidad de su degradacién, dado que 1luego de dar
negativas con esta técnica, se repitié el andalisis gendmico
no pudiendo detectarse el virus. Ademdas el patron gendmico
observado en el primer anadalisis electroforético, era el
tipico del grupo A.

La serotipificacién de 17 muestras adaptadas a ceélulas
MA-104 mostrd una situacion similar a la descripta por Woode
et al. (1983), Murakami et al. (1983) y Ojeh et al. (1984)
en EEUU, Japén y Gran Bretana respectivamente. Se detectd un
alto porcentaje (70%), de cepas pertenecientes al serotipo 1
bovino y un porcentaje bajo (30%), de otro u otros serotipos
diferentes.

Todos los serotipos que diferian con el predominante
fueron aislados en el mismo establecimiento y poseian un
mismo electroferotipo.

Tres cepas mostraron frente al suero hiperinmune anti-
rotavirus "cepa UK" un titulo marcadamente mas bajo que 1la
cepa homéloga, aunque se las clasificd como serotipo 1
porque la diferencia de titulo no llegd a ser mayor de 20

veces respecto del titulo homdlogo.



5.1.4 Caracteristicas bioldgicas de las diferentes cepas de

rotavirus bovinos.

La relacién entre cantidad de focos IPA positivos
observados en las monocapas infectadas «con indculos
originales provenientes de materia fecal y el éxito de 1la
adaptacion posterior de las cepas fue directa (tabla No. 6).

Las muestras que diferian del serotipo 1, mostraron
tener poco poder citopatico en las células donde se
replicaron y ademas sus titulos no superaron los 104-7 picc
50%, a pesar de realizarse hasta 10 pasajes.

Bohol et al. (1984) al serotipificar cepas de rotavirus
porcinos, describen que las cepas pertenecientes al serotipo
predominante muestran gran facilidad en adaptarse a cultivos
celulares y que las cepas diferentes pertenecen a un grupo
que muestra dificultad en su adaptacion.

Pese a que esto no se ha descripto para rotavirus
bovinos, Woode et al (1983), observan que la cepa prototipo
del serotipo 2 (cepa B223) no logra superar un titulo de 10°
DICC 50%. No obstante esta cepa posee una alta capacidad
para producir ECP en células MA-104.

La cepa seleccionada para comprobar el poder patdgeno de
los virus de campo correspondia a un serotipo que diferia
parcialmente del serotipo 1. El1 —cuadro clinico que
desencadendé en los animales inoculados fue similar al que se
encontro en los brotes naturales de campo. Sin embargo al no
poder trabajar con animales 1libres de gérmenes, las

conclusiones que se sacan relacionadas con la patogenicidad
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de estos agentes son limitadas, aunque la forma constante
con que se reprodujeron los resultados permite sugerir que
la cepa empleada posee un buen poder patdgeno, ya que en
todos los casos desencadend un cuadro clinico de

importancia.

5.2 Estudio del rotavirus como agente causal de diarreas en

cerdos de Argentina y Brasil.

5.2.1 Relevamiento de la incidencia de rotavirus en cerdos

de_San Pablo (Brasil): variabilidad gendmica y antigénica de

las cepas aisladas.

Los datos epidemioldgicos recogidos en general son
acordes con los decriptos en Venezuela por Utrera et al.
(1984) .

La presencia de rotavirus en los animales con diarrea
fue mucho mas alta (20,5%) que en los que no presentaron la
enfermedad (1,5%).

Cuatro muestras mostraron electroferotipos gendmicos
atipicos similares al descripto por Pedley et al. (1983)
para el grupo antigénico B. Tres de ellas fueron negativas a
la prueba de ELISA y una didé positiva al ELISA pero en el
perfil electroforético de su ARN se observé que junto con el
patron electroforético atipico migraban bandas que se
correspondian con el patron comin al grupo antigénico A. De
esto se deduce que existia una infeccién mixta con un
rotavirus grupo A y otro grupo B.

Los rotavirus atipicos se encontraron en el 21,1% de los

lugares estudiados, y el porcentaje de atipicos sobre el
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total de muestras analizadas (5%) fue similar al descripto
por Chasey y Davis(1984) en Inglaterra y Gales.

Se detectd variabilidad en el perfil electroforético del
genoma de las diferentes cepas de rotavirus atipicos
aislados. Este tipo de variabilidad ha sido ya ampliamente

descripto para los rotavirus grupo A (Lourenco et al. 1981,

Rodger and Holmes 1979).

Los rotavirus atipicos fueron detectados nuevamente en
los mismos lugares 6 meses después de su primer aislamiento
y uno de los perfiles electroforéticos descripto se mantuvo
idéntico (figura 15 pared B y C).

Los rotavirus atipicos nunca se detectaron como unicos
agentes en un establecimiento, y en todoj los casos,
aparecieron junto a los rotavirus grupo A.

Los rotavirus atipicos aqui descriptos mostraron
bastante fragilidad, aunque no se detectaron particulas tipo
"cores" descriptas por otros autores [Theil et al. 1985(B)].
El almacenamiento de las muestras se efectud a -20°C, vy
con el transcurso de unos meses, se pudieron observar en el
ME muchas particulas en destruccioéon(figura 16).

Los rotavirus grupo A de cerdos también mostraron mayor
grado de fragilidad comparados con los rotavirus grupo A de
bovinos. Es probable que la diferente composicién de las
heces pueda tener influencia.

5.2.2 Relevamiento de la incidencia de rotavirus en cerdos

del SE de la provincia de Buenos Aires, Argentina.
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En el estudio que se efectud en dos establecimientos del
SE de esta provincia, se pudo comprobar una situacion
epidemioldégica similar a la descripta en Brasil,
destacandose aqui también la importancia de 1los rotavirus
como agentes etioldgicos de diarreas en animales jdévenes. Se
estudiaron dos establecimientos, y en uno de ellos se
detectd una cepa de rotavirus atipico muy similar al que
Pedley et al. (1986) describieron como grupo E. Este seria el
primer hallazgo de un rotavirus atipico de origen animal
descripto en nuestro pais.

En los perfiles gendmicos observados al PAGE se pudieron
detectar muchas infecciones mixtas (patrones electroforeé-
ticos de ARN, mezclados) que sugerian la existencia de mas
cepas atipicas (figura 17 lineas 2 y 4).

Un detalle interesante que surge del andlisis gendmico
efectuado en las cepas de ambos establecimientos es la
existencia de rotavirus pertenecientes antigénicamente al
grupo A (ELISA positivos) pero que muestran al PAGE perfiles
gendmicos atipicos, que se caracterizan por la variacioén en
la velocidad de migracidén al segmento 11 de ARN4.. En un
caso el mismo migra entre los segmentos 6 y 7 y desaparece
la banda del 1lugar que corresponderia al segmento 11. Un
caso muy similar describen Pedley at al. (1984) en ninos con
inmunodeficiencia congénita y Besselaar et al. (1986) en
neonatos humanos de Sudafrica. Dolan et al. (1985) describen

un caso parecido, pero el segmento alterado es el No. 8.
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Este autor también describe este hallazgo, al igual que
Pedley (Pedley et al. 1984) en nifios inmunodeficientes.

El caso descripto en este trabajo es el primero
registrado en animales y los mismos aparentemente no
mostraban alteraciones en su sistema inmune.

Ademas se pudo comprobar que el virus permanecié en 1la
poblacioén sin variar estas caracteristicas por lo menos
desde septiembre hasta diciembre de 1985.

En el otro caso, el segmento 11 también desparece de su
lugar normal de migracion electroforética y aparece una
banda extra, por debajo y muy cerca del segmento gendmico
numero 9. Este perfil es sumamente parecido al que
describieron Hasegawa et al. (1984) en ninos de Indonesia y
que Matsuno et al. (1985) describen como candidato a un
nuevo serotipo humano.

Este patron gendmico es, de alguna manera, similar al
patron "corto" que presentan algunos rotavirus humanos
pertenecientes al subgrupo 1 (Estes et al. 1983). Por este
motivo Hasegawa et al. (1984) lo denominaron super-corto.

El 1lugar donde se hallo esta cepa, fue analizado
nuevamente 15 dias mas tarde, encontrandose nuevamente
cerdos con diarrea portadores de rotavirus con estas
caracteristicas gendmicas.

Utilizando sondas moleculares gendmicas obtenidas por
Burrone y col. del Instituto Campomar (Capital Federal,
Argentina), se pudo comprobar que 1las bandas "extras"

poseian secuencias del segmento de ARN43- 11. Con esto se
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confirma la hipdétesis de que es el segmento 11 el que varia
su migracioén electroforética. Pedley et al. (1984) sugieren
que este fendmeno se debe a que el segmento de ARNy., 11
forma uniones concateméricas aumentando de ese modo su
tamano, lo que determina una alteracidn en su velocidad de
migracion.

El problema provocado por la diarrea de los lechones fue
considerable en ambos lugares, en el establecimiento donde
se encontro el patrén gendmico "super-corto" la mortalidad
fue alta en algunas camadas, 80% aproximadamente con una
morbilidad del 100%; debe considerarse que las condiciones
sanitarias de @este lugar eran pobres. En el otro
establecimiento la mortalidad no fue tan elevada. Un detalle
llamativo fue la alta frecuencia de lechones con diarrea en
los que se detectd virus que en algunos 1lugares fue del
100%. En 1los brotes de diarrea por rotavirus, cuando se
muestrean animales con diarrea solo el 20-50% son positivos
por las técnicas aquil empleadas.

5.2.3 Adaptacién a cultivos celulares de cepas de rotavirus

porcinos.

Ninguna de las cepas aisladas en Brasil pudo ser
adaptada a cultivos celulares.

Cepas de virus aislada de 1los dos establecimientos
argentinos se pudieron adaptar sin dificultad.

Las cepas con electroferotipo atipico grupo A a pesar de
su rapida adaptacién y de que se mantenian en sucesivos pa-

sajes, mostraron un comportamiento atipico debido a que
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cuando se las replicaba a baja multiplicidad practicamente
no producian ECP y no lograban alcanzar el titulo original.

Este comportamiento estd indicando dificultad en el
poder de amplificacién (dificultad para egresar de la célula
infectada e infectar otras).

Cuando se efectud una cuidadosa observacion de las
monocapas infectadas con distintas diluciones de indculo, se
pudieron observar alteraciones morfoldgicas en las células
(figura 19) pero nunca se produjo el ECP clasico con total
desprendimiento de monocapa.

También se adaptaron cepas con patrones electroforéticos
normales de su genoma Yy su comportamiento en los cultivos
celulares fue el comunmente descripto. En algunos de 1los
intentos se rescataron luego cepas con genoma normal, lo que
evidencia infecciones producidas por varias subpoblaciones
virales, habiendo algunas que no presentan cantidades
detectables de ARNdc en el andlisis por PAGE pero con buena
capacidad de crecimiento en células MA-104.

Los estudios efectuados en 1los polipéptidos virales
marcados con metionina S3° no detectaron diferencias entre
las cepas de rotavirus grupo A con genomas atipicos y las
comunes, por 1lo gque la variante gendmica y bioldgica
observada no se pudo relacionar con alguna alteraciodn de los
polipéptidos virales.

5.2.4 Andlisis comparativo de la inoculacidén experimental de

cerdos con rotavirus aislados en Argentina y Brasil.
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La tabla 12 muestra 1los datos recogidos en estas
experiencias. Los rotavirus no pertenecientes al grupo A son
aparentemente los menos patégenos, otros autores también han
observado la baja patogenicidad de estos virus [Theil et al.
1985(B)].

Se debe tener en cuenta que no se pudo cuantificar
adecuadamente la descarga efectuada en los lechones dado que
los indculos no estuvieron adaptados a cultivos celulares
razoén por la que no se los pudo titular.

Las otras dos cepas estudiadas, una con genoma atipico
pero antigénicamente grupo A de Benito Juarez y otra, normal
grupo A de Tandil, fueron debidamente tituladas y se pudo
medir la descarga. La cepa atipica de Benito Juarez mostro
ser mas patogena, dato que se relaciona con 1la severa
diarrea que presentaron en el lugar algunas camadas de

lechones.

5.3 Busqueda de rotavirus en aves y humanos de Argentina.

El relevamiento efectuado en estas especies permitid
detectar por primera vez rotavirus en pollos en 1la
Argentina, los mismos poseian caracteristicas muy similares
a las del serogrupo 3 descripto por MG Nulty et al. (1984)
en Irlanda.

En humanos fue importante el hallazgo de un rotavirus
atipico con patron electroforético de su genoma, similar a
los que Pedley et al. (1983) clasifican como pertenecientes

al grupo C, estos virus fueron descriptos por Nicolas et al.
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Tabla 12. Inoculacion experimental con diferentes cepas de
rotavirus porcinos.

Grupo A Grupo A Atipico grupo
normal atipico no A Brasil
Argentina Argentina

Periodo de incuba- 24-96 hs 48-96 hs 48-120 hs
cioén.

Curso de la enfer- 4-5 dias 5-6 dias 4-5 dias
medad.

Porcentaje Morbi- 80% 100% 62%
lidad.

Porcentaje

Mortalidad 40% 80% 25%
Cuadro subcli- - - 12%

nico (1) %

(1) Elimina virus sin presentar diarrea



115

(1983), Pereira et al. (1983) y Snodgrass et al. (1984 (A)).
Este es el primer caso descripto en Argentina.

Por otro lado la aparicién de patrones electroforéticos
del genoma viral, "cortos" y "largos", en lugares distantes
de los grandes centros urbanos (Tandil), es un indicio que
en estos lugares el virus ademas de estar presente muestra
un importante indice de variabilidad.

5.4 Analisis comparativo de las cepas aisladas de distintas

especies.

Las dos especies mejor estudiadas aqui son la bovina y
la porcina. El relevamiento efectuado en aves y humanos fue
mucho menos importante, no obstante 1los pocos datos
obtenidos son similares a 1los descriptos en distintos
lugares del mundo.

Los rotavirus bovinos mostraron ser genética vy
antigénicamente mas estables que los porcinos. Todos 1los
aislamientos correspondieron al grupo antigénico A 'y
presentaron caracteristicas gendmicas que al PAGE respondian
al esquema de Lourenco et al. (198l1l), y que Pedley et al.
(1983) describieron como tipico del grupo A. En la
mayoria de los brotes que se estudiaron las cepas que se
aislaron respondieron en su mayoria a un determinado
electroferotipo gendmico. El1 andlisis de 1los diferentes
serotipos de rotavirus bovinos permitié observar un serotipo
predominante. Estas caracteristicas de los rotavirus
bovinos son similares a las descriptas por  otros

investigadores (Woode et al. 1983, Ojeh et al. 1984). El



analisis de 1los polipéptidos virales también mostrdé una
composicidén similar en todos los aislamientos estudiados.
Los rotavirus porcinos, mostraron una variabilidad mucho
mayor gque los aislados en bovinos. Se pudo observar
presencia de grupos antigénicos diferentes al grupo A, en
muchos de 1los 1lugares estudiados (21,1% de los estable-
cimientos positivos de Brasil y en uno de Argentina). Esta
variabilidad antigénica fue claramente reflejada en 1la
variabilidad gendmica. Asimismo estos rotavirus no
pertenecientes al grupo A, mostraron entre ellos
variabilidad en sus patrones gendmicos. En 1los brotes
estudiados, siempre se observo mas de un electroferotipo del
genoma de las cepas aisladas. Los virus no pertenecientes al
grupo A siempre aparecieron en lugares donde se encontré
rotavirus grupo A. En esta especie fue mucho mas frecuente
el hallazgo de electroferotipos gendmicos gque mostraban
infecciones mixtas (diferentes subpoblaciones de rotavirus).
Se detectaron en Argentina, cepas de rotavirus que
antigénicamente respondian al grupo A, pero con genomas que
presentaron patrones migratorios anormales. Cuando se
estudiaron los polipéptidos virales de cepas pertenecientes
al grupo A con genomas hormales y anormales se observo
similitud entre ellos. Una cepa que multiplicd en células
MA-104 con un genoma normal (en un intento de adaptacion de
un virus con genoma atipico) mostro un perfil migratorio en

la electroforesis de sus polipéptdos, muy parecido al de las

cepas bovinas. Esto indicaria la existencia de una cepa
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bovina no detectada en 1la materia fecal de ese cerdo
infectado también con una cepa porcina grupo A atipica.
Posiblemente durante su adaptacidén a cultivo celular la cepa
bovina se amplificd notablemente por sobre la cepa porcina.

Segun se ha descripto/los patrones gendémicos no permiten
diferenciar virus proveninentes de diferentes especies, con
algunas excepciones, como los patrones gendmicos cortos,
exclusivos de los humanos, y como algunos electroferotipos
de las cepas eviares (Estes et al. 1983, Todd and Mc Nulty
1986). E1 hallazgo en este trabajo de electroferotipos
donde el segmento 11 migra mucho mas 1lento, sugiere que
habria que revisar el concepto que senala los
electroferotipos "cortos" como exclusivos de los humanos y
analizar profundamente el rango de huéspedes de estas cepas
porcinas cuyos patrones gendmicos han sido descriptos sdlo
en humanos (Pedley et al. 1984, Besselaar et al. 1986).

De este estudio se desprende gque seria mucho mas
factible encontrar en los <cerdos cepas de rotavirus
potencialmente patdgenas para otras especies. Estudios
efectuados en Panama no encontraron relacion entre las
infecciones producidas por rotavirus en ganado bovino y en
las personas que estaban en contacto con ellos (Ryder et al.
1986). No existen estudios similares efectuados en cerdos.

El relevamiento efectuado en aves y humanos fue
efectuado en un bajo numero de muestras, por lo que 1los
estudios comparativos que se puedan hacer son limitados

estadisticamente. No obstante esto, el hecho de haber



hallado en humanos un rotavirus atipico no perteneciente al
grupo A, con un electroferotipo gendmico parecido al que
poseen los virus pertenecientes al grupo C (Pedley et al.
1983) aporta una valiosa informacidon por ser éste el primer
hallazgo descripto en el pais. Rotavirus atipicos con estas
caracteristicas gendémicas ha sido también aislados en cerdos
[Snodgrass et al. 1984 (A)].

En pollitos todos los rotavirus fueron atipicos, y todos
poseian un electroferotipo similar al que describieron Mc
Nulty et al. (1984),como pertenecientes al serogrupo 3.

Mc Nulty et al. (1984) describieron una cepa clasificada
como serogrupo 4, que presentéd un electroferotipo muy
parecido al grupo B descripto en humanos, cerdos, ovinos y
bovinos [Snodgrass et al. 1984(A)] y descripto en este
trabajo en cerdos de Brasil y Argentina.

Por los datos aqui discutidos se puede sugerir que las
especies aviar y porcina son hasta el momento las que mas
expectati;;; crearian, ante la posibilidad que los rotavirus
produzcan espontaneamente infecciones inter-especies. Esto
tendria una gran importancia por el impacto epidemioldgico

que puedan tener en la salud humana.
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CAPITUIO 6

Conclusiones

6.1 lLos rotavirus como agentes etioldgicos de diarreas en

terneros.

- Los rotavirus fueron detectados en un alto porcentaje de
terneros diarreicos y en la mayoria de los establecimientos
que sufrian el problenma.

- El1 porcentaje de deteccidén de rotavirus en terneros sin
diarrea y bovinos adultos fue muy bajo.

- Todos 1los aislamientos antigénica y <gendmicamente
correspondieron al grupo A.

- La produccién de focos o unidades IPA positivas en células
MA-104 con indculos preparados a partir de MF, indican una
alta posibilidad de que esa cepa pueda adaptarse
posteriormente a crecer "in vitro".

- Se detectaron 2 6 mas serotipos, y de ellos uno predomind
ampliamente; el mismo correspondié antigénicamente al
serotipo bovino 1, representado por la cepa Lincoln (NCDV)
de E.E.U.U. y la cepa UK de Inglaterra.

- La distribucion de estos serotipos fue similar a 1las
descriptas en Estados Unidos, Japdén e Inglaterra.

- Los virus que no respondieron al serotipo 1 tampoco 1lo
hicieron con el serotipo 2 de E.E.U.U. representado por 1la

cepa B223 aislada en Iowa.
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- Las cepas pertenecientes al serotipo 1 mostraron mayor
facilidad para adaptarse a los cultivos celulares que el
resto.

- E1 perfil electroforético de cepas no pertenecientes a los
serotipos 1 y 2 mostré diferencias en el triplete de
segmentos ARNdc 7,8, y 9.

- Una cepa aislada que pertenecia al serotipo 1 mostrd en
inoculaciones experimentales 1la capacidad de producir un
cuadro clinico parecido al que se presentaba espontaneamente
en el rodeo.

6.2 Los rotavirus como agentes etioldgicos de diarrea en

lechones de Brasil y Argentina.

- En un alto porcentaje de lechones con diarrea, se detectd
rotavirus en sus heces.

- Se detectd rotavirus en la mayoria de los establecimientos
que tenian problemas de diarrea en lechones.

- En lechones sin diarrea practicamente no se detectd
rotavirus.

- La mayoria de las cepas aisladas en ambos paises
respondian antigénicamente al grupo A.

- En ambos paises se detectaron cepas no pertenecientes al
grupo A. Estas no se caracterizaron antigénicamente, pero
por sus perfiles gendmicos se puede suponer que las aisladas
en Brasil pertenecerian al grupo B y la aislada en Argentina

al grupo E.
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- Las cepas de Brasil no pertenecientes al grupo A se
mantuvieron presentes en los lugares donde se las detectod
durante por lo menos 6 meses.

- La incidencia de rotavirus no pertenecientes al grupo A
fue similar a la descripta en Inglaterra por otros autores
(6,2% del total de positivos).

- Los perfiles gendmicos observados en las muestras
positivas, mostraron una alta frecuencia de mezcla de
subpoblaciones virales.

- En Argentina se aislaron cepas de rotavirus que
antigénicamente pertenecian al grupo A, pero que poseian
patrones electroforéticos de su ARN atipicos , siendo éste
uno de los primeros casos registrados en animales hasta el
momento.

- Los dos perfiles gendmicos atipicos registrados en
rotavirus porcinos grupo A poseen similitud con casos
registrados en humanos en Inglaterra, Sudafrica y Estados
Unidos.

- Las cepas grupo A gendmicamente atipicas mostraron un
comportamiento anormal en los cultivos celulares.

- Las pruebas de patogenicidad efectuadas con cepas grupo A
normales, grupo A atipicas y —cepas antigénicamente
diferentes al grupo A, muestran que probablemente las cepas
grupo A atipicas son las mas patdgenas, seguidas por las
grupo A normales y las mas leves serian las cepas que no

pertenecen al grupo A (probable grupo B).
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- El1 perfil electroforético de polipéptidos virales
obtenidos en cultivos celulares, no pudo mostrar diferencias
entre las cepas grupo A normales y las atipicas.

6.3 Los rotavirus en aves y humanos de Argentina.

- Se detectaron rotavirus antigénicamente diferentes al
grupo A en pollitos con diarrea.

- El1 perfil electroforético del ARN fue similar al que
describen para el serogrupo 3 aviar en Irlanda. Es éste el
primer hallazgo efectuado en Argentina.

- No se detectd rotavirus pertenecientes al grupo A en aves.
- Se describidé un rotavirus antigénicamente diferente al
grupo A en un nino de 1la provincia de Chaco, el
electroferotipo es similar al de los virus del grupo C. Esta
es la primer observacion de este tipo de virus efectuada en
el pais.

- Se detectaron rotavirus grupo A con electroferotipos del
ARN largos y cortos, en ninos del partido de Tandil.

6.4 Comparacion entre los rotavirus aislados de diferentes

especies.

- Los rotavirus bovinos mostraron mayor estabilidad
antigénica y genética que los porcinos.

- Una cepa aislada de cerdos, en cultivos celulares, mostréd
un perfil polipeptidico diferente al de las cepas porcinas,
y muy parecido al de las cepas bovinas.

- A través de los estudios gendémicos efectuados en las cepas
de rotavirus humanos y aviares no se pudo establecer

relacion con cepas aisladas de otras especies.



6.5 Consideraciones finales.

Por los estudios efectuados hasta el momento se sabe que
los rotavirus poseen distribucién mundial y afectan a un
gran numero de especies. De este trabajo se puede concluir
que la situacidén en nuestro pais es similar a la descripta
en otras partes del mundo.

Se puede observar que estos agentes serian responsables,
en gran medida, de las diarreas de lechones de Argentina y
Brasil y terneros de Argentina. En consecuencia deberan ser
tenidos en cuenta ante cualquier intento de desarrollo de
vacunas para las diarreas en estas especies.

Para 1la elaboracion de vacunas en bovinos se debera
tener en cuenta que si bien existe un alto porcentaje del
serotipo bovino 1, ya descripto en otros lugares del mundo,
existen serotipos que no se corresponden con este ni con el
serotipo 2 descripto en E.E.U.U.

Es necesario efectuar mayores estudios en cerdos en
donde hay un mayor indice de variabilidad genética.

Del andlisis comparativo entre rotavirus de diferentes
especies y de los datos recogidos por otros investigadores
en diferentes partes del mundo, se puede concluir que en 1los
cerdos, aves Yy humanos es donde se registra mayor
variabilidad antigénica y gendmica, y por lo tanto es donde
mayor posibilidad habria de hallar cepas de rotavirus que
pueden infectar a mas de una especie en forma espontanea.

El hecho que haya tanta variabilidad en las cepas que

infectan estas especies estaria indicando una gran



posibilidad de que se produzcan espontdneamente cepas
mutantes y recombinantes.

Se sugiere que los cerdos Yy aves serian 1los mdas
apropiados para iniciar estudios tendientes a hallar en
animales cepas de rotavirus patdgenas para el hombre, debido
al alto grado de variabilidad mostrado por las cepas de

rotavirus que infectan estas especies.
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Abreviaturas.
ARN: &cido ribonucleico
ADN: Acido desoxiribonucleico
ARN sc: ARN simple cadena
ARN dc: ARN doble cadena
ARN m: ARN mensajero
CF: fijacién de complemento
oC: grado centigrado
Da: dalton
DICC 50%: dosis infectiva para cultivo celular 50%
ECP: efecto citopatico
EDIM: epizootic diarrhea infant mice virus
EDTA: acido etilendiaminotetracetico
EGTA: Acido etilenglicobis n n’tetracetico
ELISA: enzimo inmunoensayo
G: Gottfried
g: gramo
HA: hemaglutinacioén
HAI: inhibicién de la hemaaglutinacién
IEM: inmunoelectromicroscopia.
IF: inmunofluorescencia.
IG: inmunoglobulina.
IgG: " G.
IgA: " A,
IM: intramuscular.
IPA: inmunoperoxidasa.

IV: intravenoso



Kda: kilodalton
Kg: kilogramo.

Km: kilometro.

M: molar.

ME: microscopia electrdnica.

ml: mililitro.

mM: milimolar.

mA: miliamper.

Mf: materia fecal.

MEM: medio minino de Eagle.

mg: miligramo.

MO: microscopia o6ptica.

u: micrén.

uci: microcurie.

ul: microlitro.

ug: microgramo.

NCDU: Nebraska calf diarrhea virus.
ng: nanogramo.

nm: nanodmetro.

NS: proteina no estructural.
OSU: Ohio State University.
PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida.
PM peso molecular.

rpm: revolucién por minuto.

S: coeficiente de sedimentacién.
SDS: duodecuil sulfato de sodio.

ti: titanio.



TNMC: calcio, magnesio,y sodio en buffer triclorhidrico.
U: unidad.
UK: United Kingdom.

VP: péptido viral.



RESUMEN

En el presente trabajo se determind 1la presencia de
rotavirus en diferentes especies animales tales como bovi-
nos, porcinos, aves y humanos mediante el uso de las técni-
cas de ELISA y electroforesis del ARN viral en geles de
poliacrilamida (PAGE). En el caso particular de terneros y
lechones se realizé un estudio comparativo entre grupos de
animales sanos y otros con sintomas clinicos de gastro-
enteritis. Se detectaron rotavirus en ambos grupos de ani-
males pero con mucho mayor frecuencia en el grupo de enfer-
mos. En un estudio realizado en porcinos en el estado de Sao
Paulo, Brasil, se obtuvieron resultados similares.

Se desarrollaron pruebas de caracterizacion gendmica (e-
lectroforesis del ARN viral en geles de poliacrilamida), an-
tigénica (determinacion del antigeno comin de grupo por la
prueba de ELISA y determinacién de serotipos mediante prue-
bas de neutralizacién viral) y bioldgica (inoculaciones
experimentales para determinar virulencia).

Con estas técnicas se realizdé un andlisis comparativo
entre cepas aisladas en diferentes especies, observandose
que las cepas aisladas de cerdos y aves mostraron una mayor
variabilidad gendmica y antigénica.

Se discute 1la hipdétesis que de estas especies puedan
surgir cepas capaces de producir infecciones cruzadas en

otras especies.



Summary.

In this study the presence of rotavirus in calves,
piglets, chickens and children was assayed by means of ELISA
test and by polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) of the
genomic RNA of the different isolates.

Calves and piglets with clinical symptoms of
gatroenteritis showed a significatively higher frequency of
rotavirus infection than healthy animals. Similar results
were obtained in an study with piglets performed in Sao
Paulo, Brazil.

Genomic, antigenic and biological characterization of
isolates from species were performed, using PAGE, ELISA,
neutralisation assay and experimental inocculations 1in
different animals.

Comparative studies between strains isolated from
different species showed that swine and avian strains
exhibited higher genomic and antigenic variability than
viruses isolated from other species.

The possibility that these avian or swine strains could

produce cross infection 1in other species 1is discussed.
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