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“INTRODUCCION

€l problema de las Qastroenteritis agudas  ®s un tema
de considerable -importancia debido .a gque representa una de las
principales causas de aortalidad entre la poblacién infhtil.

€n 1982, -Snyder y Merson con datos.de estudios realizados en
Africa, Amdrica Latina y Asia (excluyendo a China), estimaron
que anualmente ' ocurren entre 744 'y 1000 .millones de episodios
diarreicos y alrededor de 4.4 millones de muasrtes por esta causa,
en nifics menores de 5 .afios (54). Por -ello, la Organizacidn
Mundial de la Salud ha desarrollado un Programa para el control
de las enfersedades diarreicas, . con el objeto de .disminuir los
altas indices de morbilidad y mortalidad.. Cabe -mentionar, gue.
,A;:ntc problema no es exclusivo de la.especie -humana:sino que
afecta también a especies economicamente iaportantes, como el
ganado - bovino y .el porcino entre.otras.

Los rotavirus son ahora ampliamente reconocidos dentro.de los
~agentes - stiologicos :-u.nn.tnl de  gastroenteritis viral -aguda,
‘tanto en humanos. como en diversas especies -animales (23). Estos
virus afectan: principalmente a mamiferos recien nacidos, donde
‘el grado de deshidratacidn debido a.la diarrea llega a ser

considerable y provoca en la mayoria de-los.casos la muerte.



Aungue los rotavirus se habian encontrado. desde 1943 .an el
lavado iﬁtcltinll de un mono varvet (41), fusron realamsnte
considerados cuando se descubrid que.infectaban a la-especie.
humana. Actualmente, debido a su importante papel :como agente
atiologico de las diarreas, la investigacidn en rotavirus se ha

-encaminado . hacia el conocimiento .de su patogenia, asi como de
sus caracteristicas moleculares y antigenicas (34). Todo esto,.
-con-@l fin de elaborar inmunogenos capaces -de inducir proteccidn
pasiva o activa contra estos virus, ya sea. madiante .la
utilizacidn del virus completo o mediante ‘@l -uso de proteinas
virales producidas por métados -de - - ingenier{a

gendtica.



En 1973, Bishop et al, al examinar al microscopio
_cloctronico-‘bioplinl .duodenales - de nifos hospitalizados ' que

padec{an gastroenteritis aguda no bacteriana, encontraron Y

Hescribieron particulas virales similares a -orbivirus -(8).

Investigaciones posteriores realizados por otros autores.
Arcfirieron & los rotavirus como ‘virus .de la-gastroenteritis

‘1n4nntil" o como "agentes similares a reovirus" (21,50).

En 1974, Flewett et .al propusieron e ‘nombre de
rotavirus, del latin rota (rueda), a este nueve grupo de virus,
ya que al microscopio -electronico las particulas virales

;conplotnl,- formadas por una doble capside, tienen la apariencia
.de una ruada de carraeta donde las proyecciones de la cépside
interna sugieren la apariencia de rayos que sostienen-un ligero
borde 1iso de cépside externa (22). En-esute tipo de preparaciones
es comun observar tanto part(culaé completas (con doble cédpside)
.de 70:nm de didmetro, como particulas virales que solo poseen la
cédpside interna con una periferia rugosa y de -aproximadamente 60
nm de didmetro (33). Recientemente se ha .descrito, .al analizar
los virus al microscopio electronico por. el método de
criofractura,  la presencia de peplomeros de :aproximadamente & na
de largo, los cuales se proyectan de. la superficie de la capa
;axterna  hacia el  medio (61)., .Las particulas.de: doble y de una
sola cdpside con densidades de 1.36 gr/ce’ y  1.38 gr/ce

‘rempectivamente, .se .pueden -separar por centrifugacidn -.en



gradientes de densidad de cloruro de cesio. Por ello, este
.métado -es - comunmente utilizado para obtener en forma pura
cualquiera de las formas del viru|.=

En todas las sspecies de rotavirus la infectividad viral parece
‘dnpcndﬂr de la presencia de la cépside externa, la cual se pierde
.cuando las part{culas son tratadas con .agentes quelantes de
calcio, como el EDTA y EGTA. 8in embargo, durante el ciclo
Jeplicativo del virus, la remocidn de esta cdpside es necesaria
para que la RNA polimerasa endogena pueda activarse vy

.transcribir el genoma viral para asi generar la progenie (33).

El genoma de los rotavirus estd compuesto por 11 segmentos de
.acido ribonucléico de doble cadena (ARNdc), cuyos tamafas van
‘desde 640 hasta 3700 pb.  Estos segmentos pueden ser separados
slectroforeticamente en un.gel de poliacrilamida, dando un patrdn
:nle:trnfnretico caracter{stico, conocido como electroferotipo
(Fig. 1). En algunas cepas de raotavirus humano, los segmentos 10
y 11 migran ligeramente menos que lo usual  dando un
.electroferotipo "corto'. Sin .embargo, en astudios epidemiologicos
se ha visto que es miés comlin encontrar cepas con electroferotipo
"largo" (Fig. 1).

Por las caracter{sticas morfoldgicas vy fi-icoqu{micas que
-presentan los rotavirus,. .se encuentran agrupados ctomo un»g‘ncro
‘mhs de la familia Reoviridae (40).

-En. la literatura se ‘-han reportado infecciones por
rotavirus en diversas especies animales, sin enbargo, e1 més

astudiado es @] rotavirus de .slﬁio BA1L. Esto  se debid



originalmente a la facilidad para crecerlo sn cultivo de células. .
Posteriormente se. describid que @) rotavirus 8R11 -es muy similar

antigenicamente a las cepas de rotavirus. husanos pertenscientes

al serotipo 3 (ver més adelante). -Estas caracter{sticas lo han

hecho atractivo como modelo de estudio, y por consecusncia, la

mayor parte de la -informacivn --existente .socbre -rotavirus estd

basada en este modelo. Los rotavirus humanos - ‘han presesntado

.mayores dificultades para su adaptacidn en cultivo de células, y

aunque existe en la literatura informacidn sobre estrategias de

cultivo, ain no se considera una practica rutinaria (353).

Aunque los datos aportados por 1os primeros estudios
bioquimicos sobre las proteinas de .rotavirus no - eran muy claros,-
actualmente se conoce con mis detalle @1 asignamiento génico de
proteinas tanto estructurales como no-estructurales, asi .como las

funciones de algunas de las prote{nas estructurales (cuadro. i).



Luadro 1. Caracteristizas de las protefnas codificadas por los once seguentos de RNA del rotavirus de sinio SAL1. ]

Peso solecular estinado
Segmento del producto de traduccifn

Wodificacion  Peso solecular estisado localizacién en la
postraduccional del producto sodificado capside y funcidn

1 125,000 {VP1)
2 94,000 (VP2)

3 88, 000 wwt

' 88,000 (VP3)

5 £3,000 (NS)

b 41,000 (VP)

7 34,000 (NS)

8 35,000 (NG}

9 37,000 (vD)

10 20,000 (NS}

1 2,000 (VP9,N5 7)

ninguna ninguno
ninguna 88, 000
ningupa  ==me-

rospiniento 69,000

28,000
ninguno ninguno
ninguno ninguno
ningung ninguno
ninguno ninguno

glicosilado 38,000 (VP7)

glicosilade 29,000 (N}

si,descanocida 27,000 (VP9)

interna (2% de la CD)

interna (15% de 1a CD)

SVt ot

interna (0,5% de la C1)

externa (aumento de la infectividad,
henaglutinina y antigeno senor de
neutralizacién)

i e i

interna (51% de 1a Cl,antigeno de
subgrupo, transcriptasa viral ?)

™
S R

externz {antigeno mayor de neutulin:ioﬁ, i
serotipo, interaccion con receptor de la cele

externa ?

V= Protefna viral estructural, NS= Protefna no estructural, Cl= Capside interna
& Polipéptido descrito recientesente por Liu et al (@}, desxgnadu cono VP3 por ser e} producto del segmentn 3, y prupomend

cosc VP4 a) producto del segaento #,
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Cuando se analixan por electroforesis sn geles de poliacrilamida.
.axtractos de cdlulas infectadas con el rotavirus 6A11, .se.pusden
observar cuando menos once diferentes proteinas que no se
abservan en células no infectadas (6). Seis.de ellas, denominadas
VP1, VP2, VPS, VP3, VPSLG y VP7 son incorporadas . en la‘'doble
cépside -del virus, - mientras que las otras no estan presentes en
el virus completo, y por 1o tanto son denominadas prote{nas no.
.mstructurales. De las seis proteinas estructurales VP1, VP2, VPt
y VP6 conforman la cépside interna del virus, mientras que VP3I y
NP7 conforman la cdpside externa (33,47).

Exparimentos utilizando anticuerpos monoclonales contra VPé-han
.peraitido identificarla como la -portadora de ‘ap{topas comunes
t.ntre rotavirus aislados de distintas especies (29,32,3%). Por
otro lado, ' se ha demostrado por analisis .serologico de vtrﬁl que
’han intercambiado genes de una cepa con otra (rearreglo
.oendmito)," que cuando . menos exfate un  epf{tope no .comdn en el
polipeptido VPé6 cuando se compara entre diferentes cepas. Esto
dltimo ha ‘hecho .clasificar a los rotavirus en -dos grandes
‘subgrupos, denominados subgrupo I Yy subgrupo I1.
.Interesantemente,. las cepas de rotavirus ‘humanos .clasificados
como subgrupo I corresponden a cepas con electroferotipo-“corto"
y de serotipo:2; - maientras que las de subgrupo 11 correspondsn a .
Cepas con un electroferotipo "largo" y serotipo-1, 3 o 4. No

axiste una ~anplicacidn clara entre la -posible correlacidn,



subgrupo-electroferotipo-serotipo. Como excepcidn, - reci entemente.
.se ha descrito la caracterizacidn de un .rotavirus-husano dal
‘subgrupo I, electroferotipo largo, y perteneciente al serotipo 3
(37).

Para el caso de rotavirus animales este comportamiento es
diferente, ya que todos.los reportados con la excepcidn  de una
cepa bovina y dos de coneio descritas recientemente: - (60), tienan
‘wlectroferotipos "largos", y  perteneacen al subgrupo I (excepto
los rotavirus porcinos Gottfried y SB-1A, vy la cepa R2 de. conejo
;pertenscientes al. subgrupo 11).

Con -ralacidn a las proteinas de cdpside externa -VP3 y VP7, se
<.lbcnqu- an ' mllas se encuentran detcr@inantes -antigenicos que
inducen on el hospedero 1a produccidn de anticuerpos.
neutratizantes capaces de inhibir 1la infeccién viral jip vivo
{7,30,49,42).  Esto' se ‘ha .demostrado mediante - prusbhas de
neutralizacidn, . utilizando anticusrpos policlonales. Yy
monoclonales que reconocen ambas proteinas (49). VP3,.de B8Kd de
peso molecular,  ademds de  ser la hemaglutinina viral, es
responsable de provocar un sumento de la  infectivadad del virus
cuando este es tratado.con tripsina (19,20).  Se ha demostrado

que al incubar part{culas completas q. ‘rotavirus 8A11 en
prol|;c1| de tripsina, VP3 sufre un corte proteolitico que genera
dos .polipeptidos de &0Kd vy 28Kd, denominados VPSS vy VP8
respactivasente (19). Puesto que  la - tripsina - actda.
.especificamente sobre el virus y no scbre la .célula, as -probable

' que las terminales de unoc o ambos polipsptidos generados activen.



un paso temprano de la replicacidn viral y-como. consecusncia
ocurra el aumento de la infectividad qQue parece ser comin en
todas las especies de rotavirus.

Con el conocimiento de la secuencia deducida de
aminodcidos .para la prote(na VP3 - de 6A11 y a ‘traves de la
‘secuenciacidn directa del axtremo NHp terainal de VPS5 y VPB, se
ha precisado la regidn de .corte con tripsina responsable del
aumento de la infectividad. Los dos sitios potenciales de corte
.entdn localizados en las argininas en posicidn 241 y 246 de la
secuencia completa (38). Estudios més espccificos,‘compnr.ndo.lcl
secuencias de aminoacidos en la regidn de corte obtenidas de
raotavirus de origen humano vy animal, muestran que las argininas
-astan conservadas en .las mismas posiciones (39). Esto sugiere que
‘ol mecanismo por medio del cual se lleva a cabo este aumento de

la infectividad es el mismo en todas las especies de rotavirus.

‘Por otro lqdo, la glicoprotefna VP7, de 3I7Kd de peso molecular,
codificada por el gene 9 en el rotavirus SAl1l, .es quiza la més
‘atractiva para producir inmunogenos con tecnologfa de ADN
recombinante con el fin de obtener vacunas para proteger contra
la diarrea causada por rotavirus. Esto se refleja en la gran
_cantidad de. informacidn acerca .de la estructura primaria de VP7
obtenida de rotavirus pertenecientes a diferentes serotipos, y en
_los esfuerzos que han llevado a su ‘sintesis .con diferentes
"listnmun-dn exprasidn como E. coli, 8V40 y el virus- vaceinia.
({2,4). .E1 gene .que codifica para VP7, -aesta compussto de 10462

nucleotidos, con 2 posibles sitios en fase para el inicio de

10



traduccidn, localizados en los nucleotidos 49-%1 y 136-138
respactivamente y un codon de terminacidn en los nucleotidos
1027-1029 (4,26). Recientemente, se ha demostrado que en el
rotavirus de simio SA11 los dos sitios de iniciacidn son
funcionales esto se ha hecho por estudios con sistemas de
traduccidn in vitro utilizando mRNA del gene 9, . los produétos de
traduccidn a .partir de ambos sitios de iniciacidn fueron
determinados por ensayos de inmunoprecipitacidn utilizando
anticuerpos especificos para VP7 (12, 18). Considerando el primer
sitio de iniciacidn, el gene codifica para una glicoprotefna de
326 aminoacidos, con un peso molecular aproximado de 37Kd,
mientras que la proteina sintetizada utilizando el segundo
sitio de -iniciacidn posear{ia un peso molecular aproximado de
35.3 Kd (12). Cada uno de los potenciales sitios de iniciacién
@s  seguido por una secuencia que codifica para una regidn de
amingécidos hidrofobicos, que probabiemnnte participan. en el
.transporte de VP7 a traves del reticulo endopldsmico y finalmente
”so ensamble en la superficie del virus (57).

VP7, ademis de ser el mayor antigeno de neutralizacidn ,
@s responsible de dar la especificidad de serotipo a 1los
‘rotavirus. Por ensayos de neutralizacidn in vitrg, los rotavirus
. -e han clasificado en siete diferentes  serotipos (9,34). Los
serotipos 1 y 2 estan representados exclusivamente por rotavirus
humanosg los serotipos 3 y 4 involucran tanto rotavirus humanos
camo de animales; finalmente los serotipos S5, &6y 7 agrupan
.axclusivamente rotavirus de especies animales. Recientemente,

se han descrito tres diferentes cepas de rotavirus, denominadas

11



&9M y WIL1  (humanas) y B22F (bovino) (1,14,43) las cuales poseen
caracteristicas serologicas distintas a las que presentan los
serotipos del 1 al 7 por 1o que se han propuesto como posibles

serotipos 8, 9 y 10 respectivamente (ver cuadro 2).

Hace aproximadamente 3 afios, en nuestro laboratorio se aisid
una cepa de rotavirus a partir del contenido intestinal de un
lechdn con diarrea. Este virus, designado YM, fue adaptado a
crecer en una l{nea celular (MA104) derivada de células
epiteliales de rifon de mono en presencia de pancreatina, de tal
manera, que puede obtenerse en cantidades suficientes para hacer
estudios moleculares y bioquimicos del virus. Experimentos
preliminares han demostrado que el virus cultivado mantiene su
patogenicidad en cerdos recien nacidos. El poder cultivar este

virus con facilidad in vitro, y el hecho de que conserve su

patagenicidad in vive, 1o hacen un candidato atractivo como

modelo de estudio ya que nos ofrece la posibilidad de contar con
un modelo animal apropiado para hacer experimentos de proteccidn
in vivp con los posibles inmunogenos que se desarrollen en el
laboratorio. Por ello nos hemos encaminado al estudio bioquimico
y molecular de este virus, con la finalidad a largo plazo de
poder sintetizar las proteinas de superficie VP3 Yy VP7 en
sistemas eucariotes y/o procariotes, por medio de te€cnicas de
ingenieria genética, y asi probar su capacidad para inducir

proteccidn contra la diarrea causada por rotavirus,



Cusdre 2. Seratipos.de rotavirus deterainados por ensaycs de ssutralizacidn {a vitrs.

Serotipo fotavirus heasos Rotavirus anismales

{copns prototipos) . dcopas prototipo)

i s, K0, D, O ——

2 -1, 82, KM, 3% ————

3 P, N, Walk 57/14, Mo, Ito, SAL], MMuiBOOL {sigio), CU-1
ssacto,- Y0, M2 {caninn), Taka {feline),

H-2 (oquino) -

4 §13, 8T4, Hosckewa 802, Gettiried (porcinos)
Nechi

3 el W (equino}, OSU (porcino)

[ Cm—— - N, K. (bovines)

17 meene 2y Tyl (aves)

e 4, 337 —

L] W-41, F8 mo——

10 - e— 223 {dovino}

H0Th Los serotipos 8, ¥, .y 10 fueron propusstos recisstesente en o) VII Congreso

*Intoraacional de Viralogia, Mosto do 1997, Edscnton, Canada.

13



Hasta ahora se ha logrado clonar una copia de tDNA del genoma

de YM, con lo cual se obtuvo una biblioteca de aproximadamente
10,000 clonas. Esto facilita entonces el poder aislar plasmidos
recombinantes que contengan insertos de DNA complementario a los
genes que codifican por las proteinas VP3 y VP?7 y asi, a travds
de la secuenciacidn de estas clonas , poder obtener la
estructura primaria de cada proteina. Esto a su vez, permitiria
la construccidn de copias de cDNA completas de cada gene para su
posterior expresidn en bacterias o en c€lulas eucariotes.

Como parte de la caracterizacidén de este virus, para ser
utilizado como madelo de estudio en el laboratorio, es importante
determinar el serotipo y el subgrupc a que pertenece. Hasta
ahora, en la literatura se han descrito dos tipos de rotavirus
aislados de porcinos, representados por el rotavirus 0SU
(serotipo 5, subgrupo I) vy el rotavirus Gottfried (serotipo 4,

subgrupo II).

14



OBJETIVOS:

1. Determinar el serotipo y subgrupo del rotavirus de cerdo YM.
2. Determinar la secuencia nuclcélidica del gene 9 de este virus,
el cual codifica pér la gli:oprotefna de‘:ibside externd VFP7.

3. -Analizar. la secuencia de amincacidos de VP7 del rotavirus YM,
deducida a partir de la secuencia de cDNA, comparandola con las

secuencias de VP7s derivadas de rotavirus pertenecientes a

diferentes serotipas.

15



MATERIALES Y METODOS

Linea .celular.- Se utilizaron monocapas canfluentes
de cdlulas de rifion de mono rhesus adheridas a frascos de
pldstico de 75 efd Y 150 cif, tubos de vidrio neutro de 30 cm o
cajas de 96 pozos marca (Costar). Esta l{nea celular, denominada
MA104, es cultivada con medio esencial minimo (MEM) con sales de.
Eagle, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al (0% e
incubadas a 37°C con atmosfera humeda al %% de COp.

.Cepas virales.- Se utilizaron 6 cepas de rotavirus cultivables
provenientes de diferentes especies animales y pertenecientes a
diferentes serotipos. Cepas de humano: Wa (serotipo 1), 82

. (serotipo 2) y ST3 (serotipo 4 ); de simio: SAll (serotipo 3); de
cerdo: 08U (serbtipo.ﬁ) y de boavino: NCDV (serotipo 6). Los virus
Wa, 82 y ST3 se obtuvieron de Y. Hoshino (National Institutes of
Health, Bethesda, Md), el virus SAll de H. Malherbe (Gull
Laboratories, Salt Lake City), el virus 0SU de L.. Baif (Ohio
State University, Wooster, Ohio) y ® virus NCDV de R.S.
.Spendlove (Utah State University, Salt Lake City, Utah).
Propagacidn de las cepas virales.-

Los diferentes virus fueron

tratados ‘con tripsina (1:250 DIFCO) a una concentracidn de 10

ug/ml durante 1 hora a 37° C. Posteriormente los virus se

inocularon-en monocapas confluentes de células MA104 en tubos de

vidrio y s& incubaron en cultivo rotatoric durante 1 hora.

16



.Dmspues de este periodo de adsorcidn, s=e agregaran S5 ml de MEM
sin SFB y los tubos se mantuvieron a 37° C hasta que presentaron
efecto citopdtico.

Suercs anti-rotavirus.~ Los sueros anti-rotavirus contra
serotipos 1, 2, 3, 4 y & (producidos en conejo) fueron cbtenidos
de L. Padilla (IMSS). Los sueros anti-0S5U (serotipo 5)'y anti-YM
me produjeron en nuestro. laboratorio, utilizando virus purificado
por gradientes de CsCl: Ratones Balb/c de 2-3 semanas de edad
cuyo sumro presentaba un titulo anti-rotavirus YM menor de 1:50
en un ensayo de neutralizacidn, fueron inmunizados por via
subcutanea con 3 inoculaciones de 50 pug de virus a intervalos de
14 y 21 dias. La primera inoculacidn se hizo mezclando el virus
can adyuvante .completo de Freund’s y las dos restantes con
adyuvante incompleto. Una semana despues de la tercera
inoculacidn los ratones fueraon sangrados en blanco y los sueros
fueron titulados por ensayos de neutralizacidn ip vitro con el
virus ‘homdlaogo.

Cuantificacidn de pant(:ulln virales infecciosas pSr un ansayo de
. Anmunoperoxidasa.-

1. Los virus a titular se incubaron con tripsina 10 ug/ml
durante 1 hr a 37°C.
2. Posteriormente se hicieron diluciones seriadas 1312 del virus

en MEM sin SFB, ‘en microplacas estdriles de 96 pozos.

17



3. Las diferentes diluciones del virus se utilizaron para
infectar por duplicado monocapas de células MA104 en una caja de
microtitulacidn de 96 pozos, la cual habia sido previamente
.lavada dos veces con PBS estéril. Posteriormente ‘esta, fue
incubada a 37°C durante 1 hr.

4. El inoculo se retird y la caja se lavd dos veces con PBS
estéril.

5. Se agrego a cada pozo 200 ul de MEM sin SFB y se incubd a 37
'C durante 12 hrs.

6. El medio se retird y nuevamente se lavd con FBS.

7. Las cdlulas se fijaron, afadiendo a cada pozo 75 ul de acetona
al 80% en Ha0 e incubando a 37°C durante 20 min.

B." La caja me lavd dos veces con PBS y se dejd secar.

9. Utilizando un suero anti-SA11 (producido.en conejo) con un

titulo de 134400 por ensayo de neutralizacidn, se prepard un

volumen apropiado de una dilucidn 111800 en PBS para agregar S0

Bl & cada pozo. La caja se incubd a 37°C durante 1 hr y

posteriormente se lavd dos veces con PBS.

10. Postericrmente, a cada.pozo se le agregd 50 Ml de proteina A

marcada con peroxidasa (Amersham), diluida 132500 en PBS . Se

“incubd & 37° C.durante 2 hrs. Posteriormente la caia fue lavada .
dos veces con PBS.

11. A continuacidn se agregaron 50 Ml de una mezcla, hecha con

4 m]l de buffer de acetatos 0.05 M. pH 5.0; 1.5 ml de 9-amino etil

carbazole (4 mg/ml de dimetilformamida) y 10 pul de peroxido de

hidrogeno al 307 y se incubd a 37°'C durante S-10 min.

12. La caja se lavo 4X con H;0 destilada.
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13. . Las células teffidas se contaron en un microscopio invertido
de contraste de fases, barriendo cada pozo en forma vertical con
@l campo que abarca el objetiva 25X, lo cual representd
aproximadamente 1/5.5 del area total del pozo. .

14. Para determinar el tftulo de infectividad viral se utilizaron
los siguientes factores:

N2 de células tefiidas x dilucidn correspondiente x 5.5 x 20

= N2 de unidades formadoras de focas/ml (uff/ml).

Ensayo de neutralizacién jn vitro de rotavirus a travez de la
.raduccidn .del nimero de ‘unidades formadoras de focos de
infeccidn. -

1. Utilizando cajas de microtitulacidn se hicieron diluciones . por
duplicado en MEM, sin SFB de los sueros anti-rotavirus,
manteniendo un volumen de S0 ul por pozo.

2. A cada pozo se le agregd S0 ul de una dilucidn de un lisado de
rotavirus (homdloge o heterdlogo segun e} caso) que habfa sido
previamente  cuantificado y conteniendo aproximadamente 550 ffu.
‘Los virus se incubaron con los sueros a 37°C durante 1 hr.

‘3. A partir de este momento, se continud con el punta I del
protocolo de cuantificacidn de la infectividad viral.

4. En este ensayo se considerd como titulo del suero, la‘dilucidn
del mismo que neutralizd al menos el &60% de los virus infecciosos

(uFf) .
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Criterios para serotipificar & un rotavirus.-

Para asignar un rotavirus nuevo como perteneciente a un
determinado serotipo, (1] necesario realizar ensayos de
neutr;lizacidn in vitro (9,34). Se sugiere realizar
neutralizaciones reciprocas, ec decir, entre el rotavirus
candidato contra antisueros de diferente serotipo y rotavirus de
diferente serotipo contra antisuero del rotavirus candidato.
Estos ensayos deben hacerse utilizando anticuerpos policlonales
hiperinmunes. Durante los ensayos es npecesario incluir la
neutralizacidn entre virus y antisuero homdlogo ya que. con este
dato podran establecerse las proporciones entre t{tulo homdlogo y
t{tulos heterdlogos.

Dos virus son considerados como pertenecientes al mismo
serotipo cuando la brqparcidh titule homélogo/t{tulo heterdlogo,

en el ensayo reciproco, es menor a un factor de 20 (34).

~Carecteriaticas del banco de cDNA del genoma del rotavirus YM.-

DNA complementario al genoma total del rotavirus YM fue
clanado en el plasmido pMT21 4 I. Lopez, resultados no
publicados). Este plasmido, construido por H.Huang (Washington
Us), es de 1895 pares de bases y posee un gene gque le confiere
resistencia a ampicilina. Cuenta también con un polilinker con

los siguientes sitios Unicos para enzimas de restriccidmi Sac }],

Eco RI, Ava I, Sma I, Bam HY, Sa1 J, Pst I, Bal II, Xba I y Hind

LILL &),
Los fragmentos sintetizados de &dcido desoxiribonucleico
complementario de doble cadena (cDNA dc) correspondientes al

genoma de rotavirus YM, se insertaron en el sitio de Eco Rl
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del plasmido, a través de la utilizacidn de eslabones de Eco RI.
Esto implica, que en el plasmido recombinante los dos sitios para
Eco RI se conservan.
Los plasmidos recombinantes se transformaron en bacterias €. golj
MC1061. Las celulas bacterianas transformadas se seleccionaron
por su resistencia a ampicilina. Se obtuvieron aproximadamente
10,000 colonias, y actualmente estan disponibles para los
ensayos que se requieran (I, Lopez, tesis de -Maestria).
Marcaje radiactivo del cDNAde por el método de "Nick
Traslation".—

1. Primeramente se realizd la siguiente mezcla en un tubo de
pldstico eppendorf de 1.5 mi.
- 0.5 ul muestra (vY100ng de cDNA dc)
- 1.0 pl buffer NT 10X (0.5M Tris,0.1M MgCl,10mM Ditiotreitol

y 0.1% de gelatina bacteriologica)

- 1.0 0.2 mM (dGTP,dCTP,dTTP)

0.25 ) DNAsa I (1 mg/ml) 1:50000 en NT buffer.

S uCi de B¢—"P1 dATP  (Amersham)

1.0 yl Polimerasa de E.colil (5 u/ul)

4.75 pl de agua desionizada estéril

2. La amezcla se incubd a 14°C durante 3 horas.

3. La reaccidn se pard con 10 ul de solucidn de paro 2X (0.02M
"EDTA,0.2% SDS y DNA de timo de ternera 2 mg/ml).

4. Se afadid al tubo 1 volumen de NHgy Ac 4M y 4 volumenes de
etanol absoluto.

5. Se congeld a -70°C durante 15 minutos y se centrifugd igual
tiempo en una centrifuga eppendorf (Epp) a 10,000 xg
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b. El boton de DNA marcado, en el fondo del tubo se suspendid
con 20 ul de Hz0, y se repitieron los pasos 4 y 5.

A7. El boton final fue ahora resuspendido con 50 Ml de una
solucidn 10 mM Tris pH 7.5 ,0.1 mM EDTA.

8. Antes de realizar la hibridacidn, el cDNA dc marcado (sonda
radiactiva) se desnaturalizo calentando a ebullicidn durante 2

minutos y despues se paso a hielo inmediatamente.
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Hibridacidn en colonia.-

{. Bacterias recombinantes, obtenidas a partir del banco de cDNA
del genoma de YM, se sembraron sobre filtros de nitrocelulosa
por duplicado (Schieicher & Schuell), en cajas petri conteniendo
medio luria (LB) (peptona de casefna 1%, -extracto de levadura
0.5%, NaCl 0.5%) con agar al 2% (bactoagar). A las cajas se les
anadio ampicilina (100ug/ml).

2. Las cajas se incubaron a 37°C durante toda la noche.

3. Las colonias bacterianas obtenidas fueron lisadas depositando
'uno de los filtros de nitrocelulosa (de cada duplicado) sobre
papel filtro humedecido en una solucidn de ©,5M NaOH,1.5M NaCl,

durante 5 min.

4. Posteriormente, los filtros de nitrocelulosa se neutralizaron
depositandol os sobre papel filtro humedecido con una solucidn

0.5M Tris pH 7.5, 1.5M NaCl por & min. Este paso se repetido 2
veces.

5. Despues de secar los filtros a temperatura ambiente se
hornearon a 80 °C durante 2 horas para fijar el DNA de plqsmldo
desnaturalizado a la nitrocelulosa.

6. Los filtros se lavaron con SSPE 2X (SSPE 20X: 20 mM Na EDTA,

0.11M NaOH, ©0.2M NaH P04 y 3.6M NaCl) y posteriormente con SSPE

SX para quitar los restos de bacterias lisadas.

7. Los filtros se prehibridaron a 42° C durante 3 hr con 5 ml de

la siguiente mezclas

- 2.5 ml SBS8SPE 20X

-~ 5.0 ml Formamida

[ )
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- 0.1 m] Denhardts 100X (2% Polivinil pirrolidona, 2% ficoll,

2% albdmina serica bovina y 0.04 % azida de sodio)

=~ 0.1% ml Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20%

0.1 m1l DNA de E, goli 10 mg/ml

= 0.14 ml DNA de esperma de salmdn 7 mg/ml

~ 2.0 ml de H0

8. 4 ml de la mezcla de prehibridacidn fueron retirados y se
agregd la sonda radiactiva desnaturalizada incubando nuevamente
42°C durante toda la noche.

9. Se retiro la solucidn conteniendo la sonda radiactiva, vy los
~filtros se lavaron 2 veces con SSPE 2X a 42°C, a intervalas de
15 min.

10. Los filtros se lavaron 4 veces mas con SSPE 0.2X a 42°C a
intervalos de 5 minutos.

11. los filtros se expusieron a una pelfcula fotografica Kodak
X-Omat K durante 24-72 hr a =70 C.

12. Las= colonias bacterianas con plasmidos con insertos que
tienen secuencias complementarias a la sonda radiactiva se veran

obscuras en la autorradiograf{a.




Puridicecidn de plasmidos. -

1. Las bacterias con plasmido ®se inocularon en tubos eppendorf
con 2 m] de LB con ampicilina (100ug/ml) vy se incubaron a 37°C
con agitacidn durante toda la noche.

2. Matraces con 50 ml de LB con ampicilina se inocularon caon 0.5
ml de cada cultivo crecido durante la noche y se incubaron a 37°C
con .agitacidn hasta alcanzar una.densidad dptica de 1 a S50nm.

3. En este momento se ahadio a cada matraz 170 ug/ml de
cloranfenicol (Sigma) continuando con la agitacién por
aproximadamente 12 horas.

4. Los cultivos se pasaron a tubos de pléstico estdriles de 50 ml
y se incubaron en hielo durante 10 minutos.

5. Los tubos fueron centrifugados a 5,000 rpm durante 10 min en
una centrifuga Beckman usando el rotor S534.

6. Cada sedimento celular se resuspendio en 3 ml de una solucidn
de 50 mM tris, 10% Sucrosa pH 8.5 ,80 mM EDTA.

7. A cada suspensidn se agregd 4 mg de Lisozima (Sigma) vy los
cultivos se mantuvieron a temperatura\nmbiente durante 10 min.

8. Los tubos se congelaron en hielo seco y posteriormente se
descongelaron a 37°C. Este procedimienta se repitid 2 veces con
1o que se obtuvo un liquido viscoso y translécido.

9. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 40,000 rpm durante

20 min a 4°C en una ultracentrifuga Beckman usando el rotor SW5S.

10, El sobrenadante de cada tubo se mezcld con 1.5 ml de LiCl al
20%, 4.5 ml de isopropanol y se congeld en hielo seco.
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11. El DNA de plasmido precipi tido, se colectd por centrifugacidn
a 12,000 rpm durante 20 min a 4°C en una centrifuga Beckman,
usando el rotor SS34, los bok ones =me lavaron con etanol al 70%.
12. Los botones se resuspendi eron en 0.5 ml de una solucidn 10mM
Tris pH 7.5, 1mM EDTA vy se= afadio 30 ul de RNAsa A (lmg/ml
hervida durante 30 minutos para inactivar DNAsas) y se incubaron.
los tubos a 37°C por 1 hr.

13. Las nmuestras se mezclaron con un  volumen igual de fenol
bidestilado se agi‘taron en vortex durante 2 min y 9e
centrifugaron en la Eppendorf durante 5 min. Se guardd la fase
acunsa.

14, A la fase acuosa obtenicBa en el procedimiento anterior se
_extrajo ahora con un volumen L qual de una mezcla fenol-cloroformo
1:z1.

15. El procedimiento anterior fue repetido utilizando ahora un
valumen igual de cloroformo.

16. A la fase acuosa recuperacia se le agregd 1/10 del volumen de
NaAc 2M y 2.5 volumenes de etamnol y se congelaron a -70°C durante
15 min.

17. Despues de centrifugar en 1la Eppendorf durante 10 min los
botones fueron resuspendidos ccon S0 pul de 10 mM Tris pH 7.5, 0.1
mM EDTA.

18, Pera determinar la con=entracidn del plasmido se midid la

densidad dptica de la soluciéra a 240nm.
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Electroforesis en geles de agarosa,-

Para analizar los plasmidos obtenidos asi como digestiones
de los mismos con enzimas de restriccidn, se utilizd 1la
electraforesis en geles de agarosa (Sea Kem, FMC). Los gelas se
‘prepararon al 0.8% o al 2. en buffer E 1X (0. 04M NaAc ,0.002M
EDTA, 0.04M Tris, pH 7.4 ajustado con Ac. Acético glacial). Los
gelas se elaborarcn sobre vidrios de 7.5 cm de largo por 5 cm de
ancho. Un volumen de nd;strn se mezcld con un volumen de buffer
de cargada (10% glicerina en buffer E 1X, 0.01%Z de azul dg
bromofenol, 0.01% de Neranja.G) y 1la electroforesis se llevd a
cabo en buffer E 1X a 100 volts hasta que el colorante naranja 6
migrd hasta el borde opuesto del gel.

Los geles se tifieron con bromuro de etf{dio (1 ug/ml) por 10 min y
e abservaron sobre un transiluminador con luz ultravioleta.

; Cuando se realizd electroforesis de muestras radiocactivas el gel
fue expuesto a una pel{cula fotografica como se menciond

‘ anteriormente.

Marcaje de l1om extremos del cADN dc con - % PIdATP, utilizando

Al 4rogaento kienow de . la DNA polimerass I de E, coli.-

-Como los fragmentos .de cDNA dc de los plasmidos recombinantes
;qundaron-inlortadol en @l sitio de restriccidn para la enzima Eco
RI del plasmido pMT21 (ver caracterist{cas del. banco de cDNA del
‘genoma del rotavirus YM), quedaron flangqueados par un lado con
un sitio  de restriccidn de la .enzima Sac Il y por el otro con
sitios para las enzimas Aval, Smal, BamHI, Sall), Palll, Esti,
Xbal y HindIII. Para las digestiones de los plasmidos, las
enzimas EcORI y HindII]l fueron preferencialmente utilizadas, ya
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que al cortar, generan terminales 5’ sobresal ientes en las cuales
axisten timinas que pueden ser complementadas con il—'zPJdATP, al
rellenar el extremo sobresaliente, polimerizando con klenow. La
reaccidn de polimerizacidn se llevd a cabo en un tubo eppendor+f
de 1.5 ml, mezclando:

- 2,0 ul de plasmido (™1 ug)

= 1.0 pul buffer alta sal 10X (1X: 100mM NaCl, 5S0mM Tris.Cl pH
7.5, 10 M MgCl , 1imM ditiotreitoal).

= 0.25 wul QeaRI  (20U/pl) o Hind 13] (20U/ul)

- 6.75 pl He0

Incubar a 37°C durante 2 horas y adicionar

- 1 pl buffer baja sal 10X (1X: 10mM Tris.Cl pH 7.5, 10mM MgCl, ,
imM ditiotreitol.

- 0.5 pl de 2mM (dGTP,dCTP,dTTF)

- 0.5 pl - 2?PIdATF (SuCi) 3000Ci/mmal

0.2 pl klenow (“~iU)

- 7.8 pul HO

Dejar a temperatura ambiente durante 30 minutos y adicionar

= 1 pl de dATP 2mM

Dejar a temperatura ambiente durante 30 minutos e inactivar el
fragmento klenow incupando a 70°C durante 10 minutos.

Ya que durante la clonacidn del genoma de YM los fragmentos de
cDNA fueraon insertados en el sitio de EcoR1 del plasmido pMT21,
en las digestiones con EcoR] se esperaba obtener 2 fragmentos
marcados ambos por los dos extremos; como el pMT2i es de 189% pb

y ®1 gene 9 de YM de 1062 pb siempre el de menor tamafio

corresponder{a al inserta, como este inserto quedaba marcado por
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los dos extremos, era necesario digerirlo nuevamente con una
enzima que tuviera sitio de restriccidn en la secuencia del
inserto, esto con el $in de generar fragmentos con un solo
extremo marcado para poder secuenciarlos por el método de Maxam y
Gilbert (ver adelante).

Para el caso de digestiones con Hindill el plasmido recombinante

se linearizaba y quedaba marcado por los dos extremos, uno de
estos extremos contenfa el inmerto. Como.el sitio de la enzima
Sacll flagueaba el otro extremo del inserto, una digestidn con
_esta enzima separaria el inserto del plasmido .

1. A las mezclas radiactivas anteriores se les agrego; BO ul de -
H10, 5 pl de NH4Ac 4M y 250 pl de etanol.

2. Posteriormente se congelaron a ~70° C durante 15 minutos y se
centrifugaron en la Epp por iqual tiempa.

3. Los botones fueron lavados con etanol al 707 vy despues de
secarlos en un evaporador Savant fueron resuspendidos en 17 ul de
Hp0.

4. Al boton proveniente de la digestién con Eco Rl se le agrego 2
pul de buffer correspondiente a 1la enzima a utilizar, un volumen
de enzima adecuado a su actividad fue tambien agregado.

S. Al pellet proveniente de la digestion con Hind III se le
agrego 2 ul de buffer L.S5.10X y 1 ul de enzima Sac II (20U/pl).
4. Ambas rmacciones se incubaron a 37° C durante 2 horas vy se
"sometieron a electrofresis sn un gel de agarosa bajo punto de

fusion al 2% ( ver electroforesis en geles de agarosa).
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7. Una vez revelada la pelficula fotografica y localizadas las
bandas correspondientes a los insertos radiactivos, se hizo
coincidir la pelfcula con el gel y se cortaron con una navaja los
fragmentos de agarosa que contenian los insertos radiactivos.

8. A los fragmentos de agarosa obtenidos se les agregd 1| pl de
tRNA (10ug/Ml) y se fundieron a 45°C durante 5 minutos .

9. A cada tubo se le agregd un volumen igual de fenol
bidestilado, saturado con una solucidn 10mM Tris pH 7.5, 0.1mM
EDTA pH B8.1. vy se agitaron 2 minutos en vortex. Las fases se
separaran por centrifugacidn en la Eppendorf durante 5 min. La
fase acuosa obtenida en cada tubo fue tratada de la misma manera
una vez mids.

10. El punto 9 fue repetido substituyendo el fenol por una mezcla
fenol-cloroformo (111).

11, El punto 10 fue repetido substituyendo la mezcla
fenol-cloroformo(1:1) por cloraformo.

12, Considerando.los volumenes de cada sobrenadante obtenido, se
agragd 0.1 volumen :de NaAc 2M y 2.5 volumenes de etanal.

13. Los tubos se congelaron a -70° C durante 15 minutos y se
centrifugaron igual tiempo en una Epp.

14, Cada boton fue lavado con etanol al 70% y resuspendido en 100
Ml de NHqAc 0.1 M. Postyriormente se agregaron 250 ul de etanol
"y el paso 13 fue repetido.

15. Los botones se lavaron con etanol al 70% y finalmente se

resuspendieron en 110 ul de H;0.
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Secuenciacidn por @l método de Maxam.y Gilbart.-
Este métaodo permite secuenciar DNA’s de cadena doble o sencilla
de cualquier longitud marcado radiactivamente en un extremo. con
B, El método estd basado en tres reacciones .quimicas:
Primeramente, se provoca una modificacidn especf{fica ﬁara cada
_base. En una segunda reaccidn, la base modificada es removida de
su azucar y +$inalmente, una reaccidn sobre el azucar elimina
.ambos fosfatos para romper la cadena de DNA. Camo las dos
primeras reacciones son parciales se genera wun grupo de
fragmentos de diferentes tamanos. Al someter estos fragmentos a
.electroforesis en gel de poliacrilamida vy posterior exposicitn
frente a una pelicula fotografica, el patrdn de bandas puede ser

lefdo para conocer la secuencia de nucleptidos del DNA (44).

A partir de los 110 ul de cada fragmento de DNA radiactive se
establecid el siguisnte esquema de secuenciacién para cada

inserto.
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O pl NA o radjiactivam e n _extr

Tubo C Tubo C+T Tubo G Tubo G+A

25 pl 35 u1 25 pl 25 pl

LIOFILI ZAR

Agregar a cada tubo 6 ul de DNA de timo de ternera 0.35pg/ml

Adicionar
1511 NaCl SM 15ul HtD 200;11 DMSbuffer 15ul Hlﬂ
AGITAR
Adicionar
30u1 Hi\drazina {Kodak) 0.5ul DMS 20pl Ac.Fdérmico
mezclar suavemente (Aldrich) (927. Baker)
| Agitar Agitar
Incubar
12 minutos 8 minutos S minutos
Adicionar
20011 Hz stop S0ul DMS 180p1 Hz stop .
stop més
14l TRNA
AGITAR
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El DMS buffer, DMB stop y Hz stop utilizados @n la swecuenciacidn
son:  5SOmM Cacodilato de Sodio, 10mM MgCl ,imM EDTA pH 8; 1.5mM
NaAc, iM b-mercaptoetanol, 200ug/ml TRNA de levadura pH 73 y 0.3M

NaAc, 0.1 mM EDTA, S50ug/ml de TRNA de levadura.

A partir del (ltimo paso, todos los tubos se tratan de la misma
manera, como se describe a continuacidni

1. A cada tubo agragar 750 pl de etanol, agitar, congelar a -70
C durante 15 minutos y centrifugar el mismo tiempo en la Epp.

2. Los sobrenadantes de los tubos C,CT y GA son desechados .en
FeCly , ®1 sobrenadante del tubo 6 es degsechado en NaOH 3M.

3. Los botones son resuspendidos .en 250ul  NaAc 0.3M conteniendo
1l de tRNA 10ug/ul.

4, lLos pasos 1| y 2 son repetidos. Los botones son lavados con
atanol al 70% y .secados en el evaporador Savant.

S. Los botones . son resuspendidos en S0ul de piperidina (Fisher
Scientific Company) 10% e incubados a 90°C durante 30 minutds.

6. Posteriormente las tubos son congelados y secados en el
evaporador Savant.

7. Los botones son resuspendidos con 20ul de HaD y el paso & es
repetido.

8. Finalmente los botones son resuspendidos con 10pl de buffer
de secuencia (807 formamida desionizada,50nM Tris-borato pH

8.3, imM EDTA, 0.1% xilene cyanol).



S8intesis de oligonucleotidos en fases solida.-

Este concepto de sintesis lo introdujo inicialmente Merrifield en
19649 para la obtencidn de peptidos sinteticos, y posteriormente
fue adaptado para la obtencidn de oligonucleotidos.

El método se basa en utilizar una resina de poliestireno unida
covalentemente & una base (r-A, r-C, r-6, o r-T), la cual tiene.
libre =1 fosfato en posicidn S5, y que servira como soporte para
ir agregando cada nucleotido o bloque de nucleotidos (di o
trinucleotidos) de acuerdo a la secuencia deseada (debe
mencionarse que la sintesis se lleva a cabo en direccidn 3’ a
S5’). El exceso de reactivos y subproductos pueden ser removidos
con un simple lavado . Al final de la sintesis, la union
covalente entre la resina y la primera base debe romperse para
dejar libre el oligonucleotido el cual sera posteriormente
purificado por cromatograffa liquida de alta presidn.

Conociando entonces la secuencia Yy el tamafio del
oligonucleotido que se desea sintetizar se procede a utilizar
log siguientes metodos:

Doltrittucidn. del nucleotido que esta unido covalentemente a la
‘resina.

1. La resina apropiada (r-A, r-C, r-6, o r-T) de acuerdo a la
primera base en 3" del oligonuclectido por sintetizar, fue
lavada con cloroformo-metanol 7:3 v/v y se dejo hinchar con
piridina durante 30 minutos.

‘2. Despues de otro lavado con cloroformo metanol, se agregd &cido
benzensufonico al 2% (ABS) disuelto en cloroformo-metanol 7:3

para quitar el grupo protector dimetoxitritilo en el OH 5°.
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3. Nuevamente la resina fue lavada con tetrahidrofurano (THF) y
posteriormente se seco al vacio durante 10 minutos.

Tratamisnto del bloque -de nucleotidos.

{. Se tomo de & a 10 mquivalentes del bloque adecuado (monomero,
dimero o trimero), segun la secuencia deseada y se colocd en un
tubo cdnico graduado con la siguiente mezcla:s

- 1.5 m piridina

~ 0.5 ml HO

- 0.5 ml trietilamina

2. La reaccidn se dejd a temperatura ambiente durante 20 minutos
y posteriormente se evapord la mezcla de disolventes.

3. El blogue fue lavado con piridina y secado por evaporacion
durante tres veces. Con este tratamiento el OH del extremo 3’ del
bloque quedo libre de tal manera que ahora, puéde unirse al
extremo 5°del nucleotido destritilado como se describe en el
método anterior.

4. En cada acoplamiento es necesario agregar dos equivalentes de

‘Nitrotrinzolido de mesitilensulfonilo el cual cataliza la

' reaccidn.




Aceplamiento resina-blogue.

La mezcla anterior se hizo reaccionar con la resina destritilada
dejandose reaccionar durante T horas a temperatura ambiente
Posteriormente, se lavd 2 veces con piridina. Este ciclo es
repetido las veces necesarias hasta completar el tamano del
oligonucleotido deseado.

Prateccidn del blogue.

Una acetilacidn al bloque ya acoplado, evita que el nucleotido o

bloque prdximo a acoplar se una a sitios no deseados formando

ramificaciones sobre la cadena que se esta generando. Por ello

despues del acoplamiento se agregd de 2-3 ml de una mezcla THF,
piridina y anhidrido acédtico (7312:1 wv/v) y un poco de
dimetil-aminopiridina para posteriormente dejarlo a temperatura
ambiente durante 15 minutos.

Ssparacidn oligonucleotido=-resina.

‘ Para quitar todos 1los grupos protectores de la cadena
sintetizada se pusieron 50 mg de oligonucleotido-resina vy se
mezcld con 60 al de una solucidn de N} N N2
Nitetramgti1guanidina—p-nitrobencenaldoximato en dioxano—agua
(131 v/v) a temperatura ambiente y se dejid durante toda la
noche. Con la finalidad de romper el enlace covalente entre el
.oligonucleotido y la resina se adiciond 2-3 ml de NH, OH
concentrado y 0.5 ml de piridina, vy se incubd a 50° C durante 5
horas . Posteriormente la mezcla fue filtrada a traves de fibra
de vidrio en una pipeta pasteur vy el filtrado fue evaporadd a
sequedad. Finalmente fue resuspendido con solucidén 20 mM

bicarbonato de trietilamonio pH 8.
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Purificacidn del oligonucleotido.

Esto fue realizado en la Unidad de sintesis de macromoleculas del
Centro de Investigaciones sobre Ingenierfa Genética vy
Biotecnologfia de la UNAM utilizando Cromotografia quuida de alta
presién.

Tanto la sintesis, como la purificacidn de los pligonucleotidos,
fue realizada con la ayuda del Q.F.B. Mario A. Cuevas de la
Unidad de Sintesis de Macromoleculas del CEINGEBI/UNAM.
Obtencidn .de rotavirus con una sola capside .-

1. Alrededor de 2,400 cm® de celulas MAIC4 infectadas con
rotavirus YM, en un volumen de 200 ml, Ffueron mezcladas con un
volumen igual de triclorotrifluorcetano (Union Carbide). Esta
mezcla fue agitada vigorosamente durante 10 min.

2. La fase acuosa se centrifugd posteriormente en botellas de 250
ml a 7,000 rpm durante 30 min en una centrifuga Beckman, usando
el rotor JS5-7.5.

3. El1 volumen de la fase acuosa fue medido y se le agreqd
polietilenglicol 6000 al 50Z a razon de 0.19 ml/ml de fase
acuosa.

4., Esta mezcla se incubd a 4°C durante toda la noche para
precipitar el virus y posteriormente se centrifugd como se indica
en el paso 2. El boton se resuspendio en 200ul de TM (0.02M tris,
0.001M MgCl pH B.2.

5. El virus en 1los 200u]1 de TM se deposito sobre un gradiente
discontinuo de cloruro de cesio con densidades de 1.3 y 1.4 g/cm
y se centrifugo a 40,000 rpm durante I hr en una ultracentrifuga

Beckman usando el rotor SWS50.1.
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6. La banda opalescente conteniendo el virus se colecto con una
Jjeringa hipodermica perforando el tubo de nitrocelulosa vy se
resuspendio en TM.

7. El virus se centrifugd a 40,000 rpm durante 2 hr usando la
misma centrifuga y el mismo rotor que en el paso S.

8. El boton se resuspendid en 250 ul de 20mM Tris pH 8.5, 15 mM
EDTA vy se incubd a tempeéatura ambiente durante 30 wmin para
desprender la capside externa.

9. Posteriormente €1 virus tratado con EDTA se depositd en una
solucidn de «cloruro de cesioc con densidad de 1.36 gr/cn? y &e
centrifugd durante 18 hr con las mismas condiciones del paso 5.
10. La banda opalescente conteniendo el virus se colectd como en
el paso 6 y se centrifugd nuevamente con las mismas condiciones
del paso 7. El botdn se resuspendid en 50ul de 20mM Tris pH 8.S5.
Transcripcidn in vitro.

Utilizando los virus purificados con una sola capside se realizd
la siguiente mezcla:

- 50 pl de virus

- 40 pl bentonita al 4% en tris 0.01M pH 7.0,

- 200 pl buffer de transcripcidn (0.2M NaACO, 0.04M MgACO, O.14M
Tris pH 8 con adicion de 8mM rATP, 2.5mM rGTP, 2.5mM rCTP, 2.%mM
ruTP, 0.5mM S-adenosil metionina)

1. Esta mezcla se incubd a 42° C durante 6 -horas (agitando
esporddi camante).

2. Posteriormente, se centrifugd durante 2 min en la Eppendor#
para separar la bentonita y el sobrenadante fue pasado a un tubo

eppendorf de 0.5 ml para ser extrafdo con fenol y cloroformo como
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se describe en la seccidn "Marcaje de los extremos del cDNA dc
con [-&—'2P]dATP, utilizando el fragmento klenow de 1la DNA
polimerasa | de E._coli.

3. El1 volumen del sobrenadante fué medido y se mezcld con un
volumen igual de LiCl 4M para precipitar el RNA mensaiero (mRNR)
sintetizado. Esta mezcla se incubo a 4°C durante toda la noche.
4. La mezcla se centrifugd durante 15 min y el botdn de mRNA
obtenido se lavd con etanol al 70% y se resuspendid en 20ul de HD
5. Para determinar la integridad y concentracidn del mRNA, 2 M
de la solucidn se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
al 1%, en buffer E 1X. El gel se corrid a 100 volts, hasta que el
colorante naranga G migrd al borde (ver electroforesis en geles
de agarosa).

Secusnciacién de DNA por el método de Sanger.

Este método esta basado en la sintesis de DNA a partir de un
primero unido a un templado gue puede ser DNA o RNA. A partir de
este prfmero la polimerasa comienza a .sintetizér la cadena
camplementaria al templ ado, incorporando los diferentes
deoxinucleotidos (dATP, dCTP, dGTP, y dTTP), uno de los cuales
debera estar radiactivo. La adicién de -un dideoxinucleotido
(ddATP, ddCTP, ddGTP, o ddTTP) durante la sintesis de la cadena
complementaria, en tubos separados para cada base, permiten
detener la sintesis de la cadena en cada base complementaria al
dideoxinucleotido agregado. Esto es debfdo a que el
dideorinucleotido carece del grupo OH en el carbono 3 de su
azucar por lo que la unidn fosfodiester no se lleva a cabo. Esta

sintesis fraccionada genera fragmentos de DNA con diferentes
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tamafos los cuales podran separase en un gel de poliacrilamida
el cual serd expuesto a una pelicula fotngréfica para
posteriormente interpretar el patrdn de bandas. Para la
realizacion de este método se prepararon las siguientes mezclas
en tubos eppendorf de 0.% ml.

1. Preparacidn de las mezclas DDA,DDC,DDG y DDT.

DARA DDC DDG DDT
AMV SXx 80ul 80ul 8oul 80ul
10mMdCTP 2ul - 2ul 2ul
1OmMdGTP 2ul 2ul - 2ul
10mMdTTF 2ul 2ul 2ul -
lmndéTP - 4ul - -
1mMdGTF - - 4ul -
1mMTTF - - - 4ul
215mM DTT~  4ul 4qul qul 4ul

¥ buffer para la enzima transcriptasa inversa del virus de la
mieloblastosis aviar S5X (250mM Tris, 250mM KCl1, 40mM MgCl )

~ Ditiotreitol (Bio-Rad)

2, Para la extensidn con prfmero, se realizd una mezcla para cada

bame (A,C,G y T) de la siguiente manera:

40



MEZICLAS

A c G T
DAA Sl - - -
DAC - Sul - -
DAG - - Sl -
DAT - - - 541
SOpMAAATF 0.1l - - -
S0uMddCTP - 11 - -
SOpMddGTF - - 1311 -
SOuMddTTP - - - 1.2u1
t<-*P1dATP  SpCi 3uci 3uCi Auci
20pMAATP 101 TR T 1p1
Hz0 S. il 4. 511 4.5ul 4.2u1

3. Cada mezcla A C 6 y T fue dividida en 4 alicuotas de 3ul cada
una, para 4 ensayos.

4. Por otro lado, se preparo una mezcla: 3 ul de mRNA o RNA doble
cadena de rotavirus YM (“500 ng)y, 2 ng de oligaonucleotido
respectivo (primero) segun el sentido y terminal que se desea
secuenciar y 3 pl de H,0,

5. Esta mezcla fue calentada hasta ebullicidn durante 2 minutos
y pasada a hielo inmediatamente..

6. 3 U de transcriptasa inversa AMV (Life Sciences) fue agregada
a la mezcla anterior.

7. Una vez reralizados los pasos 5 y &, la mezcla obtenida fue

repartida en alfcuotas de 2 pl a cada mezcla A C G y T del paso

3, sobre la pared del tubo,
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8. Una centrifugacion de 3 segundos en la Epp. es suficiente para
iniciar la reaccidn de extensidn, incubando inmediatamente a 42°C
durante 20 minutos.

9. Finalmente las reacciones en cada mezcla son detenidas con
10pl de buffer de secuencia (ver Secuenciacion de DNA por el
aétodo de Maxam y Gilbert).

Electroforesis en geles de poliacrilamida.

1. Se utilizaron geles de poliacrilamida de diferentes

concentraciones realizados como se indica:

Concentracidn del gel

20% 8% &%
Urea ul trapura 37.5 gr 7.5 gr 100 gr
Buffer TBE 10X% 7.5 ml 7.5 ml 20 ml
Acrilamida~-Bis (19:1) 407 3I7.5 ml 15 ml 30 ml
Hz0 destilada 1.5 m 24 ml 74 ml
Persulfato de amonio 107 525 ul 525 p 1.5 ml
TEMED (Bio-Rad) 21 21 53.3 pl

¢ Buffer TEE 10X (1 M Tris, 0.02 M EDTA.2H O pH 8.3 ajustado con

Acido Bdrico)
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2. En la elaboracidn de cada gel se utilizd un peine que generaba
al rededor de 50 pozos, donde se depositaron las muestras con el
siguiente orden: A C G T para el nmétodo de Sanger y C CT G GA
para el método de Maxam y Gilbert.

3. Los geles fueron corridos en buffer TRE 1X a 55 watts durante
el tiempo que fuera necesario.

4. Al finalizar la electroforesis, los geles eran expuestos
frente a pel{culas fotograficas Kodak X-Omatk vy posteriormente
revel adas.

S. Las autorradiografias eran leidas de acuerdo-gl orden de cada

muestra v & la posicidn de cada base (ver el paso 2).



RESULTADOS

Caracterizacidn del slectroferotipo del rotavirus de cerdo YM.

La identidad de las seis cepas de rotavirus,
pertenecientes a diferentes serotipos, que Sse usaron para
caracterizar antigenicamente al rotavirus YM, se confirmd por el
analisis de los electroferotipos, caracteristicos para cada cepa.
En la figura 1 se puede pobservar que el patrdn
electroforetico de YM es distinto de todos los virus con que se
compard, especialmente; con respecto a 0SU, que es un rotavirus
aislado también de cerdo. Ambos patrones electroforeticos
difieren en la movilidad electroforetica de los segmentos 4, 5, 9
y 10,

Peterminacion del serotipo del rotavirus YM.

La identidad de las cepas empleadas también se confirmd por
ensayos de neutralizacidn empleando sueros homdlogos Yy
heterdlogos. Una vez confirmada su identidad, se determind el
titulo de infectividad de cada cepa viral utilizando el método de
formacidn de focos de peroxidasa, con el fin de encontrar la
dilucidn dptima con la cual se obtuvieran un .promedio de S00
focos por cada pozo, necesarios para realizar posteriarmente los

ensayos de neutralizacidn de la formacidn de focos de peroxidasa.
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Fig. 1. Patrones electraoforeticaos de RNAdc correspondientes a
los virus utilizados durante el estudio. Rotavirus de humano,
cepa Wa (serotipo 1), rotavirus humano, cepa 82 (serotipo 2),
rotavirus de simio, cepa SAll (serotipo 3), rotavirus de humano,
cepa 8T3 (serctipo 4), rotavirus porcino, cepa YM (posible nuevo
serotipo), rotavirus porcino, cepa 0SU (serctopo %) rotavirus

bovino, cepa NCDV (serotipo &).



Los resultados obtenidos en los ensayos de neutralizacidnh
realizados se muestran en 1la tabla 1. En esta tabla se observa
que el suero anti-YM presentd un tf{tule de neutralizacidn
1318000 cuando se probo con su virus homblogo, mientras que con
los virus de diferente serotipo los titulos obtenidos fueron
<1125 para Wa y ST3; 1:25 para 5AR11; 1:100 para S2 y NCPV; vy
solo en el caso de OSU el titulo fue de 1:200. Estaos resultados
indican que el suero anti-YM reacciona en un alto titulo con
su virus hamflogo y cruza ligeramente con el ratavirus 0OSU
(2.5%). En el ensayo de neutralizacidn de YM con sueros
anti-rotavirus de diferente serotipo, los t{tulos obtenidos
fueron: 1:100 con los sueros anti-Wa, anti-SA1l, anti-0SU vy
anti-NCDV, y 1:200 con anti-S82 y anti-ST3.

Para considerar dos cepas de rotavirus como pertenecientes
al mismo serotipo, las relaciones entre t{tulo hamélogo y t{tulo
heterdlogo en el ensayo reciproco deben ser menor a un factor de
20. La tabla 2 muestra las relaciones entre los titulos homélogas
y titulos heterologos para cada rotavirus. Se puede observar que
ninguno de los virus analizados presenta una relacion antigenica
mayor al 5% (menor de 20 veces), lo que sugiere que el rotavirus
YM pertenece a un serotipo diferente a los seis analizados. Los
resultados de los ensayos reciprocos entre 0SU y YM fueron los

mas cercanos al valor limite.



b2 |, Caracterizacicn antigenica del rotavirus YN por ensayos de neutralizacidh {n yitro,

Reciproco de! titulo de anticuerpos que neutralizan el 0% de focos para los virus indicades (asrotipo)

Rotavirus
LY 82 () SAft (3) m 513 W) osu (5} MOV (8)
L] 8,000 - --- (2% --- - -
§2 - 18,000 .- 100 - --- -
SA11 =e —e= 4,00 3 - e -
L 100 200 100 1,000 200 100 100
§T3 - - --- {8 8,000 - -
oSt --- --- --- 200 - 4,000 ---
NCOV --- --- --- 100 == - 2,000

Los titulos hosologos se muestran con nuseros mds intensos, ---, no probado




Tab1a 2 Caracterizacidh antigenica del rotavirus Y4 por ensiyos de nutralizacion {n vitro,

felacion entre tftulo honologo/heterologo para los diferentes virus indicados (serotipos)

Rotavirus
i 52 (2 Shli 3 A 513 ) o5y (%) NCDV (8)

L1 1 == .- Y 320 .- - ---
§2 - 1 -- 80 .- - -
SAt1 - - 1 320 .- - .-
] 80 80 40 1 40 A0 20
§13 - - - > 320 1 - -
0su - - - L[ - 1 -
NV e~ - e 80 - —— 1

Las proporciones hosalogas se auestran con nuseras sas intensos. ===, no probado
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Para confirmar la individualidad antigenica de YM, se
realizaron ensayos de neutralizacicn utilizando anticuerpos
monoclonales especificos de serotipo, dirigidos contra VP7
{(donados amablemente por el Dr. Harry B. Greenberg de 1la

Universidad de Stanford). Las relaciones de los titulos de
neutralizacidn homélogo (contra el virus de donde fue aislado el

monoclonal) vy heterdlogo (contra el virus YM) de los anticuerpos
monoclonales, anti-serotipos 1, 2, 3 y &, fueron 1:160 , 1:630 ,
1114600 y 1:1600 veces, respectivamente. Estos resultados apoyan
la observacidn previa de que YM es diferente de 1los virus que

pertenecen a los serotipos 1, 2 ,3 y S.

.Daterminacidn del subgrupo del rotavirus YM.

Con la prueba de ELISA y utilizando anticuerpos monoclonales
espec{ficos para los subgrupos I y II (29) se encontro que YM
pertenece al subgrupo I. En cuanto a esta caracteri{stica, VYM es
igual al rotavirus porcinc 0SU vy difiere del rotavirus
Gottfried, también aislado de cerdo, el cual pertenece al

subgrupo 11I.
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Busquada de clonas con insartos correspondientes al gene § del

ratavirus YM.

La disponibilidad del banco de cDNA del genoma del
rotavirus YM permitid obtener clonas con insertos de cDNA del
gene 9. Inicialmente, la seleccidn de clonas se hizo por el
método de hibridacidn en colonia utilizando como sonda
radiactiva el plasmido pSR9-45, el cual tiene una copia completa
de cDNA del gene 9 del rotavirus de simio SA1l, el cual codifica
en este virus para VP7.

En un primer ensayo, 2 de 400 clonas probadas fueron
consideradas como .positivas. Posteriormente los insertos de
estas 2 clonas (pYM91L y pYMP2), con un tamano aproximado de 708
y 955 nucleotidos, respectivamente, fueron usadas como sondas
radiactivas para buscar en el banco de genes. Asi, se
seleccionaron finalmente 12 clonas mas, de un total de 400 clonas
analizadas.

Con el fin de conocer los tamafos de los insertos
contenidos en cada clona, se realizaron digestiones con la enzima
EcoRl y los insertos se compararon, por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 5%, con los fragmentos de tamafio conocido del
fago X174 digerido con Hae ]]I. La nomenclatura de las clonas
y los tamafios de los insertos se enlistan en la tabla 3.

La estrategia de secuenciacidn de cinco de las clonas aisladas se

muestran en la figura 2.
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Tabla 3. Clonas conteniendo insertos de cDNA correspondientes

al gene 9 del rotavirus YM.

tamanos aproximados

clonas de los insertos (pb).
pYMFL 708
pYM92 955
pPYMP3 89
pYM94 141
pYMIS 147
pYMP4 : 234
PYMS7 295
pYMTB a9
pYM99 812
pYMP10 —
pPYMP11 501,331
PYMP12 148
pYMPL3 -

pYM?14 135
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Fig. 2. Insertos de cDNA correspondientes al gene 9 del rotavirus de cerdo YM contenidos en las ‘diferentes
clonas usadas para obtener 1a secuencia parcial de este gene. La barra con escala representa la cadena posi
tiva numerada del extremo 5°al 37 Las posiciones secuenciadas y su direccin de lectura en cada clona, estan
indicadas por 1fneas gruesas y las flechas, respectivamente. 0-YMVP71, 0-YMVP72 y 0-YMVP?3 011igonucleotidos
sintéticos utilizados para obtener las secuencias de los extremos 5°y 3°del gene (1fneas punteadas) donde la
secuencia del 0-YMVP73 fue deducida a partir de la secuencia obtenida con el 0-YMVP71.

Enzimas de restriccifn; E: Eco RI, Ha: Hae III, R: Rsa I y H: Hind III.




En este aesquema es claro que las clonas pYM?1 y pYMP9
aportaron mayor informacion. Sin wembargo, para conocer la
secuencia entre los nucleotidos 400 al 520 y 799 al 804 fue
necesario subclonar 2 fragmentos de pYMZ1 (fragmento 1: cortes en

EcoRl de la posicidn 208 y EcoRI de la terminal 3" del inserto

dentro de la secuencia del vector. fragmento 2: corte en Haelll
en posicidn 402 y Hind]Il en pasicidn 801 en el vector pMT2i. Con
estas subclonaciones pudo iniciarse ahora la secuenciacidn a
partir del sitio de Hae]l] hacia el extremo 3’y a partir de los
sitios de HindII] y EcpR]I del pMT21 hacia el extremo S5°,
cubriendo ahora el total de la clona. Durante la secuenciacidn de
la clona pYM92 se observd que el inserto de esta clona estaba
formado por dos fragmentos de cDNA que contenian secuencias
nucleotidicas para la misma regidn del gene, probablemente
generado como un artefacto de ' la claonacidn, por lo que no se

muestra en la figura 2.



Secuenciacidn parcial del gene 9 de YM a partir de copias de

cDNA, por al msdtodo de Maxam y Gilbert.

Las secuencias de los insertos en los plasmidos pYM?1, pYM95,
pYM9&, pYMP2 y pYM9P9 ee obtuvieron de acuerdo al esquema en la
figura 2, donde se muestra la direccidn y extensidn de la
secuencia obtenida de cada clona, asi como las posiciones de las
clonas a 1o largo del gene. La secuencia nucleotidica obtenida de
estas clonas, .comparandola con las secuencias reportadas para
genes equivalentes de otros rotavirus sugerian que comprendia
del nucleotido 199 al 1039 de los 1042 nucleotidos totales de los
genes de VP7 reportados, representando por lo tanto el 79% de la
secuencia total del gene. Como estas clonas no contenian regicnes
correspondientes a los extremos  del gene, se hizo una busqueda,
en 800 clonas del banco de cDNA de clonas que tuvieran secuencias
correspondientes a la regidn S5'. Esto se hizo por hibridacidn en
colonia y utilizando como sonda radiactiva el inserto del
"plasmido pYM®S5. Sin embargo, no se logrd encontrar una con las
caracter{sticas deseadas.

Secuenciacidn de 108 extremos 8° y 3° del gene 9 de YM con la
utilizacidn de oligonucleotidas sintéticos.

La secuencia de los extremos 5° y 3’ del gene 9 se determind
por el método de Sanger, utilizando como primeros
oligonucleotidos con secuencias que hibridaran con regiones

cercanas & los extremos.
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BAsados en la secuencia determinada por el médtodo de Maxam y
Gilbert, se sintetizaron los oligonucleotidos 0~YMVP71 vy
0-YMVP72; un tercer oligonucleotido O-YMVP73 fue sintetizado a
partir de la secuencia cbtenida con el 0-YMVP71 (ver figura 2).

La secuencia de los oligonucleotidos empleados se muestran en la

figura 3.

Figura 3. Secuencia de los oligonucleotidos empleados para

determinar la secuencia de los extremos del gene ? de YM.

0-YMVP71 S’GTGTGTCCATAGAGCC 3I° (229 245)
0-YMVP72 S’GTCCAAACGATCACGE 3’ (978 93)

0-YMVP73 S’GTCCATTGTCCTTG 3 (128 141)

Los ndmeros en parentesis indican la ubicacidn del
oligonucleotido considerando la cadena positiva del gene. Los
oligonucleotidos 0-YMVP71 y 0-YMVP73 tienen secuencia
complementaria a la hebra positiva, mientras que 0-YMVP2 tiene la

misma secuencia que la hebra positiva.
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De esta manera se pudo obtener la secusncia de los extremos
del gene. La secuencia nucleotidica completa se muestra en la
Figura 4. Tambidn se muestra en esta figura la secuencia de

aminodcidos deducida para VP7 a partir de la secuencia del cDNA.

Analisis de las secuencias nucleotidica y de aminoacidos del

.geana secuenciado,

Como se aprecia en la figura 4, el gene 9 del
rotavirus YM estd formado por 1042 nucleotidos y tiene en los
extremos 5’ y 3', la secuencia nucleotidida, de 11 y 8
nucleotidos respectivamente, que se ha mostrado esta conservada
no solamente entre los genes de cada rotavirus sino también
entre todos los genes de diferentes cepas, i ndependientemente
de la especie donde provengan o del serotipo al que pertenezcan.
El ndmero de nucleotidos de la secuencia completa en este gene
coincide con los anteriormente reportados.

El analisis de la secuencia de nucleotidos del gene indican que
contiene splo un marco de lectura abierta, el cual inicia con el
AUG ubicado en los nucleotidos 49 al 51 y terminan con el codon
de terminacidén TAG localizado en los nucleotidos 1027 al 1029. Un
potencial segundo sitio para inicio de traduccidn se encuentra en
fase con el primero y estd localizado en los nucleotidos 136 al
138. Considerando el primer sitio de iniciacidn, el marco abierto

de lectura es de 978 nucleotidos, guedando regiones no traducidas
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Fig. & Sacuencia nucleotidice de D¥A correspondients a1 ofMA de) gens 9 y daduccicn de )a secuencia de asincacidos
para 1a glicogroteina VP? del rotavirus de cerdo YN, Los mucelotidos estan nuserados de 1a terainal 5° a a ¥’ y los
residuos de aainoacidos inician con 1a prisera setionina, Dos posibles sitios de iniciacién son enmarcados yumal
dencta la terminacifn. EL asterisco sefiala un posible sitio de glicosilacibn,
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de 48 y 36 nucleotidos en los extremos 5' y 37, respectivamente.
Considerando 1os dos posibles sitioe de inicio de traduccidn en
fase para este gene, los polipeptidos resultantei pueden ser de

324 y 297 aminoacidos, con un peso molecul ar deducido de 36,038 y

32,927, respectivamente.
El analisis de la composici6n de bases para este gene mostrd un

187 G, 17% C, 3I0%4 T y 35% A.
La secuencia de aminoacidos muestra la existencia de un
posible sitio aceptor de carbohidratos unido a asparagina

(N-6-T) ubicado en la asparagina de la posicidn 69.

Comparactéﬂ de la secuencia nucleotidica del gene 9 del rotavirus
YM con los genem equivalentes derivados de rotavirus
pertenecientes a diferentes serotipos.

L8 secuencia nucleotidica del gene que codifica por la
glicoproteina de superéicie ha sido determinada con anterioridad
para siete diferentes rotavirus. La figura © muestra los
porcentajes de homologia entre todas las diferentes secuencias
reportadas, incluyendo la de YM. En esta figura se puede observar
que el gene mis homdlogo al de YM es el del rotavirus OSU (82%),
también aislado de ierdo, mientras que el que menos hamolog{a

_presenta con YM (72%) es el del rotavirus NCDV, proveniente de
terneros. Es interesante notar que la homolog{a entre rotavirus

de la misma especie y con el mismo serotipo, es mayor que la de

YM con 05U o con cualquiera de las otras cepas. Asi, la humolog(a
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Fig. 5. Homologia de nucleotidos entre los genes que codifican por
VP7 .en distintos rotavirus.

M (?)
Wa (1)
HUS (2)
SAL1 (3)
ARV (J)
osu (S
UK (&)

NCDV (&)

‘YM ~Wa
100

73 100
73 75

77 77

79 77

82 77

73 73

72 74

HUS

100

74

74

74

75

74

SALL

100
a5
76
77

78

RRV osy UK - 'NCDV
100

77 100

75 76 100

76 77 96 100

Las secuencias nucleotidicas para los virus Wa, HUS, SA11, RRY, 0OSU,
UK y NCDV fueron tomadas de las referencias (51,15,11,42,26,17,24)
respecti vamente.. Porcentaje de homologf{a (identidad).

El nlimeroc en el pardntesis indica el serotipo.
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entre los rotavirus bovinos UK y NCDV, ambos serotipo & es del
96%, mimntras que para los de simio SA11 y RRV ambos serotipo 3,
es de B5%4.

Comparacicn ds la secuencia de aminoacidos de  VP7 - entre
diferentes rotavirus.

Al comparar la secuencia de aminodcidos de la protefna VP7 de
YM con las swsecuencias de VP7°s derivadas de rotavirus
pertenecientes a diferentes serotipos (Figura 6) se observd que
la VP7 de YM tiene una homologfa del 77-78% con rotavirus del
serotipo 1; 77-78% con cepas del serotipo 2; 86-89% con virus del
serotipo 3; 76% con virus del serotipo 4; 87% con 0SU que
pertenece al serotipo 5; y 81-82%Z con rotavirus del serotipo 6.
De acuerdo a esto, la VP7 de YM parece estar mis relacionada con
la VP7 de rotavirus de serotipo 3 (2 cepas aisladas de simio:?
SA11 v RRV, vy una cepa aislada de humano: P) y con la VP7 de 0OSU,
un aislado de cerdo. Sin embargo, también se puede observar en la
figura que las VP7’s de virus del serotipo 3 fueron los gque mds
homologia tuvieron con todas las otras VP7's analizadas,
derivadas de virus con diferentes serotipos,

Es importante notar que la homologia entre secuencias de VP7
derivada de virus pertenecientes al mismo serotipo fue siempre
superior al 90%, mientras que la hnmolng{a de la VF7 de YM con
las otras VP7’s estuvo siempre por debajo de este valor, lo que
apoya la posible individualidad antigenica de 1la VP7 de YM,

sugerida por los ensayos de neutralizacidn.
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Fig. 6. Homologfa de aminoacidos entre VP7's de distintos
rotavirus.

P ]

Pk e X AF 4, 4 A

Y

78 D

78 100 Mo

77 95 95 M37

78 99 99 95 Wa

77 75 75 74 75 DSi1

77 75 75 74 75 99 HN12%

77 75 75 74 75 99 99 HUS

78 75 7% 74 75 96 96 96 82

86 B B3 B3 83 75 75 75 75 P

69 81 61 B1 81 75 75 75 75 93 RRV

88 B2 B2 B 82 7% 76 7% 75 91 96 SAll

76 77 77 78 77 72 72 71 73 76 78 78 ST3I

76786 78 79 78 74 71 71 71 7& 78 79 94 VA70

87 78 78 7% 78 74 74 74 74 85 85 85 77 76 0SsU

B2 8f B81 B1 8L 75 7% 76 75 83 8BS 85 77 76 Bi NCDV
81 B2 B2 B2 B2 76 76 76 764 84 86 8L 79 77 B2 97 UK

1 2 3 4 S [

€l némera bajo la linea discontinua indica el serotipo al que
pertenece cada grupo. Porcentaje de homolngfu (identidad).
Tomado de Green et al (27), con la adicion de YM.
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La comparacicdn de las secuencias de aminodcidos de VP7s de
diversos rotavirus ha mostrado la existencia de regiones que

difieren considerablemente entre cepas de diferente serotipo
pero que son muy conservadas entre las pertenecientes a un mismo

serotipo. Coincidentemente, en estas 3 regiones, designadas A, B
y C por Dyall-8mith et al, (15,1&4), se han localizado los sitios
de interaccidn de anticuerpos monoclonales neutralizantes a
través de la secuenciacidn del gene de VP7 de virus variantes,
resistentes a la neutralizacidn por dichos anticuerpos . La
variabilidad ‘de estas tres regiones en virus pertenecientes al
mismo serotipo no va mas alla de dos aminoacidos cambiados en
cada regidn, y se ha mostrado que la comparacidn de la secuencia
de aminoacidos de estas tres zonas de un rotavirus de serotipo
desconacida con los de virus de serotipo conocido, tiene valor
predictivo para asignarle serotipo (27,28,42). Tomando esto en
consideracidn, comparamos las regiones A, B y C del rotavirus YM
con las regiones equivalentes de rotavirus pertenecientes a 6
diferentes serotipos (Figura 7). En esta figura se puede apreciar
que en la regién A, de 15 aminoacidos, YM presentd seis cambios
con respecto a los virus de serotipo 1§ ocho con los de serotipo
23 cinco con los de serotipo 3, 4 y 5; vy seis con los de
serotipo 6. Entre rotavirus del mismo serotipo la secuencia fue
exactamente la misma, a excepcidn del rotavirus HN126 (entre el
grupo de seratipo 2) donde la Alanina 87 estuvo substituida por
una Treonina, y en el M37 (entre el grupo de serotipo 1) donde la

Serina 94 se sustituyd por Asparagina y el Aspartico 97 estuvo
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SEROTIPOS

YM

M37
Wa

DSt
HNi 26
HUS
82

[ 8]

P
RRV
SA11

(74

4 | ST3
VA70

S || osu

& | NCDV
' ] UK

Fige 7 . Comparacidh de aminoacidos entre las regiones A, B, y C

a7

A

¥
HEAATRIADSKWKDT

T--8§~~~N-GD---§
T--§-=--N~GD-—-5
T~~6~~~§~GE~—-5
T--§--~N-GD---5

A~—KNE-G~~E-EN~
T--KNE-§-~E-EN-
A-~KNE~5-—E-EN-
A--KNE-5——E~EN-

T~--~E-N-N§-—-~
T-=—=E-N-NG-—-~-

Tm~=-E~N~-NB-—-—

§—-P~—-G~TE~—=~
§~=P~—~§=~NE~—-~

N-=-—=E~=—T-~TE-

Y~-GNE~==TE~—=~
e

101

B c

143 &« 152 208 ¢ v 221
KYDGNSGLDM  LTTDPTTFEEVASA
-——@SLE-~-  @--NVDS-~MI-EN
---@SLE-—-  @--NVDS--MI-EN
~=~@-LE-=~  R~-NVDS-~-M~-EN
---GSLE--—  G--NVDS--MI-EN
R=-NT—E--A  K==-UN-—~I—--8
R--NT=E--A  K===UN-—--]--=8
R--NT—E-=A  K——--UN-—-1--=§
R—-NT-E-~V  KI=-YD--=1---8
—-ATL N T-
cemATL-m—m  eme=TAm—mem=T=
O T-
RFVSGEE--1  O--NTA---T--DS
-FASGEE-~1  ‘@--NVA---M—-DS
L - INS—~T—~N-
---STQE---  ~I-N-D=--T—~TH
~emBTQE-==~  ~I~-N-D==~T==TT

de la glicoprotefna VP7 de YM y regiones equivalentes en 16 cepas
de rotavirus de diferente serotipo. Las secuencias de aminoacidos

para los virus WA (51),
osu (26), UK (17),

HUS (195),
NCDV (24), y D, Mo,
VA70 (27) fueron reportadas con anterioridad..

82 (31),

RRV (42), SAlt

M37, DS1, HU126, P, ST3,

€1 guidn indica que el aminoacido es iqual al de YM.
¥Sitios considerados por Dyall-Smith et al
neutralizacidn especificos de seraotipo.
?8itios considerados por Taniguchi et al (S
neutralizacidn especificos de serotipo.
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substituido por una Glutamina. En la regidn B, YM presento cuatro
di ferencias con los virus del serotipo 1, cinco con los de
serotipo 2; tres con los de serotipo 3 , de siete a ocho con los
de serotipo 4; una sola diferencia con’el serotipo %53 y cuatro
con los de serotipo 6. Nuevamente la similitud entre rotavirus
del mismo serotipo y la diferencia entre serotipos diferentes fue
notable. Finalmente, en la regién C YM tuvo entre ocho y nueve
diferencias con los virus de serotipo 13 entre cinco y seis con
los de serotipo 2, de dos a tres con los de serqtipo 3; siete con
los de serotipo 4; vy seis con los de serotipo § vy 6.

Nuevamente, estos resultados apoyan 1los hallazgos inmunologicos
que indican que el rotavirus YM pertenece a un serotipo diferente

de los serotipos 1 al 6.
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In 1983, we Isolated 8 porcine rotavirus (strain YMj that was prevslent In several reglons of Mexico, as
Judged by the frequency of its characteristic electropheratype. By a focus reduction neutralization fest,
rotavirus YM was clearly distinguished from prototype rotavirus strains belonging to serotypes 1 (Wa), 2 (82),
3 (SAML), 4(ST3), S (OSU), and 6 (NCDYV), Minor, one-way cross-neutialization (1 to §52) was obser ed when
antisera to the varions rotavirue stralns were Incuhated with rotevirus YM. In sddition, the YM virus was not
neutralized by neutralizlng monoclons! entibodies with specificity fo serofypes 1, 2, 3, sud 4. The subgroup of
the virus wes determined to be I by enzyme-linked Immunosochent assey. To charucterize the serotype-specific
glycoprotein of the virus at the molecular level, we cluned end sequenced the gene coding for VP7. Comparisen
of the deduced amine acid sequence with reported homologous sequences from human sud animal rotavirus
strans helonging to six different serotypes further supported the distinet immunelegical identity of the YM VP7

protefn.

Rotaviruses are the most common ctiologic agents of
acute gastroenteritis in children under 2years of age (08, 31).
They arc also associated with dizrrhea in the young of many
animal specics (19). These viruses were first 1eporied in
association with human infantile gastrocnteritis in 1973 (6).
Since then, knowledge of rotaviruses hes sccumuleied very
rapidly beeausc of their great medical and velerinary impor-
tance.

The virions are compased of an RNA genome and a
double-Jayered capsid (31). The genome is made up of 11
segments of double-stranded RNA (dsRNA), with sizes
ranging from about 65010 3,500 base pairs (8, 41). The capsid
consists of at least five protein classes, three of which (VPI,
VP2, and VP6) mzke up the inner layer, whereas the other
two (VP3 and VP7) are in the surface layer of the virus (17,
18). Both VP3 and VP7 arc able 10 clicit antibodies capable
of neutralizing virus infectivity (1, 5, 26, 36, 39, 46). VP7, a
37,000-molecular-weight protein, is glycosylated and ex-
posed on the outer capsid of the virion (4, 16). Studies with
rcassortant viruses have shown that the serotype-specific
neutralizing phenotype segregated with the gene that en-
codes this protein (gene segment 7, 8, or 9, depending on the
rotavirus strain) (21, 30, 47).

Scrotypes of rotavirus are defined on the besis of the
neutralization of viral infectivity, and, to date, four se-
rotypes (seiotypes 1 to 4) of rotavirus have been identified
among strains recovered from humans (29). Recently, two
candidates for new human rotavirus serotypes have been
proposed (12, 35). In animals, at least five scrotypes have
been identified (serotypes 3 to 7), but, by ncutralization
assays, two of the animal serotypes (serotypes 3 and 4) have
been shown to cross-react with the corresponding human
rotavirus scrotypes (29). All rotavirus strains isolated from
pigs have been classified as cither scrotype 4 or §, with the
Gotifried and QSU strains sepresenting the prototype virus,
respectively (7, 29). Recently, a porcine rotavirus antigeni-

_'_C:;;;—p;ding author,

cally refated to human rotavirus serotype 3 kas been found in
Australia (38).

In this articte we repont the chasacterization of a rotavirus
which wzs isolated fiom a diarheic piglet in Sonora, Mex-
ico, end which, by immunological and molecular criteria,
seems te belong to a diffcrent serotype from those previously
reported.

MATERIALS AND METHODS

Virus isolation, The porcine rotavirus (strain YM) was
isolated from a diarrheic piglet in Sonora, Mexico, The
intestinal content was suspended (10%, vol'vol) in Eagle
minimal essential medium containing 250 ug of trypsin (1:
250; Difco Laboratories) per ml. The suspension was clari-
fied by centrifugation at 2,000 x g for 30 min. The superna-
tant fluid (0.2 ml) wes inoculated into thrice-washed tubes of
confluemt MA104 cells. Afier an adsorption period of 1 b at
37°C, cultures were fed with Exgle minimal essential medium
and incubated in a roller upparatus at 37°C. Serial passages
were performed with suspensions of the whole culture
treated with 10 pg of trypsin per ml for 1 h a1 37°C. In
pessage S, a complete cytopathic effect was observed at 16 h
postinfection,

Virus sod cells, Rotaviruses Wa, S2, and ST3 were ob-
tained from Y. Hoshino, National Institutes of Health,
Bethesda, Md.; NCDV was obtained from R. S, Spendlove,
Utah State University, Salt Lake City, Utah; SA11 was
obtained from H. H. Malherbe, Gull Laboratories, Salt Lake
City, Utah; and OSU was obtzined from L. Saif, Ohio State
University, Wooster, Ohjo. All rotavirus strains were grown
in MA10¢ cells and purified as previously described (17).

Immune sera. Hyperimmune sera against rotaviruses YM
and OSU were prepared in mice cssentially s described by
Arias et al, (2), except that the animals received only three
injections (S0 g each) of the corresponding purified virus.
Hyperimmune sera to Wa, S2, ST3, SA1l, and NCDV were
prepared in rabbits as described (4). The neutralizing mono-
clonal antibodies SE8 (scrotype 1), 1C10 (serotype 2), 4F8
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{scrotype 3), and SBS (scrotype 5) and the suhgroup-specific
monoclonsl antibodics 25560 (subgroup 1) and 631 (sub-
group 1) were hindly provided by H. B. Greenherg, Stan-
ford University, Stanford, Calif. (25, 42, 43),

Subgroup and serotype charadterization of YM. The sub-
group of rotavirus YM was determined by an enzyme-linked
immunosorbent assay with monoclonal antibodics (25). The
ncutralization antigen serotype of rotevirus YM was deler-
mincd by an immunoperoxidzse focus reduction neutraliza-
tion ass2y as described by Arias et al. (2).

Molecular cloning and nucleic acid sequencing, The 11
dsRNA segments derived from rotavirus YM were cloned as
described by Ldpez et al. (manuscript in preparation). The
recombinant cloncs containing hybrid plasmids with cDNA
inscrts corresponding to YM RNA segment @ were selected
by hybridization of random rccornbinant plasmids, labeled
by nick translation, to YM RNA scgment 9 isolated by gel
clectropharesis (4). The inserts in the sclecied clones were
scquenced by the procedure of Maxam and Gilbert (37). To
obtain the sequence of the 5* and 3' ends of the gene, which
were not present in the selecied clones, the isolated dsRNA
segment 9 was hybridized with synthetic oligonucleotides
complementary 1o 1cgions 127 to 141 and 978 to 993 of the
plus and minus strands of RNA segment 9, respectively, and
the sequence was determined by the didcoxy-chzin termina-
tion method with avian mycloblestosis virus reverse tran-
scriptase as described (33).

Nuclelc acid hybridization. SA11 and YM viral RNAs were
clectrophoresedin a 5% acrylemide gel (acrylamide bisacryl-
amide ratio, 20:0.5) in Tris-borate buffer (0.1 M Trizma base
|Sigma Chemical Co.) and 0.002 M EDTA, adjusted to pH
8.3 with boric acid). Viral RNAs were transferred to nitro-
cellulose paper and hybridized 10 nick-translated plasmid
pSRI6S, which contained a full-length cDNA copy of SA1
gene 9 (3), cesentially as described by Lapez et al. (32).

RESULTS

Isolation. For virus isolation, an intestinal-content suspen-
sion from 8 diartheic piglet was treated with trypsin and
inoculated ino roller-tube cultures of MAL04 cells. Afier 4
days of incubation of passage 1, approximately 50% of the
cells showed a cylopathic effect. By passage S, when the
virus was inoculated at high multiplicity of infection, a
complete cytopathic effect was obscrved at 16 h postinfec-
tion,

After cight pzssages in MA104 cells, the virus was still
able to cause profuse diarrhea in colostrum-deprived 1-day-
old pigs.

dsRNA electropheretic profile. The clectrophoretic pattern
of the YM rotavirus dSRNA could be readily distinguished
from the corresponding patterns of the human rotavirus
strains Wa, S2, and ST3, the simian rotavirus SA11, the
porcine rotavirus OSU, and the bovine rotavirus NCDV
(Fig. 1). The clectropherotype of the cell culture-adapted
YM strain was identical 1o that obtaincd from the original
sample from which the virus was isolated (data not shown).

In 1983, the year rotavirus YM was isolaled, its charac-
teristic electropherotype was observed in 62 of 63 rotavirus-
positive samples collected from five of the most important
porciculture arcas of Mexico, located in the states of Jalisco,
Vcracruz, Sonora, Michoacén, and Edo. de México (A. M.
Ruiz and A. Morilla, unpublished results).

Subgroup determination. The subgroup of the YM rota-
virus strain was determined to be 1 by the enzyme-linked
immunosorbent assay with subgroup-specific monoclonal
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FIG. 1. dsRNA electrophorctic patiesns of porcine rotavirus YM
and rotavirus strains of different scrotygfes. Human rotavirus Wa
(serotype 1), humun rotavires 82 (scrotype 2), simian rotevirus
SAM (serotype 3), bumen rotavirus ST3 (scrotype 4), porcine
1otavirus YM (pessible new serotype), porsine ratavirus OSU
(scrotype 5), and bevine 1atavirus NCDV (serotype 6) are shown,

antibodies (25). This subgroup specificity is the same as that
reporied for the OSU strzin but different from Gottfricd, the
other reference porcine rotavirus strain, which has been
shewn 1o belong to subgroup 11 (29).

Serotype determination. The YM rotavirus strain was
determined, by the focus reduction neutralization test (2), to
be antigenically distinct from rotaviruscs belonging to se-
rotypes 1 10 6, on the basis of >20-fold differences between
titers of homologous and heterologous recipracal neutraliz.
ing antibodies. Hyperimmune mouse antisera 10 rotavirus
YM did not significantly neutralize prototype rotavirus
strains of serotypes 1 {Wa), 2 (82), 3 (SA1l), 4 (ST3), §
(OSU), and 6 (NCDV) (Table 1). Rotavirus YM could also be
assigned to a different serotype when antisera to these
various rotavirus strains were tested against it. However,

TABLE 1. Antigenic cheracierization of porcine rotzvirus strain
YM by the focus reduction nevtralization test

Reciprocal of 60% FRN antibedy titer of hyperimmune
antiserum to indicated rotavirus {serotype)®

Rotzvirus
™ S SAIl o ST3 OSU NCDV
) 2) Q) (D] ) ©)
wa (1) 80000 b o <25 - - -
$2(2) - 16000 - 00 - - -
SAl (3) - - , 3 - - -
™ 100 - 200 100 8,000 200 100 100
ST3 (4) - - - €25 8000 - -
osu (5) - - - 200 - 4000 -
NCDV(6) - - - 00 - - 2,000

* Homologous values are in boleface rype. FRN, Focus reduction nevtral-
. B e
ization,

b ., Not tested.
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FIG. 2. DNA sequence of the mRNA serse sirznd and the deduced amino acid sequence for parcine ratavirus YM glycoprotein VP7.
Nucleotide residues are numbered from the 8" 10 the 3* end. The predicied emino acic sequence is displayed below the nucleotide sequenee,
with the in-phasc termination codon denoted by an X, Two pessibie initiation methionines are boxed. The asterisk marks the single pessible
carbohydrate attachment site. Nucleotides at positions 31, &2, an¢ 82 were ambiguous by the didecxy-chain terminatior sequencing icaction
and arc therefore denoted by an N, These ambiguitics did not allow the deduction of the amino acid at position 12, which is denoted by a

question mark,

low-leve! crass-neutralization (1 to 56) was observed with
all these reference strains,

Further evidence that rotavirus YM does not belong to the
previously established serotypes 1, 2, 3, and § is that
neutralizing monoclonal antibodies 10 these serotypes failed
to significantly neutralize it. The homologous-te-heterol-
ogous feciprocal titer ratios for neutralizing monoclonal
antibodies to serotypes 1, 2, 3, and § were >160-fold,
>640-fold, >1,600-fold, and >1,600-fold, respectively.

Cloning and sequencing of the serotype-specific glycoprotein
gene. To charactenize the serotype-specific glycoprotein at
the molecular Jevel, we cloned the rotavirus YM genome and
sequenced gene 9, which was shown by Northern (RNA)
blot hybridization to be homologous to the VP7 glycoprotein
gene of simian rotavirus SA11 (data not shown), The general
features of the YM glycoprotein gene (Fig. 2) are the same as
those reported for homologous genes from other rotavirus
strains. It was found to be 1,062 bzse pairs long, with an
open reading frame of 978 bascs, which staried at nucleotide
49 with the first ATG and ended at nucleotide 1,025 with a
TAG termination codon, The 5’ and 3' untranslated sec-
quences were 48 and 36 nucleotides long, respectively.

The open reading frame codes for & protein of 326 amino
acids and contains a sccond in-phase initiation codon 30

triplets downstream from the first one. This second ATG has
been shown lo be functional zs a start site in rotavirus SA11
(10, 44). The amino-terminal portion of the encoded protein
contains two highly hydrophobic regions, one after each of
the two in-phase potential initiation codons, and a carbohy-
drate acceptor site (Asn-Ser-Thr) at residue 69. This poten-
tial glycosylation site is conscrved among all rotavirus
strains but one (20). All the mentioned features, together
with the cight cysteine residues present in the YM VP7
protein, are absolutely conserved among all reported rota.
virus strains (3, 9, 13, 15, 20, 22, 23, 27,,34, 40; £, R,
Mackow; R-D.Shaw,-S. M. Matsui,.P. T. Vo, D. Benfield,
aad H. B, Greenberg, Virology, in press).

Amlno acid homology between the YM VP7 profein and the
homologous protefns from «nimal and buman rotavirus
strafos. When we compared the deduced YM VP7 amino
acid sequence with VP7 sequences derived from other
human and animal rotavirus strains, we found the following
overall homologies; 76 with serotype 4 strains (ST3 and
VA70); 77% (DS1, HN126, and Hu5) and 78% (S2) with
serotype 2 strains; 77% (M37) and 78% (D, Mo, and Wa)
with serotype 1 strains; §1% (UK) and 82% (NCDV) with
serotype 6 strains; 875 with a serotype 5 strain (OSU); and
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FIG. 3. Comparison of the YM amino acid sequence of VP7
regions A, B, and C with the conesponding region of rotavirus
sirains belonging to six diffcrent scrotypes. The amino scid se-

quences from Wa (40), HUS (13), S2(27), RRV (2i;\Mackow et al.| KR

sapess), SAT1 (3, 9), OSU (22), NCDV (20}, UK (15), and D, Mo,
M37, DS1, HN126, P, ST3, and VA (23) were compared with the
amino acid sequence of YM Dishes indicate identice! amine acids.
The scrotype of cach 10tavirus strain is shown in patcnthescs,

86, 88, and 897 wilh strains P, SAll, and RRV, respec-
tively, all of which belong to serotype 3.

The nucleotide sequence of rotavirus variants selecied for
their resistance 1o neutralization by VP7-directed, serotype-
specific monoclonal antibodies has allowed the mapping of
the sites involved in VP7-specific ncutralization to three
discrete regions in the protein (14, 32, 45). These three
regions, defined as A, B, and C by Dyall-Sraith ct al. (14),
have a high degree of divergence among different rotavirus
strains but are highly conserved among rotaviruses belong-
ing to the same scrotype (23). The comparison of the amino
acid sequence of these selected regions of VP7 between YM
and other roteviruses (Fig. 3) showed that the YM VP7
sequence docs not malch any of the sequences derived from
viruses belonging to six different serotypes, suggesiing a
novel VP7 specific neutralization identity of the porcine
rotavirus YM,

DISCUSSION

A unificd system for serotypic classification of human and
other mammalian and avian strains of rotavirus has been
propased by Hoshino et al. (29). In their report, seven
different serotypes were identified among the strains studied.
Serotypes 1 and 2 were found only in human rotaviruses,
serotypes 3 and 4 were found in rotavirus strains isolated
from humans 2s well as from animal species, and serotypes
5 to 7 were exclusive to animal rotaviruses, Two recently
reported rotavirus serotypes isolaled from humans, which
do not cross-react with the scven known scrotypes (12, 35),
have not been classified yet. In the work described in this
report we have established the serotypic individuality of a
porcine rotavirus isolate by cross-neutralization studies with
protatype rotavirus strains belonging to scrotypes 1 to 6.
Since serotype 7 rotavirus strains have been isolated only
from avian species (29), it is suggasted that porcine rotavirus
YM could represent a new rofavirus serotype.

The cross-neutralization studies clearly showed that Ly-
perimmune mousc antisera to rofavirus YM did not neut:al-
ize rotavirus strains of serotypes 1 to 6, whereas minor
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cross-neutrelization of YM by reference antisera to hetero:
typic rotaviruses was ohserved, This minor, onc-way ncu-
tralizing cross-reactivity was <5%, the accepted limit for
defining a distinct scrotype (29).

It hes been shown thal nevtralization in vitro and in vivo
can be mediated by the two rotavirus surface polypeptides
VP3 und VP7 (5, 26, 36, 39, 46). Comparison of the amino
acid sequence of immunologically relevant regions of YM
VP7 with the corespanding VP7 sequences of helerotypic
rotzvirus strains indicates that YM VP7is unique, suggesting
that VP3 might be responsible for the minor cross-neutral-
ization obscrved. This observation is supported by the fact
that VP7-specific neutralizing monocloral antibodics 1o ro-
tzvirus of serotypes 1, 2, 3, and 5 did not significantly
neutralize rotavirus YM. In this regard, it is interesting that
the onc-way cross-neutralization of human rotavirus WI61
by zntiscra 10 rotavirus strains of scrotypes 1 to 4 was
localized to VP3 by immunological analysis of rcassortant
viruses (12),

Rotavirus YM was assigned to subgroup 1. This was not
unexpected, since most animal rotavirus strains hzve this
subgroup specificity {29). This observation clearly differen-
tiates rotzvines YM from the porcine rotavirus Gotfried,
which belongs to subgroup 11, serotype 4 (29), and which
was not availsble for this study,

In the last few years, the nucleotide sequence of the
VPT-encoding genes from 17 human and animal rotavirus
strains belonging 10 six differcnt serotypes has been deter-
mined (3, 9,11, 13, 15, 20, 22, 23, 27,34, 40, Mackow et al.,
in-press). Comparison of the deducéd” VP7 amino acid
sequences of all these strains showed a high (91 to 100%)
overall homology among strains of the same scrotype,
whereas the highest homology between two strains of dif-
ferent scrotypes was 86 (23). When the rotavirus YM VP7
amino acid sequence was compared with these reported, it
was found 10 be mare closely related to serotype 3 strains (86
1o 89% homolegy). However, this observation wes not
surprising, since pairwise comparisons beiween different
scrotypes showed that serotype 3 viruses shared the highest
homology with the five other serotypes compared (23). YM
VP7 had also a high identity (87%) with the VP7 of the
porcine rotavirus OSU. This might refiect the common host
origin of these two viruses,

Escape mutstions to ncutralization by VP7-specific neu-
tralizing monoclonal antibodies have been mapped to three
different regions in the VF7 protein (14,45, Mackow et al., in_
Frevs). Thase three regions have a high degree of divergence
among different rotavirus strains but are highly conserved
among rotavinuses belorging 10 the same serotype (Fig. 3).
When the sequences from two rotaviruses of the same
serotype are compared, only one or two amino acid changes
are found (23, 24). The amino acid sequences in these three
regions of YM VP7 show cd a fair number of difitiences from
the other VP7 sequences, supporting the idea of a separate
serotypic identity for YM VP7, However, it is interesting
that region C of YM and serotype 3 rotaviruscs showed some
conscrvation, with only two amino acid changes (residuc
positions 212 and 220) between the SA11 and YM sequences.
Since these two chznges arc not in the positions where
escape mutations have been mapped (14,,45; Mechow et al.,
in press), and since an amino acid change ai position 212 is
also observed between strains ST3 and VA70 (23), both of
which belong to serotype 4, it would be inferesting to see
whether monaclonal antibodies directed 10 the C region of
serotype 3 wviruses have some neutralizing activity on the
YM infectivity, :
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It has been seported that thice other regions of VP?
(amina acids 39 10 50, 12010 130, and 233 to 242) arc highly
divergent between diffesent rotevirus strains and very con-
served among rotaviruses of the same scrotype (23), thus
being potentially scrotype specific, However, in the work
described in this report, two of these regions {zmino acids
120 10 130 and 233 to 242) have been found to be identical
between rotaviruses YM and RRY, with the last region also
being identical with that in SA11, In addition, there wis only
onc amino acid change in amino acids 12010 130 betwcen the
YM and the SA1] and P sequences, and there was one
change in amino scids 233 to 243 between the YM and the
QSU, NCDV, and UK scquences. These absenvations,
together with the fact that escape mutations have not been
mapped to these regions (14,45, Meckow-et al:, in-press),
suggest that they do not have a role (at lezst a major onc) in
the induction of neutralizing antibodies,

Recently, Benficld et al, (D. A, Benficld, E. A. Neleon,
and Y, Heshino, Abstr, VI Int, Congr, Virol,, R11.19, p.
111, 19¢6) obtained a monoclonal antibody (57-8) which
cfficiently ncutralized viruses of serotypes 3, 4, and 6.
Analysis of the amino acid scquences of the serotype-

relevant regions of VP7 among diffcrent rotavirus strains | -

Mackow et at;; in press) showed that amino acids 9910 101,
214, and 218 were corscrved among viruses of these three
serotypes and were different among viruses of serotypes 1,
T, and 5, which were not nevtralized by monoctonal antibody
57-8. Interestingly, rotavirus YM shares the amino acid
specificity in these pasitions with the viruses of serotypes 3,
4, and 6, making it a good natural probe with which to
analyze the specificity and amino acid sequence require-
ments of monoclonal antibody 57-8 for rotevirus neutraliza-
tion,

On the basis of the RNA genome electrophoretic pattern,
rotavirus Y'M was widespread in Moaico in 1983, the year it
was isolated; its characicristic clectropherotype was ob-
served in all but one of the porcine rotavirus-positive sam-
ples detecied. However, in subsequent years, a systematic
screening for rolaviruses in swine was pot continuved, and
therefore we do not know whether the high prevalence
observed for this electiopheroiype in 1983 was maintained
over the following years or whether it was replaced by a
difierent electropherotype. A serological survey of porcine
samples for antibodies against OSU, Gortfried, and YM
would help to reveal the incidence of infection of Mexican
swine by these three viruses.

It seems clear, from the appearance of new rotavirus
serotypes and from the various 2nd complex patierns of
cross-reactivity that have been observed, that the immuno-
logical relationships among different rotavirus strains are not
as simple as initially thought. Thus, before safc and effective
animal and human rotavirus vaccines can be designed,
further structural and immunolegical studies, together with
the determination of the relative prevalence of the different
rotavirus strains, are necded.
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DISCUSION

Actualmente, basados en ensayos de neutralizacidn in vitro
los rotavirus se clasifican en 7 diferentes serotipos . Esta
clasificacidn considera a todos los rotavirus, independientemente
de la wspecie animal de donde fueron aislados. Dentro de estos 7
serotipos, cuatro serotipos (1 al 4) pertenecen a rotavirus
humanos y cinco serotipos (3 al 7) pertenecen a rotavirus de
especies animales . Notablemente cepas de rotavirus con serotipos
3 y 4 se han aislado tanto de humanos como de animales.
En el caso de rotavirus porcinos hasta ahora solo se han descritoe
dos serotipos distintos, clasificados por Hoshino et al, (34) como
serotipos 4 y 5, representados por los virus Gottfried y 0SU,
respectivamente.

Los resultados de neutralizacidn obtenidos en este estudio
demuestran de manera consistente la exclusividad antigenica de YM
respecto a los seis serotipos analizados.

Aunque no estuvieron disponibles para nuestro estudio cepas de
rotavirus pertenecientes al serotipo 7, el hecho de que virus con
este serotipo hayan sido aislados solo de aves (pollos y pavos)
sugiere que YM representa en realidad un nueveo serotipo de los

asiete clasificados.
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En los resultados mostrados en la tabla 1 se observd que el

suero anti~YM no neutralizd significativamente a la mayorfa de
virus de otros serotipos. Sin embargo, el rotavirus YM fue
consistentemente neutralizado aunque a bajo t{tulo, por los
diferentes sueros anti-rotavirus. Trabajos previos han demostrado
que anticuerpaos dirigidos contra VP3 pueden participar en la
neutralizacidn del virus. Es probable que en los diferentes
sueros probados existan anticuerpos que posean afinidad para VP3
de YM y como consecuencia se observe cierta neutralizacion .
La no relacidn antigenica por ensayos de neutralizaciédn de la VP7
de YM con las VP7's de rotavirus de serotipos 1, 2, 3, vy 5, es
apoyada por la resistencia del virus YM a ser neutralizado por
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la VP7 de rotavirus
pertenecientes a los serotipos mencionados.
El ensayo de ELISA para determinar el subgrupo de los rotavirus,
mostro que YM pertenece al subgrupo I, al igual que el rotavirus
0SY, mientrae que el rotavirus Gottfried pertenece al subgrupo
II. Este resultado muestra una diferencia importante entre el
rotavirus YM y el rotavirus Gottfried, el cual no estuvo
disponible para este estudio.

Sabiendo que VP7 es la proteina que determina principalmente el
serotipo de cada cepa de rotavirus, resulto atractivo el
profundizar su estudio en el rotavirus YM, para asi conocer su
estructura primaria y su relacidn molecular con otros rotavirus
ya estudiados. El gene que codifica para esta proteina puede ser
el 8 o el 9 dependiendo de la cepa de rotavirus. Una hibridacién

heterdloga del genoma total de YM con la clona pSR7-65, que
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contiene una copia de cDNA del gene 9 del rotavirus SAi1, mostrd
que en YM, VP7 esta codificada tambi€n por el gene 9 (Lopez M.T.
et al, manuscrito en preparacidn).

La secuenciacidn del gene 9 de YM a partir de clonas
obtenidas de un banco de cDNA ‘construide por Lopex et
al.(manuscrito en preparacidn) mostrd una secuencia nucleotidica
con caracteristicas similares a las reportadas para otros genes
equivalentes. La comparacidn de la secuencia obtenida con las
descritas con anterioridad mostrd que el gene 9 de YM es mds
homdlogo a los genes equivalentes de rotavirus aislados de
animales que aquellos aislados de humanos. La mayor homologia la
tuvo con el rotavirus porcino 0SU (82%), lo que probablemente
refleje la especie animal comdn que infectan.

Las secuencias de amiqoacidos correspondientes a VP7's de
distintas cepas de rotavirus han mostrado homolog{as de entre 91%
y 100% para cepas de un mismo serotipo, wmientras que cepas
pertenecientes a distintos serotipos poseen una homologfa no
mayor del 86%. Cuando se compard la secuencia de aminodcidos de
VP7 de YM con las equivalentes de otras cepas de rotavirus (Fig.
6), se observd que las secuencias mas homologas a YM fueron las
derivadas de rotavirus pertenecientes al serotipo 3 (86-89%). 8in
embargo, el comportamiento de estas dltimas fue similar con las
cepas D, ﬁo, M37, Wa, ( serotipo 1), OSU (serotipo 5) y NCDV y UK
(serotipo &), donde 1a homologia fue de B1%-86%. YM y 0OSU

mostraron tambien una homolog{a relativamente alta (87%). Estos
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resultados implican que puede existir una homologfa de hasta el
89% entre dos cepas diferentes sin estar relacionadas

serotipicamente.

Con la obtencidn y secuencia en SA11 de mutantes que escapan

de la neutralizacidn por anticuerpos monoclonales especificos

contra VF7, se han mapeado 3 diferentes regiones de la proteina
que parecen ser fundamentales en la neutralizacidn del virus.
Estas regiones altamente conservadas entre cepas de un mismo
serotipo y diferentes entre cepas de distintos serotipos (Fig. 7)
estuvieron localizados en 1los aminoacidos B87-101 (region A),
143-152 (region B), y 208-221 (region C).

Cuando Dyall-Smith et al (14) compararon las secuencias de los
mutantes de SA11 con las correspondientes en el virus nativo,
identificaron cambios en lps aminoacidos 94 (Asn x Ser) y 96
(Asn » Asp) de la regidn A; 147 (Thr x Ala) de 1la regidh By 211
(Asp % Asn) de 1la regidn C. For otro lado, Taniguchi et al
demostraron cambias similares en los aminoacidos 94 (Asn % Ser) y
97 (Asp x Gly) de la regidn A y 211 (Asn % Asp) y 213 (Asp % Bly)
de la regién C, utilirando la cepa KU de rotavirus humano
fserotipo 1). Basados en estas observaciones se ha determinado
que estas regiones contienen epitopes de neutralizacidn. Cuando
se compararon las regiones A, B, y C entre 2 cepas con el mismo
serotipo, solamente difirieron en uno o dos aminocacidos. Sin
enbargo, cuando se compararon las regiones correspondientes en YM

con las descritas anteriormente, una amplia diferencia fue

observada con todas las cepas analizadas.
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| Estas observaciones de tipo molecular, confirman que el rotavirus
'Y pertenece a un serotipo diferente a los siete clasificados,
¥®i como habia sido mostrado por los ensayos de neutralizacién.
PAFor otro lado, la existencia de cuando nmenos 3 regiones (A, B,
w C) que contienen epitopes de neutralizacién implica que la
mpecificidad de serotipo esta deterninada por aminoacidos
rubic ados en distintas regiones que en conjunto determinan la
eespecificidad serotipica para cada cepa de rotavirus. Finalmente
Iscs cdatps obtenidos en este estudio sugieren que dentro del
ysener—o rotavirus, YM es un buen candidato para ser cansiderado
tocomn un nuevo serotipo tanto para la especie porcina como para

|le3s diversas especies animales existentes, incluyendo la humana.
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