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1HTROJJUCC10H 

El probl•ma de l•• ga•tro11nteriti• aguda• •• un t•m• 

.. dw con•iderAble i1tportanci•· d•bido • que repr-.e .. nt• una de l•• 

principal•• cau••• de 110rtalid•d 11ntre la población infantil. 

En :1982; ·Snyd•r y Herson ·con dato•ode estudio• realizados en 

Africa, AllHfrica Latina y Asia (eKcluyendo a ~hina>, esti-.r.on 

que anual-nte · ocurren· entre 744 ·y 1000 ·mi Uone• d• episodios 

diarreico• y alrededor de 4.6 11illanes de .111uert••·por -t• c•u••• 

en nifto• ·-norea de ~ año• (34). Por ·ell.o, la Or;•niz•cidn 

"undial de la Salud ha des•rrollado un Prograaa para •l control 

de la• enfer111edede• .di·•rreicas, .. ·con .·el objeto de· .di-inuir los 

alto• ~ndicea .de 111Drbilidad y 111ortalidad •. Cabe .11encianar, que. 

::-te problema no es eKclusivo de l• :especie humana·:sina que 

afecta tambilin • -pecie• economica11.-.te i111part•nt-, CDlllD el 

.,vanada .bavi na y . el porcina 11ntre. otr••· 

La• rotavirua san ahor.a ampliamente reconocidos dentr.a de loa 

,.agentes · •ti ola11i ca• causante• de· ·IJA•traenteri ti.s viral .quda, 

:tanto 11n hu111anaa. co1110 en diversa• eapecies ·ani••l-· (23>. Estos 

-virus •fectan· pr.incipahnente • 111Amifero• recten nacida•, donde 

·el grado de deahidratacidn debida A.la diarrea llega a ser 

·:canaiderable y provoca en l• mayoria de-.loa. c-awas l·• ·•uerte. 



Aunqu• lo• rotavirus 

lavado int••tinal de· .un 

•• habian •ncontrado, d••d•· .. 1963.en el 

mono v•rvet (41>, ·f&J9ron r•al1111nt• 

consid11rados cuando se de•cubrid que.infec·taban a l•"••p1tei•. 

hwnana. Actual11141nt•, debí do a· su importante papel ··.ca-.o •Qttnt• 

•tiologico d• .las diarr•a•, ·l• inve•tigacidn •n rotaviru• ••ha 

·.ncaminado hacia •l conocimi•nto .dtt .•u patog•nia, ••i como da 

•u• caract•ri•tica• molecular•• y antigenicas C36). Todo ••to, 

.. con·•l ·fin d• elaborar inmunogenos .capace• =·d• inducir prot1tecidn 

P••iva o activa contra esto• virus, ya •••· 119diante . la 

uti l"izacidn d•l. virua COl!lpl•to o· medi·ante •l uso .de ·proteínas 

viral•• producida• por m'todos ·d• ingW1i1trÍa 

;•nética. 
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En 1973, Bishop •t al, al •xaminar al ·-111icroscopio 

el•ctranico . biopsias .daod•n•l•• • de niños hospitalizados · .qu• 

·pad•cÍan gastro•nteritia aguda no bacteriana, encontraron ·y 

·deacribi•ron partl'.cul•• virales similares a ··.orbiviru• -(9). 

realizados por otros autores. 

refirieron a .lot1 rotavirus· como -"virus . de la ·-9-troent•riti• 

infantil" o como "agent•• si111ilar•• a reovirus'' <21,SO>.-

rctaviru•i del l atin rota (n.1•da), a este -nu•vo grupo· de virus, 

ya que ~l micro•copio ·•lectrcnicc las partículas virales 

co~pl•tas, for111Ada• por una doble capside, tienen la aparilfflcia 

. de ·una ·ru•d• de carr•ta donde l·•• ·proyecciones 'de l·a c~side 

interna suc;¡ieran la apari•ncia de rayos ·que .sostien9""Un lic;¡ero 

borde liso de c'p•ide ext.,-na <22>. En eate tipo 'de ·preparaciones 

•• comun cbs•rvar tanto partícula& completas <con doble c'p•ide) 

.d• '70·nm de di.jmetro, como partículas virales qu• solo poa•en la 

c•p•id• interna con una periferia rugosa y de aproxi111&da11t1nte 60 

n11 · de ·di·,111atro (33>. Recient9111ente ae ha ·d••cri.to, .al :analizar 

los virus al microscopio electronico por •l 11titodo de 

·criofractura, .la pr•••ncia de peplomero• .de .aproxinuada-nte 6 n11 

d11 larc;¡o, los cuales •• proy.ctan de la superficie -de-·la capa. 

:•Kt•rna ·hacia el nMtdio .<61> •. Le• partlculas.:de:dabl• y de una 

l. 38 gr lc11~ 

:reapec:ti·v•m•nte, ae .pUttden .111tparar ;por ·centri-fugacidn . .,, 

3 



;radi•nt•• d• d•n•idad d• cloruro d• c••io. Por· •ll,o, ••t• 

.m,tado ·- · comunaient• utilizado .para obtener •n ·forma .pura 

cualqui•ra d• l•• formas d•l virus. 

En todas las·e•p•ci- de rotavirus la infectivid.d viral paraoc:e 

d•p•nd11r de la presenciad• la c'p•ide externa, la·cual ••·pi.,.d• 

cuando las part{culas son tr•tadas con .agentes :quel.nt•• d• 

calcio,. como el EDTA y EGTA. Sin embargo, durante •l ciclo 

.. replicativo del virus, la r•mocidn de esta c'p•ide es · n11eesaria 

para que la RNA polimerasa •ndog•na pueda activarse y 

transcribi·r •l genoma 

El ;enema de lo& rotavirus est~ compuesto por 11·segmentos d• 

"acido ribonucl,ico de doble c•dena !ARNdc)., cuyos tamaños van 

·desde 660 hasta 3700 pb. Estos segmentos pueden·ser separados 

electrofareticamente en un.gel· de poliacrilt1.111ida, dando un patrón 

•lectroforetico caracter{stico, conocido como electrof9rotipo 

. !Fi·g. 11. En algunas cepas de ratavirus humano, los ·••g11111nto11 10 

y '11 ·11igran ligeramente menos que lo usual dando un 

.electroferotipo "corto". Sin :embargo, en ··estudios epidemiologicas 

se ha visto que es m~s com6n encontrar cepas con electroferotipo 

"largo" !Fig. 1>. 

Por las caracterlsticas 111Drfoldgicas y fisicoqulmicas que 

.-pr .. entan los ratavirus, se encuentran agrupados 
, 

t:c1mo un . ·ca•nera 

En la literatura •• ·han r.eportado infeccion .. par 

rotaviruw en diversas especies animales, sin elllbargo, •1 •'• 

.•studiada •• •l rotavirus de simio SA11. Esto •• debió 
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oriQinal,..nt• a la facilidad par• crmc:.rlo en cultivo d• c'lula• • 

. PD•teriarment• ·••-.n•cribió qu• •l ratavirus 8A11 ... lllUY •i•il•r 

anti;•nicam•nt• a las c•pa• d• rotaviru• hu•.nCHJ p.,.t•nec:ient•• 

•l .. ratipo 3 Cv9r 111'• ad•lante), -E•ta•.c•racterÍ•tica• lo han 

h•cho atractiva como modalo de ••tudio, .y par con•1tc:u•ncia, la 

mayor p•rt• de la infar,..cidn' ·•Ki•tent• .•abr• · ratavirus· ••t' 

basada •n ••te modelo. Lo• ·rotaviru• humano• ··han pr•••ntado 

,mayor•• dificultade• para •u •daptacidn en cultivo de c4lula•, y 

aunqu• •>cl•t• •n la literatura infarmacidn •abre ·••trat~ia• de 

cultivo, aÜn no •• con•idera una practica rutin•ria .C3:S>. 

Aunque lo• dato• aportada• por lo• prifll9ro• ••tudios 

. bioqulmica• .•obre las prat•Ín•• d• .rotavirus na · ...-an Muy claro•, 

actual11111nt• se conoce con m'• d•tall• •l a•i;na~i.nta ;4nico d• 

prataÍn•• tanto estructural•• como no·,••tructural••• '••i coiao l•• 

funciones de al;unas de las proteinas estructur.•l•• <cuadra 1). 
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Cu1dro l. C1mt1ri1tim dt hs prohÍm codific1dn por los once 11g11ntos de RNA dll rohvirus d1 1hlo SAi!. 

Ptso 1ol1cullr 11tiudo "odilicaciÓn Pno 1oltcuhr estiudo lacillución 1n la 
S1g11nto del producto de tr1ducci6n postraduccianal del producto 1odificado c1pside y función 

1251000 !VPll ninguna ninguna inhrn1 121 d1 11 Cll 

94,000 IVP2l ningun1 881000 lntern1 1151 dt h Cll 

' BB, 000 IVPtl ninguna interna 10, 51 de h Cll 

881000 !VP3l ro1phiento 60,000 externa lau1tnta de la lnltcti vid1d1 

28,000 heuglutinlna y antigeno nnor de 
neutraliuci6nl 

53, 000 lNSl ninguno ninguno 

41,000 lVP6l ninguno ninguno intern1 (511 de li Cl,1ntigeno de 
subgrupo, transcriphsa viral ?l 

7 341000 (NS! ninguno ninguno 

35, 000 !NSl ninguno ninguno 

1 
:1 
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j¡ 
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" 37,000 lVP7l glicosilado 381000 !VP7l externa (1ntlgeno uyor de n1utr11iucloÍ11 

serotipo, interaccion con receptor dt 11 d11¡ 

10 20, 000 lNSI gl lcosi 1 ado 291000 (NSl 

11 26 1000 !VP91NS ?l si,desconotida 27 1000 !VP9l extern1 ? 

VP• Proteln1 vlr1l tstructuril 1 NS= Proteína no estructural, CI• Capside interna 
• PolipÍptido d11crito r1cient111ente por Liu et 11 lGI, designado co10 VP3 por ser el producto del 11g1ento 31 y proponiend. 
co10 VP4 al producto dtl 11g11nto 4. 
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Cuando •• analizan por electrofar••i.• •n c¡¡•l•• ·d• poUacril-ida. 

e>etrectoa d• c:élul•• inf.ctadas can •l·r.otaviru• &AU, ·••.pueden 

ab••rvar cuando 1Mtno• anc• diferent•• prot•Ína• qu• na •• 

.ab••rvan •n cihulaa na inf.1tetada• <6> .• ·Bfli•·d• ell.a•,-·dena11inad•• 

VPl, VP2, VP•, VPJ, VP6 y VP7 •on incorporada• en la ·dobl• 

.c,pa:t;d•·d•l viru•, mientr•• que la• otra• na ••tan·"fJr...,.t•• en 

•l viru• CDlllPl•to, y por lo tanto •on d•nominada• proteína• na. 

watructural••· O. .l•• ••i• pr.ot•lnt11• ••tructural•• VPl, VP2, VP• 

y VP6 conforman la c'p•id• interna del viru•, mientra• qu•.VP3 y 

VP7 confar:111an .la c4pside. •xterna (33, 47>. 

Experi11111nta• utilizando anticuerpo• monoclanal••·cantra VP•·han 

,per11itida id•nti'ficarla ca111a l• -.por.tadara .d• ·epi.top•• -ea11un•• 

entr• ratavirua ai•lado• d• distintas ••peci•s <29,32,JS). Por 

otra lada, · ae .ha d•111aatrada par.analisi• .. ..,..alogica 4• vir:u• qu• 

han intercambiado genes de una cepa 

.oendmi·ca>·•· .que cuando .·-no• ·•><late· un 

can otra <r•arr91i1lo 

epÍtope no ca.Jn .en el 

polipeptida VPb cuando •• CO!llpar:a •ntre dif•rent•s cepaa. Esto 

~ltimo ha· ·hecho .clasificar a los· rotavirus en .doa grandes 

·aubc¡¡rupo•, •ubc¡¡rupo y subc¡¡rupo II. 

.Int•r•aantement•,. las cepas de rotavirua ·hu111anos.cl••ificadC111 

co110 ·subc¡¡rupa I carr•apanden a c•pas can electr.oferoti·po · "car.to" 

Y de ••ratipa.•2t ·· •i•ntras· .qu• .l•• de .subc¡¡r.upo U carr.-panden a 

cepas con un •lectraferotipo "largo" y aerotipo·l, 3 0 4
0 

Na 

e>elste una "'•11plicacidn clara .. •ntr• la ... posible ·correlacidn, 
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subgrupo-•l•ctrof•rotipo-serotipo. Como •Kc•pción,-r.ci9rlt•ll9nt• 

. ae ha d••crito la c•racterización d• un ,rotavirus··hu .. na d•l 

subgrupa I, •l•ctroferotipo largo, y p•rten.ciente al· •eraUpo 3 

(37> • 

. ~if•r•nt•, ya que todos los reportado• can la ·eMcepción d• una 

cepa bovina· y do• de conejo descrita• reci•nt1t111ente• '160), ti.n.,, 

·el•ctraf·•rotipo• -"largo•"• y· pertenecen al aub;rupo 1 ·-<•Mc41Pt.a 

lo• rotavirus porcinos Gottfried y SB-lA, y la c•p• R2 d• conejo 

,pert.•n•cient.es al subgrupo II>. 

Con -relacidn a las proteínas de c'psid• eKterna·VP3 y VP7, •• 

.sabe .. qu• en · all•• -- encuentran determinante• · ant·i.gen.icoa que 

inducen el hospedero lil produccidn de anticuerpos 

neutraU·zantes .capee•• de inhibir la ·infacci6n viral 1D. ~ 

<7,30,499 62>.. .Eato · se ·ha .demostrado mediante pru.baa de 

neutralizacidn,. utilizando anticu•rpo• policlonal-ea y 

monaclon•l·•• que r.conocen atlltl•• proteÍn•• C49). VP3, ,de S8Kd d• 

pe•o lllOl•cular, ad••'• de· ser la h11111a9lutinina viral, e• 

r:-pan•abl·e de provocar. un au-nto -de la in-facti.vadad del virus 

cuando ••te e• tratado con trip•in• C19,20). Se ha dlHI09trado 

que al incubar partícul-.• co11pletas de ·rotaviru• SA11 en 
• 

pr••.,,cia de trip•ina, VP3 sufre un corte prot.alitico que vener-a 

das -~alip•ptido• de ·60f<d y 2Bl<d, denominado• VP~ y VP8 

r••p•cti va1111nt• 119). Pu••t.o la ·tripsina actda 

,.••p•cificA1Unt.e.·•obre el viru• y na sobre la .c,lula; •• ··prababl• 

que l•• terminal•• d• uno o ambo• pclip.ptido• gen•r.ado• activen 
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un paso te11prana de l• r•plicación viral y·como.canaecu.ncia 

ocurra el aum•nta de la infectivid•d qu• parece ••r colllÚn •n 

todas laa ••P•ci•• d• rotavirus. 

Can •l conaci mi •nta de la ••cuenci'.• deducid• de 

aminaÁci·das ·.par.a l• proteÍn• VP3 · de 6A11 y • ·trav•• de l• 

secuencia~ián directa del extr11111a NHi ter•inal de VPS y VPB, •• 

h"• preciaado la re;ián de ·.corte con tripsin• r_.apan .. ble d•l 

aum•nta de l• infectividad. Los das sitias potencial.e• de corte 

·••tán l.ocaHzadas en ·l•• arginin•• •n posici·ón 241 y 246 de la 

secu•ncia compl•t• (38). Estudias más esp•cÍficos, .comparendo. l•• 

secuencia• de •mino•cidcs en l• región d• ·corte obtenida• de 

ratavirus de erigen hU111ano y animal, muestran que l•• arvininaa 

·••un .canaervad•• en .l•• 111i11m•s posicione• (39>. Esta .. au9i•r• que 

•l m•cani•mo por medio del cu•l se lleva • cabo ••te au11ento de 

l·• ·infectividad •• el mismo en todas las -pecies de ratavirua. 

'Por otro lado, l • gli coprote:í na VP7, de 37Kd d• pese 11101 ecul·ar, 

codificad• par •l gen• 9 .en el rctavirus SA11, -•• quiza la •'• 

atractiva para producir in111Unogenos con tecnolcgla de ADN 

recDllb·in-.nt• con .el fin d• obtener vacunas para proteger contra 

la diarr•• causada par rctavirus. Esto •• r•fl•J• •n la gran 

Cilntidad de.informacidn ac•rca -de la estructura 'Primaria de VP7 

obtenida de rotavirus pltl"'t•n•ci•ntes • dif•rentes.sltl"'otipoa, y en 

_l·a. Hfuer.-zaa :qu. han ll•vadc a su ·11íntesia .can dif•rant•• 

11iatemaa d• •xpr•aión cama E. ccli, BV40 y •l viru•· vaccini·• 

.C2,6>. .El 9•ne .qu•. codifica ·para VP7; '•-•ta .COtlJJU•ata de 1062 

nucl•otidoa, can 2 posibles sitios en f••• para •1· inicio de 
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traduccidn, loc•lizados •n los nucleatida• 49-~l y 136-138 

r••p•ctivam•nt• y un cadon d• t•rminacidn en los nucleotidos 

1027-10~ <4,26), Recientem•nte, se ha demastr•da ·que.•n el 

ratavirus d• simio 9All los dos sitios d• iniciación son 

f.uncional•• esto se h• hecho por estudios con •i•tema• d• 

traduccidn in.~ utilizando mRNA del gene 9, los productos de 

.traduccidn • .partir de •inbos sitios de iniciación fueron 

inmunoprecipitacidn utilizando 

anticuerpos especifico• para VP7 t12, 18). Considerando el primer 

sitio de iniciacidn, el gene codifica para una glicoprote(na de 

326 aminoacidos, con un peso molecular aproKimado de 37Kd 1 

•i•ntras que la proteína sintetizada utilizando el segundo 

sitio de iniciacidn pasearía un peso molecular aproximado de 

3~.3 Kd <12), Cada uno de loa potenciales sitios de iniciaci6n 

•• .seguido por una secuencia que codifica para una región de 

amino,cidos hidrofobicos, que probablemente participan en el 

.transporte de VP7 • traves del ret{culo endopl'•~ico y finalmente 

•• ensambl• •n la sup•rficie del virus 1~7>. 

VP7, además de ser el iHyor anti geno de neutrali zaci án , 

•• r•sponsable de dar la especificidad de serotipo a los 

rotavirus. Por ensayos de neutralización ill vi.t.al, los rotavirus 

... h•n clasificado en siete diferentes ·serotipos (9 0 34). Los 

serotipo• y 2 ••tan representados exclusivallMlnte por rotavirus 

hulllAna•s los serotipo• 3 y 4 involucran tanto rotavirus humanos 

caao de animales¡ finalmente los serotipos ~. 6 y 7 agrupan 

.exclusivam11nte rotaviru• de ·especies animales. ·Recientemente, 

•• han descrito tres dif•r•ntes cepas·de rotavirus, denominadas 
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69M y Wlál (humanos) y 8223 <bovino) <1,14,43) las cuales poseen 

caractar!•ticas serologicas distintas a las que presentan los 

serotipcs del 1 al 7 por lo que se han propuesto como posibles 

serotipos B, 9 y 10 respectivamente <ver cuadre 2). 

Hace aproximadamente 3 años, en nuestro laboratorio se aisló 

una cepa de rotavirus a partir del contenido intestinal de un 

lechón con diarrea. Este virus, designado YM, fue adaptado a 

crecer en una línea celular CMA104l derivada de c~lulas 

epiteliales de riñen de mono en presencia de pancreatina, de tal 

manera, que puede obtenerse en cantidades suficientes para hacer 

estudios moleculares y bioquímicos del virus. Experimentos 

preliminares han demostrado que el virus cultivado mantiene su 

patogenicidad en cerdos recien nacidos. El poder cultivar este 

virus can facilidad in. Y.U;J:g, y el hecho de que conserve su 

patagenicidad in vivo, lo hacen un candidato atractivo como 

modelo de estudio ya que nos ofrece la posibilidad de contar con 

un modela animal apropiado para hacer experimentos de proteccidn 

i.!l. ~ con los posibles inmunogenos que se desarrollen en el 

laboratorio. Por ella nas hemos encaminado al estudio bioqu{mico 

y molecular de este virus, con la finalidad a largo plazo de 

poder sintetizar las proteínas de superficie VP3 y VP7 en 

•istemas eucariotes y/o procariotes, por medio de técnicas de 

ingeniería genética, y asi probar su capacidad para inducir 

protección centra la diarrea causada por rctavirus, 
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C.ldr1 2. S..1t1,.. • ratavirH Mtwli1llllD1 ,ar muraa • •tralizecldn iUl!r!• 

llratipo lltnir11....., lat1vlr111 111l11ln 
..... atm,..1 .lc.,.1 111'atlti110I 

·tia, 0 1 D,• 

2 1&-1, 52. m, 390 

3 P, 11, lllU 57/141 llD, Ita, Mil, •IM l1llial, 00-1 
.-ta,. lD, lldl2 lt1111Hl1 Tah lflliMl1 

11-2 llllUlllOI 

4 m, sl4,-.. .. Sl-2¡. illttfritd l,arcl11111I 
lllClll 

5 111 1•111111 DSU l,artlnal 

' · IDY1 UK lllovi1111I 

DI 2 y Ty 1 lavnl 

1 '""• m 

' 111-61, f«I 

10 1223 IMvlnal 

:IDTAI Lll •lltif• 11 t, ylt ftlr• 11:.-tw ncillt...t9 • 11 Yll tantrna 
· 111teruci•1l 111 Vlr1l11ia, -AIHta 4119171 U.t•, Cllada. 
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Hasta ahora se ha logrado clonar una copia de cDNA 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 

genes que codifican por las proteinas VP3 

de la secuenciacidn de estas clonas 

complementario a los 

y VP7 y asi, a trav~s 

poder obtener la 

estructura primaria de cada proteína. Esto a SLI vez, permitiria 

la construcci6n de copias de cDNA completas de cada gene para su 

posterior expresión en bacterias o en c6lulas eucariotes. 

Como parte de la caracterizacidn de este virus, para ser 

utilizado como modelo de estudio en el laboratorio, es importante 

determinar el serotipo y el subgrupo a que pertenece. Hasta 

ahora, en la literatura se han descrito dos tipos de rotavirus 

aislados de porcinos, representados por el rotavirus OSU 

<serotipo 5, subgrupo Il y el rotavirus Gottfried (serotipo 4, 

subgrupo Ill. 
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OBJETIVOS1 

1. Determinar el serotipc y subgrupo del rotavirus de cerdo YM. 
~ 

2. Determinar la •ecuencia nucleatidica del gene 9 de este virus, 

el cual codifica por la ;liccprotelna de cápside externA VP7. 

3. ·Analizar la .. cu•ncia de •~inoacidos de VP7 del rotavirus VM, 

deducida a partir de la secuencia de cDNA, comparandola ccn l•• 

•ecuenci•• de VP7• derivadas de rotavirus pertenecientes a 

diferentes serotipos. 
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HATERIALES Y HETODOS 

.. c•lular. - Se utilizaron monocapa& confluentes 

de c~lulas de rinon de mono rhesus adheridas a fr•scos de 

plá•tico de 75 c~ Y 150 c~, tubos de vidrio neutro de 30 cm o 

c•J•• de 96 pozos m•rca <Costar>. Esta l{nea celul•r, denominada 

"Al04, es cultivada con mttdio esencial mínimo <MEM> con sales de 

E•gle, suplement•do con suero fetal bovino <SFB> al 10% e 

incub•d•• • 37°C con atmosfera humeda al 5~ de COi. 

C9P•• viral••·- Se utilizaron 6 cepas de rotavirus cultivables 

provenient•s de diferentes especies anim•les y pertenecientes a 

diferente& serotipos. Cepas de humano: Wa (serotipo l>, 82 

. (serotipo 2) y ST3 (serotipo 4 ) ; de simio: SAl 1 (serotipo 3) ¡ de 

cerdos OSU (serotipo.5) y de bovino: NCDV <•erotipo 6). Los virus 

Wa, S2 y ST3 se obtuvieron de Y. Hoshino <National Institutes of 

Health, Bethesda, Md>, el virus SAll de H. Malherbe <Gull 

L•bor•tories, Salt L•ke City>, el virus OSU de L. Saif (Ohio 

State University, Wooster, Ohio> y el virus NCDV de R.S • 

. Spendlcve <Utah State Univarsity, Salt L•l:e City, Utah). 

d• la• e-•• viral.••·- L di -~ os ferentes virus fueron 

tr.atados·con tripsina (1:250 DIFCO> a una concentracidn de 10 
ug/111 durante hora a 37° c. p oster_iorment11 los virus se 

inacularon-en monocapas confluente15 d ' e celulas MA104 en tubos de 

vidrio Y •e incubaron en cultivo rotatorio dur.ante 1 hora. 
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.. Despues de este .período de adsorción, se agreg•ron 5 ml de l'IE" 

sin SFB y lo• tubo• se mantuvieron 

efecto citop,tico. 

lu.,.09 .,_ti-rotavirus.- Los 

a 37• e hast• que presentaron 

sueros anti-rotavirus contra 

serotipcs 1, 2, 3, 4 y 6 (producido• en conejo) fueron obtenido• 

de L. P•dilla <IMSS), Los suero• •nti-OSU Cserotipo 5> y anti-VM _ 

.se produjeron en nuestro l.•bor.atorio, utilizando virus purificado 

por gradiente& de CsCl: Ratones Balb/c de 2-3 semanas de edad 

cuyo suero presentaba un título anti-rotavirus YM menor de 1:~0 

en un ensayo de neutralizacidn, fueron inmunizados por. v!a 

subcutanea con 3 inoculaciones de 50 µg de virus a intervalos de 

14 y 21 dias. La primera inoculación se hizo ~ezclando el virus 

con adyuvante _completo de Freund's y las dos rest•ntes con 

adyuvante incompleto. Una semana despues de la tercera 

inoculación los ratones fueron sangrados en blanco y los sueros 

fueron titulados por ensayos de neutralización in vitrp con el 

virus ·homólogo. 

Cuantificacidn d• part,cul•• viral•• inf•ccio••• por un ttn••vo d• 

,iftllUnop.,.oKida ... -

1. Los virus a titular se incubaron con tripsina 10 ug/ml 

durante 1 hr a 37ºC. 

2. PostericrMente se hicieron diluciones seriadas 112 del viru• 

•n f'IEl'I sin SFB, ·en 111icropl.ac.as est,riles de 96 pozos. 
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3. L•s dif•rentes diluciones del viru• •e utilizaren para 

infectar por duplicado monocapas de c'lul•• MA104 en una caja de 

tnicrotitul•cidn de 96 pozos, la cual hati{a •ido previamente 

.lav•da dos veces con PBS est~ril. Posteriormente esta, fue 

incubada a 37ºC durante 1 hr. 

4. El inocule •e 

.estllfril. 

retird y la caja se lavd dca veces con PBS 

5. Se agrego a cada pozo 200 µl de l'IEM sin SFB y •e incubó a 37 

•e durante 12 hrs. 

6. El medie se retird y nuevamente se lavd con PBS. 

7. L•s cellulas 5e fijaron, ·añadiendo a cada pozo 75 ul ·de acetona 

al sor. en H20 e incubando a 371 C durante 20 min. 

;B.· L• c•Ja ae lavd dos veces con PBS y se dejd secar. 

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

t{tulo de 116400 por ensayo de neutralización, se preparó un 

volu111mn apropiado de una dilucidn 111800 en PBS para agrmgar SO 

µl • cada pozo. La caja se incubd a 37 ° C durante 1 hr y 

poatericrmente ae lavd dos veces con PBS. 

10. Posteriormente, a c•da.pozo •e le agregó SO µl de ·proteína A 

•arc•da con peroxiqasa <A1111tr•haml, diluida 112500 en PBS • Se 

incubó• 37• Cdurante 2 hrs. Pc•teriormente la caja fue lavada 

de• veces con Pes. 

11. A continuación •• agrmgarcn SO )Jl de una •ezcl•, hecha con 

4 ml de buHer de acetatos O. OS 11 pH S. OJ 1. S ml de 9-amino eti l 

C•rbazcle (4 mg/ml de dinietilfcrm•midal y 10 µl de peroxido de. 

hidrageno •l JOX y se incubó a 371 C durante 5-10 min. 

12. La caja se lavo 4X con HiO destilada. 
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13. Las c'lul•• t•"ict.s se cont•ron en un microscopio invertido 

de contr•ste de fa•••• barriendo cada pozo en forma vertical con 

.el c•mpo que •barca el objetivo 25X, lo cual representd 

apro><im•dainente 115.5 del are• total del pozo. 

14. Para determinar el título de infecti vi dad viral se uti 1 izaron 

los sigui90t•• factores• 

N~ de célula• teñidas x dilución correspondiente x 5.5 x 20 

• N~ de unidades formadoras de focos/ml <µff/ml>. 

En•ava d• neutrallzaci6n i.D. ~ d• rataviru• a trav9z de la 

·rAICluccidn .del nY..,.a -G• ·unidad•• oforudar•• dtt foca• d• 

infec:cián. -

1. Utilizando cajas de ~icrotitulación se hicieron diluciones.por 

dup 1 i cado en 11EM, sin SFB de los sueros anti -rota vi rus, 

manteniendo un volumen de 50 ,ul por pozo. 

2. A cada pozo se le agregó 50 ,ul de una dilución de un lisado de 

rotaviru• <hom6logo o heterÓlogo segun el caso> que hab{a sido. 

previa111ente .cuantificado y conteniendo aproximadamente 550 ffµ. 

Los virus se incubaron con loa sueros a 37°C durante 1 hr. 

3. A .partir de este momento, se continuó con el punto 3 del 

protocolo de cuantificación de la infectividad vi~al. 

4; En este ensayo se consideró como título del suero, la dilucidn 

del mismo que neutralizó al menos el 60Y. de los virus infecciosos 

<.uff). 
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Cl"tt.,.io• P•I"• ..,.otipiftc•r •un rot•vil"us.-

P•r• asion•r un rot•virus nuevo como perteneciente a un 

determinado serotipo, necesario realizar 

neutr•liz•cidn i.!J. (9,34). Se •ugier• r•ali zar 

n•utr•liz•cione• reciproc•s, es d•cir, entre el rotaviru• 

candidato contr• antisueros de diferente •erotipo y rotavirue de 

diferente serotipo contr~ antisuero del rot•viru• c•ndid•to. 

Estos ensayos deben hacerse 

hipertnmunes. Durante los 

utilizando anticuerpo• policlon•l•s 

enaayos es nec•sario incluir la 

neutralización entre virus y antisuero homdlogo ya qu• .. con est• 

dato podr•n establecerse las proporciones entre título homólogo y 

títulos heterdlogos. 

Dos virus son considerados como pertenecientes al m!smo 

serotipo cuando l• prQporción t{tulo homólogo/título heterólogo, 

en el ensayo rec{proco, es menor a un factor de 20 (34) • 

.. Cel"ect.,.,•Uc•• d•l· banco d• c:DNA del· ;•nom• del rotavtru• v".­
DNA complementario al genoma total del rotavirus VM fue 

clon•do en el plasmido pMT21 I. Lopez, resultados no 

publicados). Este plasmido, construido por H.Huang <W•shington 

u.)' es de 189~ p•res de bases y posee un gene que le confiere 

resistencia • ampicilina. Cuenta también ·con un polilinker con 

los siguientes sitias Únicos par• enzimas de restriccián1 ~. 

Eco RI, ~. imLJ., hm..J:!.!., b!...1.o ~. 1'!9.L..ll, ~ y t:1i.nQ 

ll1. (4). 

Los fr•gmentos 

complementario de 

sintetizados 

doble caden• 

de 

CcDNA 

genom• de rotavirus VM, •e insertaron 
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Esto implica, que en el plasmido recombinante los dos sitio• par• 

Eco RI se conservan. 

Los plasmidos recombinantes 9e transformaron en bacterias ~· ~ 

MC1061. Las células bacterianas transformada& se seleccionaron 

por su resistencia ·a •mpicilina. Se obtuvieron. aproximadamente 

10,000 colonias, y actualmente estan disponibles para lo• 

ensayos que se requieran <I. Lopez, tesis de Maestria). 

11arcaJe cDNAdc por el miftado de "Nick 

1. Primer•mente se realizó la siguiente mezcla en un tubo de 

·plástico eppendorf de 1. 5 ml. 

- 0.5 µl muestra <~1oong de cDNA de> 

- 1.0 µl buffer NT lOX (0.SM Tris,0.1M MgCl,10mM Ditiotreitol 

y 0.11. de gelatina bacteriologica> 

- 1. o J.ll 0.2 mM (dGTP,dCTP,dTTP> 

- 0.25 µl DNAsa 1 <1 mg/ml> 1130000 en NT buffer. 

- 5 uCi de Lbe-~J dATP <Amersham> 

- 1.0 µl Polimerasa de E.coliI (S µ/~l> 

- 4.7~ µl de agua desionizada estéril 

2. La ~ezcla se incub6.a 14~C durante 3 horas. 

3. .La reaccidn se paró con 10 µl de solución de paro 2X <0.02" 

'EDTA,0.21. SDS y DNA de timo de ternera 2 mg/ml>. 

4. Se añadió al tubo 1 volumen de NH-t Ac 4M y 4 volumenes de 

etanol Absoluto. 

3. Se congeló a -70 ° e durante 15 minutos y se centrifugó igual 

tiempo en una centrifuga·eppendorf <Epp> a 10,000 xg 
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6. El boten de DNA marcado, •n •l fondo del tubo •• susp•ndió 

con 20 ~l d• Hao, y se repitieron lo• P••o• 4 y S. 

?. El boten final fue ahora resuspendido con SO ).11 de una 

.soluci c:Sn 10 mM Tris pH ? • S , O. 1 mM EDTA. 

B. Antes d• r•alizar la hibridación, •l cDNA de marcado <sonda 

radiactiv•> •• desnaturalizo calent•ndo • ebullición dur•nte 2 

minutos y despues se paso a hielo inmediatamente. 
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·Hlbrldaclán .. n calania.-

1. Bacteria• r•combinante&, obtenida& a partir del banco d• cDNA 

del genoma de VM, •• 9tlmbraron sobre filtros de nitrocelulosa 

por duplicado <Schleicher ~ Schuell>, •n caja& petri conteniendo 

medio luria <LB> <peptona de .caseína lf., extracto de levadura 

0.5f., NaCl 0.5f.) con agar al 21. (bactoagar>. A las cajas se les 

añadio ampicilina (100µg/ml>. 

2. Las cajas se incubaron a 37•c durante toda la noche. 

3. la& colonias bacterianas obtenidas fueron lisadas depositando 

uno de los filtros de nitrocelulo&a (de cada duplicado> sobre 

papel filtro humedecido en una solución de 0.5M NaOH,1.5M NaCl, 

durante 5 111in. 

4. Posteriormente, los filtros de nitrocelulosa se neutralizaron 

depositandolos sobre papel filtro humedecido con una solución 

0.5M Tris pH 7.5, 1.5M NaCl por 5 min. Este paso se repetido 2 

veces. 

5. Despue& de secar los filtros a temperatura ambiente se 

hornearon a 80 ° C durante 2 horas para fijar el DNA de plasmido 

desnaturalizado a la nitrocelulosa. 

6. Los filtros se lavaron con SSPE 2X (SSPE 2ox1 20 mH Na EDTA, 

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

5X para quitar lo• restos de bacterias lis•d••· 

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

l• si.guiente m•zcla1 

- 2.5 ml SSPE 20X 

- 5.0 mi Formamid• 
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0.1 ml D•nhardte 100X (2% Polivinil pirrolidona, 2% ficoll, 

2Y. albúmina ••rica bovina y 0.04 % azida de sodio) 

- 0.15 ml Dodecil sulfato de sodio <SDS> al 20% 

- 0.1 ml DNA de~ ILQ!j_ 10 mg/ml 

- 0,14 ml DNA de esperma de salm6n 7 mg/ml 

- 2.0 ml de 1-120 

B. 4 ml de la mezcla de prehibridación fueren retirados y •• 

•gregd la sonda radiactiva desnaturalizada incubando nuevamente 

42•c durante toda la noche. 

9. Se retiro la solucidn conteniendo la sonda radiactiva, y loe 

filtros se lavaron 2 veces con SSPE 2X a 42°C, a intervalos de 

13 min. 

10, Los fi 1 tres se lavaron 4 veces mÁs con SSPE o. 2X a 42 • C a 

intervalos de 5 minutos. 

11. Los filtros •• •xpusieron a una película fotografica Kodak 

X-Omat K durante 24-72 hr a -70 c. 

12, Las colonias bacterianas con plasmidos con insertes que 

tiwnen secuencias complementarias a la sonda radiactiva se veran 

obscuras en la autorradiografía. 
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l. Las bacterias con plasmido se inocularon en tubos eppendorf 

con 2 ml de LB con ampicilina (100,µg/ml> y ·se incubaron a 37ec 

con 1gitación durante toda la noche. 

2. Matraces con 50 ml de LB con ampicilina se inocularon con 0.5 

ml de cada cultivo crecido durante la noche y se incubaron a 37•c 

con agitación hasta alcanzar una densidad óptica de 1 a 550nm. 

3. En este momento se añadio a cada matraz 170 µg/ml de 

cloranfenicol <Sigma> continuando con la agitación por 

aproximadamente 12 horas. 

4. Los cultivos se pasaron a tubos de pliÍstico e•tériles de 50 ml 

y se i·ncubaron en hielo durante 10 minutos. 

5. Lot1 tubos fueron centrifugados a 5,000 rpm durante 10 min en 

una centrifuga Beckman usando el rotor SS34. 

6. Cada sedimento celular 11e resuspendio en 3 ml de una solución 

de 50 mM tris, 10Y. Suerosa pH B.5 ,80 mM EDTA. 

7. A cada suspensión se agregd 4 mg de Lisozima <Sigma> y los 

cultivos se mantuvieron a temperatura'ambiente durante 10 min. 

B. Los tubos se congelaron en hielo seco y posteriorm•nte se 

descong•l•ron a 37•c. Este procedimiento se r•pitió 2 veces con 

lo que se obtuvo un líquido viscoso y transl6cido. 

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

20 mi n a 4• C en una ul tracentr ifuga Becl:man usando el rotor SW55. 

10, El·sobrenadante de cada tubo se mezcld con 1.5 ml de LiCl al 
20X, 4.5 ml de isopropanol y se congeló en hielo seco. 
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11. El DNA de pl••mido precipl 1:adc, se colectd por centrifuQacián 

a 12,000 r-pm durante 20 nin • 4°C en una centrifuga Beckman, 

usando 11 rotor 8934, los botones se l•v•ron con •tanol al 70Z. 

12. Los botones se re11uspendl eron en O. 5 ml de una solución 10111M 

Trh pH 7. :5, 1mM EDTA y •~ anadio 30 pl de RNAs• A UmQ/ml 

hervida durante 30 minutos para inactivar DNAsas> y se incubaron. 

los tubos a 37°C por 1 hr. 

13. Lil& muestras se mezclaron con un volumen igual de fenol 

bi destil.ado ae agitaren en vortex durante 2 min V 1H 

centrifUQilron en la Eppendorf= dLtrante 5 min. Se guard6 la fase 

acuosa. 

14. A la -fase acuosa obtenlc:la en el procedimiento anterior se 

e>:trajo ahora con un volumen i. c;¡ual de. una mezcla fenol-cloroformo 

1: 1. 

15. El proc:edimiento anterior fue repetido utilizando ahora un 

volumen igual de cloroformo. 

16. A la fase acuosa recuperada se le agregó 1/10 del volumen de 

N•Ac 2M y 2. 5 volumenes de etanol y se congelaron a -70"C durante 

15 min. 

17. Deapues de centrifugar en la Eppendorf durante 10 min los 

botones ~uer-on resuspendidosc=on 50 µl de 10 mM Tris pH 7.5, 0.1 

111M EDTA. 

18. Pilr~ determinar la conc=entrilciÓn del plasmido se midid la 

densidad dptica de la soluci6n a 260nm. 
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Electrofare•i• en g•l•• d• agaro••·-

Para analizar las plasmida• obtenidos asi como digestion•• 

los mismos con enzima• de re•tricción, se utilizd la 

electroforesis en g•le& de agarosa (Sea Kem, FMC>. Los gel•• se 

·pr•pararon al O.B~ o al 2% •n buffer E lX (0.04M NaAc ,0.002M 

EDTA, 0.04M Tris, pH 7.4 ajustado con Ac. Acitico glacial). Lo• 

gel•• se •laboraron sobre vidrios de 7.~ cm de largo por ~ cm de 

ancho. Un volumen de ~uestra se mezcld con un volumen de buffer 

d• cargada (10~ glicerina.•n buffer E 1X, 0.01~ de azul de 

.bramof•nol, 0.01~ de NaranJa.G> y la electroforesis se llevcf a 

cabo en buff•r E lX a 100 volts hasta que el colorante naranja G 

migrd hasta •l borde opuesto del gel. 

Lo• gel•• se tiñeron con bromuro de etídio <1 ug/ml) por 10 min y 

ae obs•rvaron sobre un transiluminador con luz ultravioleta. 

Cuando •e realizó electroforesis de muestras radioactivas el gel 

fue eKpu••to a una película fotografica como se mencionó 

"•rcaJ• d• la• •Htr9fllCI• d•l cADN de can r;.t- ~ PldATP, ~tili1anda 

.• a -'4r...-nto.jjHntiw u. I• DM paUawau J d• E. cpU.-

Calla l.asofr•11-ntos .d• ;cDNA de de los plasmidos r.•cambinantes 

·qu9daron.ins•rtado• •n •l sitio de restriccicSn para la enzima Eco 

RI del pla8lllido pMT21 <ver caracteri•tÍcaa del banco de cDNA d•l 

G•noaia del rotaviru• YM>, quedaron flanqueados por un lado con. 

un •itio .de r••triccidn de la ·•nziilla Sac II y por el otro can 

sitios para las enzima• ~. imll., ~. 21!.J., i9!.1.l., fJltl,, 

KQ&I. y l::üllJil.11. Para la• digestiones de lo• plasmidos, las 

enzimas il;,QB,l. y Hindlll fueron preferencialmente utilizadas, ya 
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que •l co'rt•r, g•ner•n termin•l•ts 5' •obr••aliente• en las cual•• 

exítsten timinas que pueden tser complementadas con ioc-ª2 PJdATP, •l 

rellenar el extremo •obresaliente, polimerizando con klenow. La 

r•accidn de polimerizacidn •e llevó a cabo en un tubo eppendorf 

de 1.5 ml, mezclando• 

- 2.0 µl de plasmido c~1 ug) 

1.0 J-11 buffer alta Hl lOX l1X1 100mM NaCl, 50mM Tris.Cl pH 

7.5, 10 mM MgCl , lmM ditiotraitol>. 

- 0.25 µl ~ <20UIJJ1 > o Hind Ul (20U/µl> 

- 6. 75 J-11 H1D 

Incubar a 37'C durante 2 horas y adicionar 

1 µl buffer baJa sal 10X <1X: lOmM Tris.Cl pH 7.5, lOmM MgC~, 

lmM ditiotreitol. 

- 0.5 µl de 2mM <dGTP,dCTP,dTTP> 

- 0.5 )Jl IA- 32PJdATP (5uCi> 3000Ci/mmol 

- 0.2 J-11 klenow c~1u> 

- 7.S µl H2 O 

Dejar a temperatura ambiente durante 30 minutos y adicionar 

- 1 µl de dATP 2mM 

Dejar a temperatura ambiente durante. 30 minutos e inactivar el 

fragmento klenow incubando a 70°C durante 10 minutos. 

Va que durante l• clonación del genoma de VM los fragmentos de 

cDNA fueron ints11rtado• en el tsitio de~ del pla•mido pMT21, 

en l•s dig••tiones con ~ •• esperaba obtener 2 fragmento• 

.marcados •mbos por los dos extremos¡ como el pMT21 es de 1895 pb 

y el gene 9 de VM de 1062 pb siempre el de menor tamaño 

corresponderla al inserto, como este inserto quedaba marcado por 
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lo• dos •xtr•mos, er• nec•s•rio digerirlo nuevam•nte con una 

de t · · d -n l• secuencia del enzim. que tuvi•r• sitio res r1cc1 n ~ 

inserto, esto con •l fÍn de generar fragmentos con un •ole 

extremo marc•do par• poder eecuenciarlos por el m'todo de Maxam Y 

Gilbert (ver adelante). 

Para •l ca•o de digestiones con HindllI el plasmido recombinante 

se linearizaba y quedaba marcado por los dos extre~os, uno de 

•stos extremos contenía el inaerto. Como el sitio de la enzima 

~ flaqueaba el otro extremo del inserto, una digestid'n con 

esta enzima separar!• el inserto del plasmido • 

1. A las mezclas radiactivas anteriores se les agregof 80 µl de -

HiO, 5µ1 de NH.fAc 4M y 250 µl de etanol. 

2. Posteriormente se congelaron a -70 ° C durante 15 minutos y se 

centrifugaron en la Epp por igual tiempo. 

3. Los botones fueron lavados con etanol al 70/. y despues de 

.aecarl.011 en un evaporador Savant fueron resuspendidos en 17 pl de 

4. Al boten proveniente de la digesti6n con Eco RI se le agrego 2 

µl ·de buffer correspondiente a la enzima a utilizar, un volumen 

de enzima adecuado a su actividad fue tambien agregado. 

~. Al .pellet proveni•nte de la digestion con Hind III •e l• 

agrego 2 µl de buffer L.S.10X y 1 µl de enzima Sac II 120U/µl>. 

6. Ambas r•acciones se incubaron a 37° C durante 2 horas y se 

aometieron • electrofresis en un gel de agarosa bajo punto de 

fu•ion al 2X < ver electroforesis en geles de agarosa), 
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7. Una vez r•v•lada la película fotografica y localizadas las 

banda• corr.••pondi•nte• a los in•ertos radiactivos, se hizo 

coincidir la p•lÍcula con el gel y se cortaron con una navaja los 

fragmentos de .agarosa que contenían los insertos radiactivos. 

B. A los fragmentos de agarosa obtenido• •• l•• agreg6 J.ll de 

tRNA ( lOµg/µl > y •• fundieron a óS-C durante 5 minutos • 

9. A cada tubo •• le agreg6 un volumen igual de fenol 

bide•tilado, saturado con una solución 10mM Tri• pH 7.5, O.lmM 

EDTA pH 8.1. y•• agitaron 2 minutos en vortex. Las fases se 

separaron por centrifugación en la Eppendorf durante 5 min. La 

fase acuosa obtenida en cada tubo fue tratada de la misma manera 

una vez mils. 

10. El punto 9 fue repetido substituyendo el fenol por una mezcla 

fenal-cloroformo (111). 

11. El punto 10 fue repetido substituyendo la mezcla 

fenal-claroformo(l1l) par cloroformo. 

12. Considerando las volumenes de cada sobrenadante obtenido, se 

agr•gÓ 0.1 volumen:de NaAc 2M y 2.5 volumenes de etanol. 

13. Los tubos se congelaron a -70° C durante 15 minutos y se 

centrifugaron igual tiempo en una Epp. 

14. Cada botan fue lavado con etanol al 70% y resuspendido en 100 

µl de NH4 Ac 0,1 M. Posteriormente se agregaran 250 µl de etanol 

··y el paso 13 fue repetido. 

15. Los botones se lavaron con etanol al 70% y finalmente se 
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de cualquier longitud marcado radiactiva1119nte en un entremo.ccn 

~- El m•todo está basado en tres reacciona• química•• 

Primeramente, se provoca una modificacidn específica para cada 

base. En una segunda reacción, la base modificada es removida de 

su azucar y finalmente, una reacci6n sobre el azucar elimina 

. ambos fosfatos para romper la cadena de .DNA. Como las des 

prim•ras reacciona& son parciales se genera un grupo de 

fragmentos de diferentes ta111añoa. ·Al someter estos fragmentos a 

electroforesis en gal de poliacrilamida y posterior exposici6n 

frente a una pelCcul-a fotografica, el patrón de bandas puede ser 

leldo para conocer la secuencia de nucleotidos del DNA (46). 

A partir de loa 110 µl de cada fragmento de ONA radiactivo se 

estableció al siguiente esquema de secuenciacidn para cada 

inserto. 
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110 ul dp DNA marcado radiactivampnte cor un extremo 

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

25 J-11 35 µl 25 JJl 25 µl 

L I O F I L I Z A R 

Agr•gar a cad~ tubo ó µl de DNA de timo de ternera 0.5µg/ml 

Adicionar 

15µ1 NaCl 5M 15µ1 H,o 200µ1 DMSbuffer l:Sµl HtO 

A G I T A R 

Adicionar 

30µ1 Hidrazina <Kodak> 

mezclar suavem1nt1 

O, :SJJl DMS 

<Aldrich> 

Agitar 

Incubar 

12 minutos 

Adicionar 

200J-ll Hz stop 

e minutos 

50¡.al DMS 

stop m'• 

1µ1 TRNA 

A G I T A R 
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20µ1 Ac.Fdrmico 

(92r. Bak•r> 

Agitar 

5 minutas 

180µ1 Hz stop . 



El DHS buffer, DMS stop y Hz stop utilizados en la secuenciación 

•on1 S0ml1 .Cacodilato de Sodio, 10mM MgCl ,1mM EDTA pH B¡ 1.SmM 

NaAc, 111 b-mercaptoetanol, 200µ9/ml TRNA de levadura pH 71 y 0.311 

.NaAc, 0.1 ml1 EDTA, ~ug/ml de TRNA de lavadura. 

A partir del Último paso, todos le• tubos se tratan de la misma 

•an•ra, como se describe a continuacidn1 

l. A cada tubo agregar 750 µl de etanol, agitar, congelar a -70 

't:: durante 15 minutos y centrifugar el mismo tiempo en la Epp. 

2. Los sobrenadante• de los tubos C,CT y GA son desechados.en 

Faci, , el sobranadante del tuba G es desechada en NaOH 311. 

3. Les botones son resuspendidos.an 2SOµl NaAc 0.311 conteniendo 

1µ1 de tRNA lOµg/µl. 

4. Los pasos y 2 sen repetidos. Los botones son lavados con 

·•tanol al 70Y. y .secados en el evaporador Savant. 

s. Les botones.aon resuspendidos en 50µ1 de piperidina <Fisher 

.Sci•ntific Company> .lOY. e incubadas a 9o•c durante 30 minutós. 

6~ Posteriormente les tubos son congelados y secados en el 

evaporador Savant. 

7. Los botones son resuspendidos con 20µ1 de H~O y el paso 6 es 

repetido. 

B. Finalmente les batanas son resuspendido• con 10µ1 de buffer 

de secuencia <SOY. formamida desicnizada,SOmM Tris-borato pH 

8.3,lmM EDTA, O.lY. xilene cyanol>. 
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8int••i• d• aligonucl•otido• •n .,,. .. •olida.-

Este conc•pto de sintesi• lo introdujo inicialmente Merrifield en 

1969 para la obtencidn de peptidoe •inteticos, y posteriormente 

fue adaptado para la obtención d• oligonucleotidos. 

El método ae basa en utilizar una resina de poliestireno unida 

covalentemente a una base <r-A, r-C, r-G, o r-T>, la cual tiene. 

libre el fosfato en posición 5', 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 síntesis se lleva a cabo en dirección 3' a 

5'>. El exceso de reactivos y subproductos pueden ser removidos 

con un simple lavado Al final de la sintesis, la unión 

covalente entre la resina y la primera base debe romperse para 

dejar libre el oligonucleotido el cual sera posteriormente 

purificado por cromatografía liquida de alta presión. 

Conociendo entonces la secuencia y el tamaño 

oligonucleotido que se desea sintetizar se procede a utilizar 

los siguientes métodos: 

D••tritilación d•l nucl•atido qu• ••t• unido covalente111ent• a la 

·r••ina. 

1. La resina apropiada <r-A, r-C, r-G, o r-T> de acuerdo a la 

primera base en 3' del oligonucleotido por sintetizar, fue 

lavada con cloroformo-metanol 7:3 v/v y se d•Jo hinchar con 

piridina durante 30 minutos. 

2. Despue& de otro lavado con cloroformo metanol, se agregó Ácido 

benzensufonico al 2Y. <ABS> disuelto en cloroformo-metanol 713 

para quitar el grupo protector dimetoxitritilo en el OH 5'. 
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3. Nu•vament• 1 a resina fue lavada con tetrahidrofurano <THF> Y 

posteriormente se seco al vacio durante 10 minutos. 

Tratamien~o del bloqu•·de nucleotido•• 

1. Se tomo de 5 a 10 •quivalentes del bloque adecuado Cmonomero, 

dímera o trímero>, segun la secuencia d•seada Y se coloc6 en un 

tubo cdnico graduado con la siguiente mezcla• 

- 1.5 ml piridina 

- 0.!5 ml H~D 

- 0.5 ml trietilamina 

2. La reaccidn se dejó a temperatura ambiente durante 20 minutos 

y posteriormente se evapord la mezcla de disolventes. 

3. El bloque 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, puede unirse al 

extremo !S'del nucleotido destritilado como se describe en el 

m~todo anterior. 

4. En cada acoplamiento es necesario agregar dos equivalentes de 

Ni trotr hz ali do 

reaccidn. 

de ·mesitilensulfonilo el cual 
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~ap1•~iento ~e•ina-bloque. 

La mezcla anterior se hizo reaccionar con la resina destritilada 

deJandose reaccionar durante 3 horas a temperatura ambiente 

Posteriormente, se lavó 2 veces con piridina. Este ciclo es 

repetido las vece• nec•sarias hasta completar el tamaño del 

oligonucleotido deseado. 

Protección del bloque. 

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

bloque próximo a acoplar se una a sitios no deseados formando 

ramificaciones sobre la cadena que se esta generando. Por ello 

despues del acoplamiento se agregó de 2-J ml de una mezcla THF, 

piridin01 y anhidrido acético <712:1 v/v) y un poco de 

dimetil-aminopiridina para posteriormente dejarlo a temperatura 

ambiente durante 15 minutos. 

Para quitar todos los grupos protectores de la cadena 

.sintetizada se pusieron 50 mg de oligonucleotido-resina y se 

mezcló con 60 µl de una solución de 

~tetrametilguanidina-p-nitrobencenaldoximato en dionano-agua 

<111 v/v) a temperatura ambiente y se dejd durante toda la 

noche. Con la finalidad de romper el enlace covalente entre el 

oligonucleotido y la resina &e adiciond 2-J ml de NH~ OH 

concentrado y O. 5 ml de piridina, y ae incubd a 50 e C dur.ante S 

horas • Posteriormente la mezcla fue filtrada a traves de fibra 

de vidrio en una pipeta pasteur y el filtrado fue evaporadd a 

sequ•dad. Finalmente fue resuspendido con soluci6n 20 mM 

bicarbonato de trietilamonio pH B. 
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Purificacidn del oligonucleotido, 

E•to fue realizado en la Unidad de sintesis de macromoleculas del 

Centro de Investigaciones sobre Ingeniería Genética y 

Biotecnología de la UNAM utilizando Cromatografía Úquida de alba 

presión. 

Tanto la sintesis, como la purificación de los oligonucleotidos, 

fue realizada con la ayuda del Q.F.B. Mario A. Cuevas de la 

Unidad de Síntesis de Macromoleculas del CEINGEBI/UNAM. 

Obtención.de rotavirue con una •ola c•P•id• .-

1. Alrededor de 2,400 cm~ de células MA104 infectadas con 

rotavirus YM, en un volumen de 200 ml, fueron mezcladas con un 

volumen igual de triclorotrifluoroetano <Union Carbide). Esta 

mezcla fue agitada vigorosamente durante 10 min. 

2. La fase acuosa se centrifugó posteriormente en botellas de 250 

ml a 7,000 rpm durante 30 min en una centrifuga Beckman, usándo 

el rotor JS-7.5. 

3. El volumen de la fase acuosa fue medido y se le agregó 

polietilenglicol 6000 al 507. a razon de 0.19 ml/ml de f•se 

acuosa. 

4. Esta mezcla se incubó a 4 11 C durante toda la noche para 

precipitar el virus y posteriormente se centrifugó como se indica 

en •l paso 2. El boten se resuspendio en 200µ1 de TM (0.02M tris, 

0.001M MgCl pH B.2. 

5. El virus en los 200µ1 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 3 hr en una ul tracentrifuga 

Beckman usando el rotor SW50.1. 

37 



6, La b•nda cpal••cente conteniendo el virus se colecto con una 

J•ringa hipodermica perforando el tubo de nitrocelulosa y •e 

resuspendi o en TM. 

7. El virus se centrifugd a 4Cl,OOO rpm durante 2 hr usando la 

mi•ma centrifuga y el mismo rotor que en el paso 5. 

B. El boten se re11uspendi 6 en 250 )Jl de 20mM Tri 11 pH 8. 5, 15 mM 

EDTA y se incubd • temper•tura ambiente durante 30 min par• 

desprender la capside externa. 

9. Posteriormente el virus tratado con EDTA se depositó en una 

solución de ·cloruro de ceaio con densidad de 1.36 gr/crly se 

centrifugó 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 ae centrifugó nuevamente con las mismas condiciones 

del paso 7. El botdn se resuspendid en squ1 de 20mM Tris pH 8.5. 

Tran•cripcidn in yitro. 

Utilizando los virus purificados con una sola capside se realizó 

la aiguiente mezcla1 

- 50 µl de virus 

- 40 µl bentonita al 4r, en tris 0.01M pH 7.0. 

200 µl buffer de transcripci&n <0.2M NaACD, 0.04M MgACO, 0.14M 

Tris pH 8 con adicion de 8mM rATP, 2.5mM rGTP, 2.SmM rCTP, 2.SmM 

rUTP, O.SmM S-•denosil metianina) 

1. Esta mezcla ae incubó a 42° C durante 6 horas <agitando 

esporádicam•nte>. 

2. Posteriormente, se centrifugó durante 2 mio en la Eppendorf 

para aeparar la bentonita y el sobrenadante fue pasado a un tubo 

eppendorf de 0.5 ml para ser extra{do con fenol y cloroformo como 

38 



we de11cribe en la •ecci6n "Marcaje de los extremos del cDNA de 

con ceii.-.. 1 PJdATP, utilizando el fragmento klenow de la DNA 

polimerasa 1 de E. coli. 

3. El volumen del sobrenadante fué medido y se mezcl6 con un 

volumen igual de LiCl 4M para precipitar el RNA mensajero <mRNAl 

sintetizado. Esta mezcla se incubo a 4°C durante toda la noche. 

4. La mezcla se centrifugó durante 15 min y el botdn de mRNA 

obten! do se 1 avó con etanol al 70% y se resuspendi c5 en 2qu1 de H2P 

5. Para determinar la integridad y concentraci6n del mRNA, 2)Jl 

de la soluci6n se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 

al 1%, en buffer E 1X. El gel se corrió a 100 volts, hasta que el 

colorante naranga G migró al borde <ver electroforesis en geles 

de agarosal. 

l•1~1nciaci6n d• DNA par •1 m'tado d• Bang•r· 

Este método esta basado en la síntesis de DNA a partir de un 

pr!mero unido a un templado que puede ser DNA o RNA. A partir de 

este primero la polimerasa comienza a .sintetizar la cadena 

complementaria al templado, incorpor;indo los diferentes 

deo>:inucleotidos <dATP, dCTP, dGTP, y dTTPl, uno de los cuales 

debera estar radiactivo. La adici6n de un dideoxinuclaotido 

(ddATP, ddCTP, ddGTP, o ddTTPl durante la wintesis 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 deb{do a que el 

dideoninucleotido carece del grupo OH en el carbono 3 de su 

azucar por lo que la unión fosfodiester no se lleva a cabo. E11ta 

síntesis fraccionada genera fragmentos de DNA con diferentes 
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tamafics les cuales pcdran separase en un gel de poliacrilamida 

el cual será expuesto a una película fotográfica para 

posteriormente interpretar el patrón de bandas. Para la 

realización de este método se prepararon las siguientes mezclas 

•n tubos eppendorf de o.~ ml. 

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

DAA DDC DDG DDT 

AMV 5U BC>ul BC>ul BOul BC>ul 

10mMdCTP 2ul 2ul 2ul 

10mMdGTP 2ul 2Lll 2ul 

10mMdTTP 2ul 2ul 2ul 

1mMdCTP 4Lll 

1mMdGTP 4ul 

1mMTTF' 4Lll 

215mM DTT" 4ul 4ul 4ul 4ul 

* buff•r para la enzima transcriptasa inversa del virus de la 

mielcblastosis aviar 5X <2~0mM Tris, 25C>mM KCl, 40mM MgCl > 

" Ditiotreitol (Bic-Rad) 

2. Para la entensidn con pr{merc, se realizó una mezcla para cada 

bas• <A,C,G y T> de la siguiente manera1 
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M E Z C L A S 

A e G T 

DAA 5µ1 

DAC 5>-'l 

DAG 5>-'l 

DAT 5µ1 

50pMddATP o. 1).ll 

SOµMddCTP 1µ1 

50)JMddGTP 1µ1 

50>-'MddTTP 1.2>-'1 

~-:¡¡PJdATP 5µCi 3µCi 3).1Ci 4pCi 

20pMdATP 1µ1 1µ1 1µ1 1µ1 

Hz O 5.1µ1 4.5µ1 4.5).ll 4.2µ1 

3. .C&da mezcla A C G y T fue dividida en 4 alicllotas de 3µ1 cada 

una, para 4 ensayos. 

4. Por otro lado, se preparo una mezcla: 3 pl de mRNA o RNA doble 

c•dena de rotavirus YM <~soo ng>, 2 ng de oligonucleotido 

r••P•ctivo <primero> segun el sentido y terminal que se desea 

secuenciar y 3 µl de HiO. 

~. Esta mezcla fue calentada hasta ebullici6n durante 2 minutos 

y pa••da & hielo inmediatamente •• 

6. 5 U de transcript&sa inversa AMV <Life Sciences) fue agregada 

a l• mezcl& anterior. 

7. Una vez reraliz•dos los pasos 5 y 6, la mezcla obtenida fue 

repartid• en alícuotas de 2 µl a cada mezcla A C G y T del P••o 

3, sobre la pared del tubo. 
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e. Unil centrifug•cion de 3 segundos en la Epp. es suficiente par• 

iniciar la reacci&n de extensidn, incubando inmediatamente a 42°C 

durante 20 minutos. 

9. Finalmente las reacciones en cada mezcla son detenidas con 

10µ1 de buffer de secuencia <ver Secuenciación de DNA por el 

•'todo de Maxam y Gilbert>. 

El•ctrafar••i• •n 9•1•• d• paliacrilamida. 

1. Se utilizaron geles de poli acrilami da de diferentes 

concentraciones realizados como se indica: 

Concentración del gel 

20'X. B'X. 6'X. 

Urea ultrapura 37.5 gr 37.5 gr 100 gr 

Buffer TBE 10X* 7. '5 ml 7.5 ml 20 ml 

Acrilamida-Bis <1911) 40'X 37.5 ml 15 ml 30 ml 

HcD destilada 1. 5 ml 24 ml 74 ml 

Persulfato de amonio 10'X. 525 µl 525 µl 1.5 ml 

TEMED <Bio-Rad> 21 µl 21 µl :53.3 µl 

• Buffer TBE lOX (1 M Tris, 0.02 M EDTA.2H O pH 8.3 ajustado con 

Acido Bd'rico> 
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2. En la elaboracidn de cada gel &e utilizó un peine que generaba 

al rededor d• 50 pozos, donde se depositaron las muestras con el 

sigui•nte orden1 A C G T para el método de Sanger y C CT G GA 

para el método de Maxam y Gilbert. 

3. Los gel•• fueron corridos en buffer TBE 1X a 55 watts durante 

el tiempo que fu•ra necesario. 

4. Al finalizar la electroforesis, los geles eran expuestos 

frente a películas fotográficas Kodak X-OmatK y posteriormente 

reveladas. 

5. Las autorradiografias eran leidas de acuerdo al orden de cada 

muestra y a la posicidn de cada base <ver el paao 2). 
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RESLIL TRDOS 

Caract.,.i1acidn d•l •l•ctroferotipo del rotavirus de cerdo VM. 

La identidad de las seis e: epas de rotavirus, 

pertenec:ientes a diferentes serotipos, que se usaron para 

carac:teri zar anti geni c:amente al rotavi rus YM, se c:onf i rmó por el 

analisis de los elec:troferotipos, c:arac:terístic:os para cada c:epa. 

En la figura se puede observar que el patrón 

elec:troforetico de YM es distinto de todos los virus c:on que se 

compard, espec:ialmente; c:on respec:to a OSU, que es un rotavirus 

aislado tambi~n de cerdo. Ambos patrones elec:trof oreticos 

difieren en la movilidad elec:troforetic:a de los segmentos 4, 5, 9 

y 10. 

D@l@fmin1ejÓn del ••rotipo d•l rotavirus YM. 

La identidad de las c:epas empleadas también se confirmó por 

ensayos de neutral izac:ión empleando sLteros hom6logos y 

heterÓlogos. Una vez confirmada su identidad, se determind el 

título de infec:tividad de c:ada cepa viral utilizando el m~todo de 

formacid'n de foc:os de peroxidasa, c:on el fin de enc:ontrar la 

dilucid'n Óptima con la c:ual se obtuvieran un promedio de 500 

foc:os por cada pozo, nec:esarios para realizar posteriormente los 

ensayos de neutralización de la formac:ión de foc:os de pero>:idasa. 
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Fig. 1. Patron•s electroforeticos de RNAdc correspondi•nt•s • 
los virus utilizados durante •l •atudio. Rotavirus de humano, 
c•p• Wa <••rotipo l>, rotavirus humano, c•p• 62 <serotipo 2>, 
rotavirus de simio, cepa SAll <••rotipo 3>, rotavirus de humano, 
c•pa ST3 <••rotipo 4>, rotavirus porcino, cepa VM (posibl• nuevo 
aerotipo>, rotavirus porcino, c•pa OSU <••rotopo ~> rotavirus 
bovino, c•pa NCDV <••rotipo 6>. 

5 



Los resultados obtenidos en los 

realizados se muestran en la tabla 

ensayos de neutralizacid'n 

que el suero anti-YM presentó un 

1. En esta tabla se observa 

título de neutralización 

118000 cuando se probo con SL1 virus hom6logo, mientras que con 

los virus de diferente serotipo los títulos obtenidos fueron 

<1125 para Wa y ST3; 1:25 para SA11; 11100 para S2 y NCDV; y 

solo en el caso de OSU el tf tulo fue de 1:200. Estos resultados 

indican que el suero anti-YM 

su virus hom6logo y cruza 

(2.5%). En el ensayo de 

anti-rotavirus de diferente 

reacciona en un al to t{ tul o con 

ligeramente 

neutralización 

con el rotavirus OSU 

serotipo, los 

de YM 

títulos 

con sueros 

obtenidos 

fueron: 1: 100 con los sueros anti-Wa, anti-SA11, anti-OSU y 

anti-NCDV, y 11200 con anti-62 y anti-ST3. 

Para considerar dos cepas de rotavirus como pertenecientes 

al mismo serotipo, las relaciones entre título hom6logo y título 

heterdlogo en el ensayo recíproco deben ser menor a un factor de 

20. La tabla 2 muestra las relaciones entre los tf tulos homtilogos 

y titules 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 

mas cercanos al valor limite. 
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TMll l, C1r1et1riuciÓn 1ntigenlc1 d1l rot1viru1 Y" por tn11yo1 de mtr1limio'Íi iD. ill.t2&, 

R1ciproco d1l titulo d1 1nticu1rpo1 que n1Utr11iun ti 60% dt focot para 101 vlru1 indic1do1 l1erotipal 
Rahviru1 

111 111 s2 m SAll m Yft ST3 141 osu 151 llCDY 161 

111 1,000 ( 25 

52 16,000 100 

SAll 4,000 25 

Vft 100 200 100 1,000 200 100 100 

ST3 ( 25 1,000 

osu 200 4,000 

llCDY 100 2,000 

La1 tltulas haealaga• se 1u11tr1n can nuHras lás intensos. ---, na prob1da 
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111111 2, C1r1chriuciln 1ntig1nlc1 del rohvlrus Yft por 1ns1yos de n1utr11lmi6n l.!!. :d!!.2... 

R1hci6n 1ntr1 tftulo ho1ologo/h1hrologo p1r1 101 di11r111t11 virus lndic1dos lserotipo1) 
Rotavirus 

MI (!) 52 12) SAll 131 Yft ST3 141 DSU m llCDY 16) 

M1 > 320 

S2 80 

SAll 320 

Yft 80 80 40 40 40 20 

ST3 > 320 

osu 40 

llCDY BO 

LH proporcion11 h01Dlog11 11 1utstr1n con nu11ro1 11s inhn101. ---, no prDb1do 
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Para confirmar la individualidad antigenica de YM, se 

realizaron ensayos de neutralización utilizando anticuerpos 

monoclonales espec{ficos de serotipo, dirigidos contra VP7 

(donados amablemente por el Dr. Harry B. Greenberg de la 

Universidad de Stanford). Las relaciones de los títulos de 
neutralización homólogo (contra el virus de donde fue aislado el 

monoclonal> y heterólogo (contra el virus YM> de los anticuerpos 

monoclonales, anti-serotipos 1, 2, 3 y 5, fueron 1:160 , 1:640 

111600 y 1:1600 veces, respectivamente. Estos resultados apoyan 

la observad Ón preví a de que YM es diferente de los virus que 

pertenecen a los serotipos 1, 2 ,3 y 5. 

Determinacidn d•l subgrupo·d•l rotavirus VM. 

Con la prueba de ELISA y utilizando anticuerpos monoclonales 

específicos p•ra los subgrupos I y JI <29l se encentro qLte VM 

pertenece al subgrupo I. En cuanto a esta caracter{stica, VM es 

igual al rotavirus porcino OSU y difiere del rotavirus 

Gottfried, tambi~n aislado de cerdo, el cual pertenece al 

subgrupo Il. 
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lu•qu•da d• clona• con in•erto• carreepondi•nt•• al a•n• 9 d•l 

rataviru• YH. 

L• digponibilidad del banco de cDNA del ;•noma del 

rotavirus YM permitió obtener clonas con insertos ..de cDNA del 

gene 9. Inicialmente, la selección de clona• se hizo por el 

método de hibridación en colonia como sonda 

radiactiva el plasmido pSR9-65, el cual tiene una copia completa 

de cDNA del gene 9 del rotavirus de simio SA11, 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 lpYM91 y pYM92l, con un tamaño aproximado de 708 

y 955 nucleotidos, respectivamente, fueron usados como sondas 

radiactivas para buscar en el banco de genes. Asi, se 

sel•ccionaron finalmente 12 clonas mas, de un total de 400 clonas 

analizadas. 

Con el fin de conocer los tamaños de los insertos 

contenidos en cada clona, se realizaron digestiones con la enzima 

~ y los insertos se compararon, por electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 5~, con los fragmentos de ta.maño conocido del 

fago X174 dig•rido con Hte III. Lt nomenclaturt de laa clonas 

y los tam1ños de los insertos se enlistan en lt tabla 3. 

La ••trat•gi• de secuenciación de cinco de las clonas aisltdas se 

muestran en l• figura 2. 
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Tabla 3. Clona• conteni•ndo inserto• de cDNA corr••pondient•s 

al gene 9 del rotaviru• YM. 

tamaños aproKimado& 

clona• de los inserto& <pb>. 

pYM91 708 

pYM92 955 

pYM93 89 

pYM94 141 

pVM95 147 

pYl'l96 234 

pYM97 295 

pYl'l98 89 

pYl'l99 812 

pYl'l910 

pYl'l911 501,331 

pYl'l912. 148 

pYM913 

pYl'l914 135 

:.· .... <·· 



~· 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1062t 

E Ha R H E 
~1.-~~~~~....i~~~~~ ......... ~~~~~~ ... """""------' PYM91 

PYM95 

PYM99 

PYMl2 

-----------~-------~ ·-------· 
0-YMVP?! 0-YMVP71 C111tNP12 

Fig. 2. Insertos de cDNA correspondientes al gene 9 del rotavirus de cerdo YM contenidos en las·diferentes 
clonas usadas para obtener la secuencia parcial de este gene. La barra con escala representa la cadena posi 
tiva numerada del extremo 5'al 3~ Las posiciones secuenciadas y su direcci6n de lectura en cada clona, est'in 
indicadas por lfneas gruesas y las flechas, respectivamente. O-YMVP71, O-YMVP72 y O-YMVP73 Olfgonucleotidos 
sintAticos utilizados para obtener las secuencias de los extremos s·y 3'del gene (lfneas punteadas) donde la 
secuencia del O-YMVP73 fue deducida a partir de la secuencia obtenida con el O-YMVP71. 
Enzimas de restricci6n; E: Eco RI, Ha: Hae III, R: Rsa I y H: Hind III. 

--'· ----------------·- ----- --·------·----· 



En .. te •squ•~a e• claro que las clan•• pVM91 y pYM99 

aportaren mayor informacion. Sin •mbargo, para 

secuencia entre los nuclectidos 400 al 520 y 799 

conoc:er la 

al 804 fue 

n•cesario subclonar 2 fragmentos de pVM91 (fragmento 11 cortes en 

~ de la poaic:idn 208 y ~ de la t•rminal 3' del inserto 

.dentro de la secuencia del vector. fragmento 21 corte en Haelll 

en poaicidn 402 y HindlII en posición 801 en el vector pMT21. Con 

••tas aubclonaciones pudo iniciarse ahora la aecuenciacicSn a 

partir del sitio de !:iAl!.l.11 hacia el extr•mo 3'y a partir de los 

sitios de HindIII y ~ del pMT21 hacia el extremo 5', 

cubriendo ahora el total de la clona. Durante la aecuenciacién de 

la clona pVM92 se observó que el inserto de esta clona estaba 

for•ado por dos fragmento• de cDNA que contenian secuencias 

nucleotidica• para la misma región del gene, probablemente 

generado como un artefacto de · la clonacidn, por lo que no se 

muestra en la figura 2. 
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S•cu•nciación parcial del g•n• 9 d• VM 1 partir de capi•• d• 

cDNA, par •l llétada d• MaHam y Gilo•rt. 

Las secuencia• de los insertos en los plasmidos pYM91, pYM95, 

pVH96, pYH92 y pVM99 se obtuvieron de acuerdo al esquema en la 

figura 2, donde se muestra la direccidn y ext•nsión de la 

secuencia obtenida de cada clona, así como las posiciones de la• 

clonas a lo largo del gene. La secuencia nucleotidica obtenida de 

••tas .clonas, comparandola con las secuencias reportadas para 

genes equivalentes de otros rotavirus sugerian que comprendía 

del nucleotido 199 al 1039 de los 1062 nucleotidos totales de les 

genes de VP7 reportados, representando por lo tanto el 79Y. de la 

secuencia total del gene •. Como estas clonas ne contenían regiones 

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 5'. Esto se hizo por hibridacidn en 

colonia y utilizando como sonda radiactiva el inserto del 

plasmido pYM95. Sin embargo, no se logrd encontrar una con las 

características deseadas. 

l•cu•nciacián de lo• •Htremo• e• y 3' del g•n• 9 d• YM con 1• 

utilizacidn de aliganucl•otido• •intético•· 

La secuencia de los extremos 5' y 3' del gene 9 se determind 

por el método de Sanger, utilizando como prímerc1 

oligonucleotidos con secuencias que hibridáran con regiones 

cercanas a los entremos. 
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Basados •n lii secuencia d•terminadil por el mtltodo de Ma>:am y 

Gilbert, se sintetizaron 1011 oligonucleotidos O-YMVP71 y 

D-YMVP721 un tercer oligonucleotido D-YMVP73 fue sintetizado a 

partir de la secuencia obtenide con el O-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 9 de YM. 

O-YHVP71 5'GTGTGTCCATAGAGCC 3' <229 245) 

D-YMVP72 ~'GTCCAAACGATCACGC 3' (978 993) 

O-YHVP73 5'GTCCATTGTCCTTG 3' (128 141) 

Los n6meros en parentesis indican la ubicacid'n del 

cligonucleotido considerando la cadena positiva del gene. Los 

oligonucleotidos D-YMVP71 y D-YMVP73 tienen secuencia 

complementaria a la hebra positiva, mientrils que D-YMVP2 tiene la 

misma secuencia que la hebra positiva. 
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De •sta manera se pudo obtener la secu•ncia d• lo• extremos 

del gene. La •ecuencia nucleotidica completa se muestra en la 

Figura 4. También se muestra en esta figura la secuencia de 

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

Anali•i• de l•• secuencias nucleotidic• y de •~inoacido• del 

.ven• ••cuenciado. 

Como se aprecia en la figura 4, el gene 9 del 

rotavirus YM está formado por 1062 nucleotidos y tiene en lo• 

extremos 5' y 3', la secuencia nucleotidica, 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, independientemente 

de la especie donde provengan o del serotipo al que pertenezcan. 

El nómero 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 solo un marco de lectura abierta, el cual inicia con el 

AUG ubicado en los nucleotidos 49 al 51 y terminan con el codon 

de terminación TAG localizado en los nucleotidos 1027 al 1029. Un 

potencial segundo sitio para inicio de traducción se encuentra en 

fase con el primero y est' localizado en los nucleotidos 136 al 

138. Considerando el primer sitio de iniciación, el marco abierto 

de lectura es de 978 nucleotidos, quedando regiones no traducidas 
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w~~mmwrummmrnmmmmrnmw~wru~~™ATTruwrn 
llSTNSETFLTSTLCLYYPHEAATIJAD95 • 
wwruwwmrum™mmrumwru~mrurumrnmmwwrnru~4 
D K 11 K D T l S 8 L F l T K 6 11 S T 6 S Y Y F K E Y T 122 

mmru™mmmwru™mmmmm~mrumruwmm~~m™m 
D 1 A S F 5 Y D P 8 L Y C D Y 1 1 Y L N K Y D 6 1 S 8 I" 

mrummwmruwmmmwwrum~~wmmmmcnmmrn™m 
LDNSELADLILIEllLCll'NDITLYYYDm 

w~mw•~wrummm~~mm~mwmmwrum~m~cn~ 
D T D E A 11 K 11 1 s " 6 • s e T 1 K y e p l 11 T D T L 203 

rumrummmmwruru~m~~mrum~wwmmmruwmmm 
6 1 6 C L T T D P T T F E E Y A S A E K L Y J T D Y Y 230 

mrumw~wmwmru~ru~mrum~~mwwcn~m~w~m 
D6YllHKLDYTTATCTIRICKKL6PRE11~7 

m~mmwm~~m~mcnmmru~wrn~~rum™mw~m~ 
YAYIDY66SlllLDJTADPTTAP8TERN 284 

mrumwruwwruru™mmmmmmwmrn~wmm™rummm 
N R J 11 11 K K 11 11 D Y F Y T 1 Y D Y Y 11 D 1 Y D Y N S 311 

W C6A TCA C6C TCT TTA MT TCC 6CT 6CT TTC TAT TAT C6A ATT TA6 ATATATCTTAA6TTA6AATT6TAT6AT6T6ACC 1062 
KRSRSLllSAAFYYRll 326 

Fig. 4. 9tcu111cil nucltotldlc1 d1 DllA carrnponfünt1 11 llltlA d1I 11111 9 y dlduccl"1 dt 11 11cu111ch d1 uinD1cldo1 
p1r1 11 1llc1111rot1(na '11'7 dll rotnlru1 dt c1rdo Yll, Los tuc1IDtldOI 11hn 11U11rlfos di 11 t1nln1l ~· 1 11 3' y 101 
r11iduD1 d1 ulnncldo1 lnlcl111 con 11 Jri11r1 11tlonln1. Dos •o•IH11 1it101 dt lnlcl1ellfn 1D11 1n11mdos y un1 1 
dlnDt1 11 hr1tn1cl6n. El 1lttrl1Co llii1ll un poslbl1 11tlo di glicD1i11cl6n. 

56 



de 48 Y 36 nucleotidoe en los extremos 5' y 3', respectivamente. 

Considerando los dos posibles sitios de inicio de traducción en 

fase para este gene, los polipeptidos reeultantes pueden ser de 

326 y 297 aminoacidos, con un peso molecular deducido de 36,038 Y 

32,927, reapectivamente. 
El analisis de la composici6n de bases para este gene mostró un 

18Y. G, 17Y. C, 30Y. T y 35Y. A. 

La secuencia de aminoacidos muestra la exietencia de un 

posible sitio aceptor de carbohidratos unido a asparagina 

<N-S-T> ubicado en la asparagina de la posición 69. 

Ca111paraciÓn de la Hcuenci• nucleotidica del gen• 9 del ·rotavirus 

VM con loa •quivalentH derivado• de ratavirua 

·perteneciente•• diferent••·••ratipoe. 

Le secuencia nucleotidica del gene que codifica por la 

glicoprote{na de superficie ha sido determinada con anterioridad 

para siete diferentes rotavirus. La figura 5 muestra los 

porcentajes de homología entre todas las diferentes secuencias 

reportadas, incluyendo la de VM. En esta figura se puede observar 

que el gene más homologo al de VM es el del rotavirus OSU (82Y.) 1 

~ 
también aislado de cerdo, mientras que el que menos homolog{a 

. presenta con YM <727.) es el del rotavirus NCDV, proveniente de 

terneros. Es interesante notar que la homología entre rotavirus 

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

YM con OSU o con cualquiera de las otras cepas. As{, la homología 
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FiQ. 5. Ho11oloQÍa de nucleotido• entre lo• genes que codifican por 
VP7 .en di•tinto• rotaviru•. 

· Wil HU5 

Vl1 <?> 100 

Wa U> 73 100 

HU5 12> 75 75 100 

SAll 13> 77 77 74 

RRV 131 79 77 74 

osu (5) 82 77 74 

UK <b> 73 73 75 

NCDV Cb> 72 74 74 

SAll .ffRV 

100 

85 100 

7b 77 

77 75 

78 7b 

osu 

100 

7b 

77 

UK NCDV 

100 

9b 100 

L••.••cuenci•• nucl•otidic .. para lo• viru• .Wa, HU5, SAll, RRV, OSU, 
UK v NCDV f.ueron.t0111Ad•• d• 1- r•f•r•nci•• (51,15,11,42,26,17,24> 
r••p•ctivamente •. Porc•nt•J• de holllDlOQÍ• (identidad) • 
. El ni111111ro en •l paránte•i·• indi.ca el serotipo. 
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entre los rotavirus bovinos UK y NCDV, ambos serotipo 6 •• del 

961., mientras que para les de simio SA11 y RRV ambos serotipo 3, 

es de 85/.. 

VP7 , •ntr• 

dlf.,..,,t .. rotavlrua. 

Al comparar la secuencia de aminoácidos de la proteína VP7 de 

VM con las •ecuencias de VP7's derivadas de rotaviru1 

pertenecientes a diferentes serotipos <Figura 6·) se observd que 

la VP7 de VM tiene una homolog(a del 77-78% con rotavirus del 

serotipo 1; 77-78% con cepas del serotipo 2¡ 86-89X con virus del 

serotipo 3; 76% con virus del serotipo 4; 87X con OSU que 

pertenece al serotipo ~; y 81-82% con rotavirus del serotipo 6. 

De acuerdo a esto, la VP7 de VM parece estar más relacionada con 

la VP7 de rotavirus de serotipo 3 <2 cepas aisladas de simio: 

SA11 y RRV, y una cepa aislada de humano1 P> y con la VP7 de OSU, 

un aislado de cerdo. Sin embargo, tambi~n se puede observar en la 

figura que las VP7's de viru• del serotipo 3 fueron los que más 

homologfa tuvieron con todas las otras VP7's analizadas, 

derivadas de virus con diferentes serotipos, 

Es importante notar que la homolog{a entre secuencias de VP7 

derivada de virus pertenecientes al mismo serotipo fue siempre 

superior al 90%, mientras que la homolog{a de la VP7 de VM con 

la• otras VP7's estuvo siempre por debajo de este valor, lo que 

apoya la posible individualidad antigenica de la VP7 de VM, 

sugerida por los ensayos de neutralizaci6n. 
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Fig. 6. Homolog!a de aminoacidos 11ntre VP7'• de distintos 
rctavirus. 

VM 
78 D 
78 100 Me 
77 95 95 1137 
78 99 99 95 Wa 
77 75 75 74 75 DSl 
77 75 7:; 74 75 99 HN126 
77 7:; 75 74 7:; 99 99 HU5 
78 7:; 7:; 74 75 96 96 96 92 
86 83 83 83 83 7:; 75 75 75 p 
89 81 81 81 81 75 75 75 75 93 RRV 
88 82 82 81 82 75 76 75 75 91 96 SA1l 
76 77 77 78 77 72 72 71 73 76 78 78 ST3 
76 78 78 79 78 71 71 71 71 76 78 79 94 VA70 
87 78 78 79 78 74 74 74 74 85 85 85 77 76 osu 
82 81 81 81 81 75 75 76 7:; 83 85 85 77 76 81 NCDV 
81 82 82 82 82 76 76 76 76 84 86 86 79 77 82 97 

-------------- -------------- ----------
2 3 4 5 

El n&merc baje la linea discontinua indica el serctipc al que 
pertenec• cada grupo. Pcrce~taJe de homolcg{a (identidad>. 
Tomado de Green et al <27>, con la adiciJn de VM. 

60 

6 

UK 

. ' 



La comparación de las secuencias de aminoácidos de VP7s de 
div•r•o& rotavirus ha mostrado la existencia de regiones que 

difi•r•n considerabl•mente 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-Smith et a~ <15,16>, se han localizado los sitios 

de interacción de anticuerpos monoclonales neutralizantes a 

través de la secuenciación del gene de VP7 de virus variantes, 

resistentes a la neutralización 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 región, y se ha mostrado que la comparación de la secuencia 

de aminoacidps de estas tres zonas de un rotavirus de serotipo 

desconocido con los de virus de serotipo conocido, tiene valor 

predictivo para asignarle serotipo <27,28,42>. Tomando esto en 

consideración, comparamos las regiones A, B y C del rotavirus YH 

con las regiones equivalentes de rotavirus pertenecientes a 6 

diferentes·serotipos <Figura 7). En esta figura se puede apreciar 

que en la regi6n A, de 15 aminoacidos, YM presentó seis cambios 

con respecto a los virus de serotipo 1; ocho con los de serotipo 

2J cinco con los de serotipo 3, 4 y 5; y seis con los de 

serotipo 6. Entre rotavirus del mismo serotipo la secuencia fue 

exactamente la misma, a excepcidn del rotavirus HN126 Centre el 

grupo de serotipo 2> donde la Alanina 87 estuvo substituida por 

una Treonina, y en el M37 Centre el grupo de serotipo 1) donde la 

Serina 94 se sustituyó por Asparagina y el Aspartico 97·estuvo 
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YM 

D 
Mo 
M37 
Wil 

051 
HN126 
HU5 
S2 

p 
RRV 
SA11 

ST3 
VA70 

5 osu 

6 NCDV 
, UI< 

A 

87 • 101 
HEAAnuio~KWKDT 

T--s---N-GD---s 
T--s---N-GD---s 
T--s---S-GE---s 
T--s---N-GD---s 

A--KNE-S--E-EN­
T---KNE-S--E-EN­
A--KNE-S--E-EN­
A--l<NE-S--E-EN-

T----E-N-NS---­
T----E-N-NS---­
·T----E-N-NS----

S--P---S-TE---­
S--P---S-NE----

N----E---T--TE-

V--SNE---TE---­
V--SNE---TE----

B 

143 • 1~2 
KYDGNSQLDM 

---OSLE---
---QSLE---
---Q-LE---
---QSLE---

R--NT-E--A 
R--NT-E--A 
R--NT-E--A 
R--NT-E--V 

---ATL----
---ATL----
---ATL----

RFVSGEE--I 
-FASGEE--I 

-----L----
---STQE---
---STQE---

e 

208: • 221 
LTTDPTTFEEVASA 

Q--NVDS--MI-EN 
Q--NVDS--MI-EN 
R--NVDS--M--EN 
Q--NVDS--MI-EN 

K---VN---I---S 
K---VN---I---S 
K---VN---I---S 
KI--VD---I---S 

----TN------T-
----TA------T-
----A-------T-

Q--NTA---T--DS 
Q--NVA---M--DS 

S---INS--T--N-

-I-N-D---T--TM 
-I-N-D---T--TT 

Fig. 7 • Comparación de aminoacidos entre las regiones A, B, y C 
de la glicoprote!na VP7 de YM y regiones equivalentes en 16 cepas 
de rotavirus de diferente serotipo. Las secuencias de aminoacidos 
para los virus WA (51>, HUS (15), 52 (31>, RRV (42>, SA11 <11>, 
OSU (26l, UK (17l, NCDV <24>, y D, Mo, M37, DS1, HU126, P, ST3, y 
VA70 (27l fueron reportadas con anterioridad •• 
El guión indica que el aminoacido es igual al de YM. 
•sitios considerados por Dy&1ll-Smith et al (16) como epitopes de 
n•utralizaciÓn •specificos de serotipo. 
•Sitios considerados por Taniguchi et al (59) como epitopes de 
neutralizaci6n especificos de serotipo. 
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substituido por una Glutamina. En la región B, YM presento cu•tro 

diferencias con los virus del serotipo 1, cinco con loe de 

serotipo 2; tr•s con los de serotipo 3 , de siete a ocho con los 

de serotipo 4; una eola diferencia con 1el serotipo ~I y cuatro 

con loe de serotipo 6. Nuevamente la eimilitud entre rotavirus 

del miYmo serotipo y la diferencia entre serotipos diferentes fue 

notable. Finalmente, en la regi6n C YM tuvo entre ocho y nueve 

diferencias can los virus de serctipo 1¡ entre cinco y seis con 

lo& de seroti pe 2, de dos a tres con 1 os de ser o.tipo 3; siete con 

los de serctipo 4; y seis con los de eerotipo 5 y 6. 

Nuev;amente, estos resultados apoyan los hallazgos inmunologicos 

que indican que el rotavirus YM pertenece a un serotipo diferente 

de los serotipos 1 al 6. 
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~l)Coproteln orlbt \inn ar llit mol•cular '"'''· \H clünl-d •nd •KjllfC•L!'d tht gene coding ror \YI. Comp&rilC•n 
or the d...dou-d amlr•O acid !t•<jUtr>Ct llilh t<porti'd bomo!ogOU! <rt¡orno<s rrom human &Od anfmal rof.a1·iru5 
stralo< t>CJN,glng to !l\ d11Tcrtnt <rrorypcs rurthtr rnppt•rt1-d th< dlsth1C1 lmrnunok·glcal ldtntlt¡ or tbt YM \ 1'7 
protdn. 

Rotaviru!-cS are thc most common cti0logic ¿,gcnts of 
acute gastr<'cntcritis in childrcn undcr 2 yta:s of agc t:S, 31). 
TI1ey are a!so associarcd wilh di;mhca in rhc young of many 
animal specics (19). TIH·sc viru,cs wcre first 1epuned in 
association with human infantilc gamocntcritis in 1973 (6). 
Since tht:n, knowlcdgc of r0ta\iru~es he;s (jCt.:'umul~1cd vcry 
rapidly bccausc of thcir grc•t medica! and ><lcrin•ry impor· 
lance. 

Thc \irions are composcd of an R!'<A gcnomc &nd a 
double-layered capsid (31). Thc gcnomc is made ur of 11 
segments of doublc-strandcd R:\A (dsR:'\ . .\), wilh •izes 
ranging from ahout 650 to 3,500 bsc pair. (8, 41). The capsid 
c-0nsis:s of at Jeast five prolcin c!asses, thrce ofwhich (VPl, 
VP2, and VP6) make up the inner laycr, whcreas the other 
two (\'P3 and \'P7) are in the surface la)er of thc \irus (17, 
18), Both VP3 and VP7 are able to clicit antihodies capable 
oí ne.utralizing virus infccti\ity (1, 5, 26, 36, 39, 46). VP7, a 
37,COO·molecular-weight protein, is g!ycosylated and ex· 
poscd on the outer carsid of thc virion (4, 16), Studles with 
reassortant \iruses have shown that the sero:ype-specific 
neutralizing phenolype segregated with thc gene that en· 
codes this protein (gene segment 7, 8, or 9, depending on the 
rota\irus wain) (21, 30, 47). 

Serotypes of rota~irus are defined on the basis of the 
ncutralization of viral inrec1Mty, and, to date, four se­
rotypes (se101ypes ! to 4) of rotavirus have been idcntified 
among strains rerovercd rrom humans (29). Recently, two 
candidates for ncw human rota,irus serotypes have been 
proposed (12, 35). In animals, at Jeast fivc serotypes have 
bcen identified (serotypes 3 to 7), but, by nculralization 
assays, two oí the animal serolypes (serotypcs 3 and 4) havc 
been shown to cross-re&ct with the corres¡x>uding human 
rotavirus serotypes (29). Ali rota\irus slrains isolated from 
pigs have been classified as either scrotypc 4 or S, with the 
Gottfried and OSU strains represcnring the prototype virus, 
respcctively (7, 29). Recently, a porcine rotavirus antigeni· 

• Cmespondlng auJhor. 

cally rc!atcd to human rot&\irus scrot)'f'C 3 has bccn found in 
Australia (38). 

Jn this 21J1iclc wc r~p·'"Jl1 thc cha;¡,ctcrization oí a ro:a ..... irus 
which 11 as is<,latcd f1om a dianhcic piglct in Sonora, Mex· 
ico, f!nd which, by immunological and molecular crittria, 
sccms leo hclong to a diffocnt scrotypc fr.:im those previously 
rcpon<d. 

~HHRJALS A ...... D ~IETiiODS 

\11111 l>olation. Thc porcine rota\Írus (strain YM) was 
isoiated from a di&rrhcic piglct in Sonora, Mcxico. The 
inlesrinal rontenr was s"sprnded (l0'7c, vol 'vol) in Eagle 
minimal essential mcdium ccn:aining 250 µg of lrypsin (1: 
250; Difco L;bora1orics) per mi. The suspension was clari­
fied by cer.trifugation at 2,Q'l() x g for 30 min. The superna· 
tant fluid (0.2 mi) was inocula1ed into thrice-washed tut>es of 
ronfl"rn1 MA104 cells. After an adsorption period oí l h at 
37'C, cultures 'Hre fed "'ith Eagle minimal es.,nlial medium 
and incubi.tcd in a wller apparatus at 37'C. Serial passages 
werc pcrformed with su~pcnsions of the whole culture 
trcated .,.,ith 10 µg of tryp1in per mi for 1 h at 37'C. In 
passagc 5, a complcre C)1opathic effect was observcd at 16 h 
postinfection. 

Virus aod cells. Rota\iruses Wa, S2, and ST3 were ob· 
taincd from Y. Hoshino, l'\ational lnstitutcs of Health, 
Belhesda, Md.; NCDV was obtaintd from R. S. Spe.ndlove, 
Utah State University, Salt Lake City, Ulah; SAi! was 
obtained from H. H. Malherbc, Gull Laboratories, Salt Lakc 
City, Utah; and OSU was obtained from L. Saif, Ohio Sta te 
University, Woostcr, Ohio. Ali rota\irus stral'1s were grown 
in MAlOt cclls and purified as pr,C\iously descnbed (17). 

lmrnune ~era. Hyperimmune sera a&ainst rota~iruses YM 
and OSU wcre prep••cd in mice e!scntially as descri\,ed by 
Arias et al. (2), exe<pt that the animals receivcd only thrcc 
injections (50 µg each) of thc cúrrespc•nding purified virus. 
H)'l>erimmune sera to Wa, S2, ST3, SAll, and NCDV we1e 
prcparcd in rabbits as dc.crib1·d (4), Thc nculralizing mono· 
clona! antibodies SES (sctOt)'f'C 1), lCIO (serorype 2), 4F8 
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(•crolypc 3), and ~BS (scrotypc 5) and 1hc suhgmup·•rccific 
monoclonul anlihodics 255;(,0 ¡,uh¡;rnup 1) and 6JI ('ub· 
gioup 11) wcrc kindly prcwidcd hy JI. B. Grtcnhcrg, S1an· 
ford llnivn•ily, Slaníord, Calif. (25, 42, 4J). 

Sul1group and Hrot~·pe cl1arnckri1Jlic•n or Y~1. Thc !>Ub· 
grnup or tülavirus Y~I ""' drkrmin,·d hy ''" l'nl)mt-lidcd 
immuno">rhcnl ª''ªY wilh mon11clonal ;,nlih\ldics ¡25). Thc 
ncu1ralila1ion anligt·n scrolypc oí rotavirus YM wa' drlcr· 
rninc.d by áO immui1r•pcroxicfo~c fucu~ rcduction ncutraliza­
tion assay as dc,crihcd by Ari.- el al. (2). 

!ilolrcular cloning and nuclcic D<id '"4U•ncing. Thc 11 
dsR:'\A scgmcnts dcri\'t·d fwm ro1avirus YM wcrc clonc·d as 
dc>erihcd by lópcz el al. (man";cript in prcpaldlion). Thc 
recombinan! clones conlaining hyhrid rJa;mids wi1h cDSA 
in•crls corrcsponding lo YM RSA ;cgmcnl 9 wcrc sclcc!cd 
by hybridi;a1ion of random rccornhinanl pl»mids, Jabclcd 
by nick translalion, to YM !\:'\A scgmcnt 9 isola1cd oy gel 
clecuophorcsis (4). Thc ir.,crls in lhe sckc1cd clcmcs wcrc 
'cqucnccd by thc prClC<·dure ol M""'m and Gilbert (37¡. To 
ob:ain thc sequcncc of thc 5' and 3' cnó or thc gene, \\hich 
wcre nol prescnt in thr ;clccled clone,, thc i;olalcd dsRNA 
'cgmcnt 9 was hybridi1Cd wi1h S)n?he1ic 0ligonuclco1idcs 
complt·m«nlary 10 rcgions 12i to l4l and 978 to 993 oí thc 
plu!- and minus ~t1~nd~ of Rt\A ~cgm1.nt 91 rc~rct..~livcly, and 
lhc sC'qurncc was d<'lcrmincd by thc didco.xy-chain tcrmina­
tion mcthod wi1h avian rr.ycloblasl\>sis virus reverse lran­
"riplase as dcscribcd (33). 

Suclek acld h)hridization. SAll and YM \'iral RNAs "'ere 
clcctrophorcscd in a 5<;( acrylamidc gd (acrylamide 'bisacryl­
arnide ratio, 20:0.5) in Tris-bora1e huffrr (0.1 M Trizma base 
!Sigma Chcmical Co.J and 0.002 M EDTA, adjus!cd to pH 
8.3 wilh boric acid). Viral RNAs "ere trar.sfcrrcd to nilro­
ccllulo.c papcr and hytiridizcd 10 nkk·transla!cd plasmid 
pSR96~. which conlaincd a full-knglh cDSA copy of SAi l 
gene 9 (3), c'5cnlially as dcmihcd by U1pcz el al. (32). 

RESL'LTS 

holation. For \'irus isola1ion, an in1cs1inal-contcnl suspen· 
sían fwm a dianhcic piglet was lrca!cd with tr)·psin and 
inoculatcd into rollcr-tuhc cuhurcs of ~1AJ04 cells. Af1er 4 
days of incubation of passagc 1, appro,imately ~oc;;, of lhe 
cells sho"ed a cy1opathic effrc1. By pa~sage 5, when the 
\'irus was inocu!attd al high mulliplicity of infection, a 
complete cytopathic efk.ct was obscrvcd al 16 h postinfec­
tion. 

Af1er cight possages in MAI04 cclls, 1he \'irus was s1ill 
ablc to cause profu5e diarrhca in colo,trum-doprived 1-day­
old pigs. 

dsR.'\A electrophc•rellc profile. The electropho1ctic pancm 
o( thc YM rotavirus dsRl'\A could be readily dis1inguishcd 
from 1hc corrcsponding pal!erns of the human rota,irus 
strains \Va, S2, and ST3, the simian ro1avirus SAll, the 
porcinc r.11avirus OSU, and the bovine rotavirus NCDV 
(Fig. 1). The electrophcrotype of the cell cullure-adaptcd 
YM slrain was identical 10 that ob1aincd from thc original 
sample from which the virus was isola!ed (data no! shown). 

In 19~3. thc year rolavirus YM was isola!cd, its charac­
tcrislic elcclroplierotype was obscrvcd in 62 of 63 rota,irus­
positive sampks collccled from fivc of the most importan! 
porcicul!urc &re"' of Mexico, located in the statcs of Jafüco, 
\'cracruz, Sonora, Michoacán, and Edo. de M~xieo (A. M. 
Ruiz and A. Morilla, unpublishcd resuhs). 

SubGrnup drttrrninatlon. Thc suhgroup of the YM rota­
virus strain was determined to be 1 by thc enzyme-linkcd 
immunosorocnt assay with subgroup·spccific monoclonal 
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and rotavirus. i;1rain5 or d1ffcrcn1 scrv:~¡<es. Human rotavirus \\'a 
(sc10t):pe 1), h1.1m:in rotJ\irus 52 (~cro:ypc 2) 1 s.imian rClt:i,irus 
SAi! (~cro:ype ~). hum•n roto»inJS sn (•cro:ypc 4), porcinc 
rotavirus YM (pcssiblc new scrotypc), por.:inc 10:Livirus OSU 
{scrorype 5}, and ticvinc rn:.avir.JS NCD\' (!ierNypc 6) are ~hciwn. 

antibodies (25). This subgroup spccificity is tbe samc as that 
re¡>oncd fo1 1hc OSU strain hut differcnt from GNtfried, the 
other rcfrrcr.cc porcine ro!avirus strain, which has bccn 
•hcwn to bclong to subgroup 11 ¡:9). 

Strotypt" deltrmlnation. The YM ro1avirus ~!rain was 
dclennined, by the focus rtduc1ion ncutralization 1cs1 (2), to 
be an:igcnically dis1inct from rola\'Íruscs bclonging to se­
rotypes l to 6, on thc hasis of > 20-fold ditrerenccs be1wecn 
titers of homologous and hclerologous recipr0cal neutraliz­
ing antibodies. Hyperimmune mouse antisera to rotavirus 
YM did not significantly neutralize prolotype ro1avirus 
strains of motypes 1 (Wa), 2 (S2), 3 (SAll), 4 (ST3), 5 
(OSU), and 6 (NCDV) (Table 1). Rota>irus YM could also be 
assigned lo a different 'erot)'PC when anti,era to thesc 
various rota\'irus ~trair.s '"'·ere testcd against it. Hcwc:vcr, 

TABLE l. Antigcnic chr:r.i!\ltriz.ation oí porcinc rnuvirus ~train 
)'}.f by thc focus rcduc:tion neu1ralization test 

Rtcip!ical car W':'c FRS 101ihcody 1ilcr of hy¡•erimrr.t.inc 
Ro:zvirus ant:!<n.1m 10 indie.11ed ro11vir\ós {!>ttot)tier 

{S<IO')p<) ------------------
Wa Sl SAll sn osu SCDV 
(l) (2) (l] YM (4) (l) (6) 

Wa(I) R,000" -· <25 
52 (2) 16,000 100 
SAJJ (3) 4,000 25 
YM 100 "00 100 8,000 U)() 100 100 
ST3 (4) <::S 8,000 
05U(5) ~00 4,000 
NCDV(6) 100 l,000 

• Homoh.1gt1'i.U value~ are In t-.._...,!dfilce t)pt. FRS. Fco:\ls rcdu.:tiein neutral· 
Wition. 

ª . 1 Nol lesttd, 

1 \}f 



ioHSA~1E: JNL- J\'l-NOV-7~'1~ PAGE: 3 SESS: s OUTl'UT: Fri Aug 1911:3S:591988 
CLS: mon1hlyli GRP: u~m2 JOB: ¡v1- nov DIV: 7898-133 

SEf- OUERY· 
PAGE_j __ _ ~ 

AUTHOR( vj' . 

Vor .. I•~. 19S8 NEW PORCl~E ROTA\;¡-RllS SEROT\'PE 

1:• C11 ,,. 11t nt "~' 11.,t ,,,,. (1~ &41· 1tA au .\:t ,,, '!A~i!P:JSAt 11( ,,~ l.!A ,., AH 111 tlb 111 &1· Aa J]) 

s l 1 r : t ' 1 L ' ! 1 1 R t ~ D ' 1 1 1 , 1 l r V 1 ,, 

•11 •~• '" 't• e:• 1 1 ~ Pt '" aa :.\t- 1:.1 !•t ')' •~: u1
. P• cu AH. A~t f&c 1c1 ''E 6•t ·~·eta 'A' "' ;~~ 

V V L ¡ f 1 V 1 t i 1 1 L I 1 L P 1 1 i S • D t P 1 • b! 

U11(f •:• llt .,, ¡.&~A(& !1( !'A l!t ,,, A(11'l lbt !U Ul 1A1 t:• t•~ ~~' ~C& s~· &t1 tAt AH &n U' :-3~ 

1 S t • 1 1 ' 1 L t 1 t l C L Y 1 P H ! ¡ A 1 1 1 A D q1 .. 
uc •u lH '" ,,, •n CTC 1:& :e~ t'A 11~ C1: •t' u..: H& !S6 ,~,·~'HA 1:a 611 ~·e TT! Ut ~u 1A! •:1. 'I' 
D 1 1 , D t L s 1 L r L ' r ' • ! t ' 5 V ' 1 ' [ ' t 111 

U1 A!1 Et•,~. 111 ~{( p:. :.A' ((&:u ~,, ,.. 'E~ EU :11 u· •H &!6 116 ,,, &1.1. '•: 'ª~ Ht u~ 1t& [AA ,e~ 

D 1 • ! 1 s 1 e ' 1 L ' e ¡ ' • 1 I' L • , ' t ' • 5 D "' 

(U EAI Ub lt~ ~H 11~ lt! ~~' t~l '!' r• U.! EU 1&t Tt& 1&~ A.lr.1 t:A '!f &U A'!li A[T Cl1 U( HT ~Ai t'' ~'6 

L D • 5 1 L ¡ t L 1 l • [ 1 L C ' ' ' D 1 t l ! 1 ! D 171 

C.lr.L ·~:. ;at ~Lt ~=' J:.: UL ºH ,., ·:i A'E Hl u: '=~ '&~ a:~ ,,~ 't;J.. &TA 1&1 CCA e•: u~ ·~' (L~ A(( en b~' 
1 t ¡ [ 1 1 1 o 1 ! ' 6 1 5 C 1 1 1 V C F l l T D 1 L 10l 

H' "~; H• l&~ r& a:· •:· H' :~t ,:, a:t 1 1' Ea! EH éi:. ,tT 1:• &C.lr. &•E'º llE l'E LU ,,, &:.' ,,r ~~' ~~8 

i I 6 [ l l l : ' l ~ 1 [ 1 V 1 ! 1 [ t l V I t t V V 1:0 

U1 &&A E11 Ul :a: Ul ~,, ;A~ t'E ~:LA~: HT lt& l&C a:A ''~ AH Ut Hl Ut UE t'.l HL ¡:i. L":i {Ai UT E1• 
D ' V ' H 1 l D I' t 1 ' ~· [ t 1 ¡ 1 e r ' L ' f ' [ • :s1 

,,~ E:L ~··,,.:u t'l Ht ~E' ~a a: VA Cl' ;,! Al' A=• &:E:~~ Cct a:t A:L H' t:L cu.·~· EU ~E~ AfE ºº~ 
V l 1 1 ~ V ! i 5 1 l • 1 1 t 1 D P t 1 A f D t [ ! • :·SI 

Al&"~ LTA U! 1EE H: u: 'H TH ~u E¡A 111 :a~ At! AH. ElT º' 1A1 &11 UT ~., AT: i'A (AA f~E U6 1Ct qe¡ 
~ ~ 1 • • 1 r 1 1 o \' r y T 1 V ~ ' y • g 1 V Q V " s ~11 

:.u. ~=' 1:• t&t TU .,, Hl 1~: H' Hl ne 'AT '•~ ~=' All ~At A!kT, 1 (1i~'E''Aé;r.T~E'L':l'6'EAtC ID6: 
• • s ' ! ' • s • • r 1 1 P 1 1 ;¡1 

FIG. 2. DSA. ~equC'nCC of lhc rr.RSA H·r.~c 5tr~nd and tht dcduccd' amino .ilCid !iequcncc ror f.'l(lrcinc rcita\irus YM {!!)COprorcin VP7. 
Nucleotidc rc~idue:s are num~crcd fwrr. thc S' w 1hc 3' end. TI1t prtdic1ed 11mino adc! scqucnct is di!ip:aytd bclow thc nucleoridc ~tqucncc. 
\liÍ1h thc in·p~.asc H:rmination codon dcnoH:d C) ar. X. T·o1.o po!isil:-lc initia!ion mc1hiC1nines are b~xcd. The as1crisk marks !he single rcss.ible 
c:arboh)•dratc att1t~hme:n1 shc. Nuclel'tide~ at pos.itions ~l, 82, &nd 8~ wcrc arnbiguol!s by the didcoo·~ch.iliri 1erminatior. scqucnC'ing reaction 
and uc thcrC'fore dcno1cd by •m S. Thc~c &rr.big-uitics did not a!lov. tht dtduction oí thc amino acid at f'.\OSilion 12, which is. dcr1cited by a 
que!-ti<:m m&rk. 

low-level '70SS·ncutralization (1 to 5'.í) was obscrvcd "ich 
ali these referencc strains. 

Funher evidtnce 1ha1 rola,irus YM does nm be long to lhe 
prcviously estab!ished serotypes 1, 2, 3, and S is that 
nculralizing monoclonal ontibodies to lhc~c serotypes failed 
lo signiflcontly neulralize it. The homologous·le>-helerol­
ogous reciprocal tiler ralios far neulralizing monoclonal 
antibc.dics to scrot)T'es 1, 2, 3, a·nd S "'<re > 160·fald, 
> 640-fald, > 1,6(1().(old, and > 1,60().fold, respectively. 

lriplets downscream írom 1hc firsl one. This sccond ATG has 
bcen shown lo be functional •s a slan sil e in rola virus SAi 1 
(10, 44). The amino-terminal ponían oí lhc encoded protein 
contains two highly hydrophobic regions, one aftcr eoch oí 
lhe two in-phasc polential initiotion codor.s, ond a carbohy· 
drate •cceplor sile (Asn-Ser-Thr) al residue 69. This polen­
tial gl)·cosylation site is cor.sm:ed among ali ro1avirus 
Mrains but one (20). Ali lhe mcnlioned (ca1ures, logclher 
wilh the cighl cysteine residues prcsent in lhe YM VP7 
pro1cin, are absolu1ely conserved among all reponed rota· 

1 vil - l 
1 

1 

Cloniag and !l'<¡U<Dcing oftbe s•rotypMp•clfir gl~·coproteln 
&•nt. To ch•r•cterizc thc serotype-specific glycoprolein at 
lhe molc.cular leve!, we cloncd thc. rota,irus YM genomc and 
sequcnced gene 9, which was shown by Nor1hem (RNA) 
blot hybridization to be homologous to the VP7 gly.:oprotcin 
gene of simian rotavirus SAll (data nol shown), The general 
fcalures oí 1hc YM gl)·coprolein gene (Fig. 2) are the same as 
chose 1tpor1cd far homologous genes from 01hcr rolavirus 
slrains. le was found to be 1,06: b~1e pairs long, wi1h an 
open rcading frame oí 978 bases, which slancd al nucleolide 
49 with lhc firsl ATG and cnded al nuclrolidc 1,025 wilh a 
TAG tcrmina1ion codon. The S' and 3' unlr•ns!a1ed se­
qucnces wcrc 48 and 36 nucleolidcs long, resptctivcly. 

vi'."s slrains (3, 9, 13, JS, 20, 22: 2\ 27,~-~Q;_ ~,__-R. .' -; ~ 
-1.facl<ow,.Jl,.D,Shaw,.S. M, Matsur,.P. r. Va, D. Benfield, 

The open reading framc rodes far a prolein oí '126 amino 
acids and contains a sccond in-phase initiation codon 30 

and H. B. G1eenberg, Virolo!;)', in press). 
Amino acld homology beh>•~n che \'M \'P7 profeln and the 

homolo¡¡o111 protelns l'tom tnlm1! 1od human rotar!rus 
'1ralns. Y.'hen we compared the dcductd YM VP7 amino 
acid sequence wilh VP7 sequences dcrived from 01her 
human and animal rolavirus slroir.s, wc found lhc following 
ovcrall homologies: 76~é wilh serotypc 4 su;;ins (ST3 &nd 
VA70); 77% (DSl, HNJ26, and HuS) and 78<;¡ (S2) with 
serotype 2 strains; 77% (M37) and 78% (D, Mo, and \\'a) 
with serotype 1 strains; 61% (UK) and 82t;; (NCDV) wi1h 
serot)T'• 6 slrains; 87% with a scrotype S slrain (OSU); and .,,. 
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FJG. 3. Comr'll.ri:.on of thc YM amino acid !ritquc.n.:c of \'P7 
rc¡iür.S A, B. ar1d e wilh tílc Ct..1ne~p<.111ding rc¡;ieon or f('',a\"Ír~s 
strain~ ~cl~nging to si'( d1ff<.rtnt !>tro:-ypcs. Thc amino ifC'id se- . 
qurncrs !1eom \\'a (40), HUS (13), S2 ¡27¡, RRV fll;tL!.ol~"' el al.,:',· 
~l. SAi 1 (3, 9), OSU {21), SCDV (20), l'K (l~). >nó D, Mo, 
~ü7, DSl, H~l26, ?, ST~. arid \',-\10(~~) \1-Cic ('(lmp11r~d \'ith !he 
amil'IC' ª'°id M·qucncc o( Y~ Do:~hcs indi.:J1' idn.1ic.al eirr.inc1 a.:ids. 
Thc !'CIO!)'PC or cach JO~a\Írus stniin is !ioílc~n in p111Lnlh~!ICS. 

86, 88, and 89':« wilh strains P, SAll, and RRV, resp~c­
lively, ali of which bclong to serotype 3. 

Thc nucJcotidc sequcnce oí rotC:\·irus \''1riCint!i ~ch:clcd for 
rhcir rcsistancc to ncutralization by \'P7·dircctcd, scrotypc· 
1pedfic monoclonal antibodie~ h3s all~"ed the m•ppir.g of 
lhc siles involvcd in VP7-,pecific nculralitotion 10 th1ee 
discrc1e rc¡;ions in thc protein (14, ;12, 45). Thcse three 
rc¡;ions, dcfincd as A, B, and C by Dyall·Smith el al. (14), 
havc a high dt:g'ee of divcrgencc ;mong diffcrcnt rota\'irus 
srrains but are highly conscrvcd among rota,in:~es bclong· 
ing to thc samc scrotypc ¡23). Thc co:npari,on of thc amino 
acid sequcncc of th<se sekcted re¡;k>ns of VPi bcl'Wecn YM 
and othcr rota,·iru'°s (Fig. 3) showcd that the YM \'P7 
scquence docs nol mal ch any of lhc "'qucnces dcriwd from 
viruses belonging lo sl• d1ffcrenl serotypcs, suggesting a 
novel \'1'7 specific ncutrali>ation idcnlity of the porcine 
rotavirus YM. 

DISCl'SSIOS 

A unificd system for scrotypic classific•:ion of hum<n and 
othcr m&mmalian and avian strain1 of rota,irus has bccn 
prOp0SCd by Ho1hino et al. (29). In thcir repürt, SC'Cn 
different serotypes wcre identif.ed among the strains studied. 
Serotypcs 1 and 2 werc found only in human rola\iruses, 
scro:ypes 3 and 4 werc found in rotavirus strains i!o0la1ed 
from humans as well as from animal ~pecies, and serotypcs 
5 to 7 wcrc e>clusive lo animal rotaviruses. Two reccndy 
rcported rotavirus scrotypcs isola1cd from humans, whieh 
do not cross-react with the scven known serotypes (12, 35), 
havc nol bccn classific.d yet. In thc work described in this 
report we have established the Strotypic individualil) oí a 
porcine rotavirus i!-Olatc by cross-neutralization studies with 
prototypc rota,1rus strains belonging to strotypes 1 to 6. 
Sincc scrotypc 7 ro:a\irus strains have lx:en isolated only 
írom avian spccies (29), il is suggosted that p<>'cine rola\Írus 
Y!>! could rcprc•cnl a new rola\Írus serOl)'¡>C. 

The crnss·neutralization studics clearly showed thoi hy­
perimmune mousc antisera 10 rotavirus YM did not neutral· 
izc rota,irus slrains of serotypcs 1 10 6, whereas minar 
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cro~s-nc11tr;lization of YM ~)' re!crcncc anli•cra to hetera· 
typic rurnviru"'cs was ohi.crvcd. This min0r, unc·way ncu· 
lr&lizing Chl'HC•clivil)' \\as <5%, thc acrcptcd limil for 
dcfining a di-iii.cl scrol)'pe (29). 

lt h~~ hrcn ~hcv. n t~1al nrulraJi¿iition in vitro and in vivo 
can be mcdi.tcd by thc t"o rot:i\'irus surfoa polypcptidrs 
\'P3 and \'!'7 (5, 26, 36, 39, 46). C~'mrari,c•n of thc amino 
•cid scqucncc of immunolcigical!y relevan! rc¡;ions of Y~I 
VP7 wi:h the C'OITC'i'"'nding \'P7 sequen.:cs of hclcrotypic 
rc1t"viru' strain' indicares that YM \'P7 is uniquc, su¡:gesting 
thal Vl'3 might be rr<¡>•1nsiblc for thc minar cross-nculral· 
iz&tion ohcrwd. This ohcr\'ation is supportcd by thc facl 
lhat \'P7 spc.:ific ncutralizing monoclor.al •ntibodies lo ro· 
tavirus of strolypcs l, 2, 3, and 5 did nol signific&ntly 
ncutralizc rc>la,irus Y!-1. In this rcsard, it is intcrcsting rhat 
the onc-u.ay c1oss-ncutraliiali0n of hum&n rolavirus Wl6! 
by &ntiscra to ro1.-irus strains of scrOl)'f'CS 1 to 4 was 
lncolized lo \'P3 by immunol,1¡;ical ana!ysis of rca.-onant 
,;ru>cs (12). 

Rot2.'-irus Y~~ w~s z~signcd to sul-g1oup l. TI1is was not 
11ntxpec1ed, since mL·st animal rot~\;rus stra;ns h.i:ve this 
suh~rour src·nf.ci!y (29). This ohcrva:ion clearly diffcrcn­
tio•es rolc\Ín:s YM from thc r~"cinc rot;,,irus Gollfrird, 
which bclongs 10 subgioup 11, scrotype 4 (29), and "hich 
·,,,5 no! av&il•ble for this study. 

In the l•st fcw ycars, thc nucleotidc sequcroce of lhe 
\'f'7-encodin,g genes from 17 human and animal rota\irus 
wains belónging to six diffcrcnt serotypes has bccn deler· 
mincd (3, 9, 11, 13, 15, 20, 22, 23, 27..,34, 40; ~~~ckow et al., 
ifl ·;>ress). C"mpari,on of thc deduCéa .. \''1'7 amino acid 
scqocnccs of ali those strains showed a high (91 lo 100%) 
ovcrall homology arnong strains of the same serO!)'f'e, 
wh<reas the highrn bomology be:-.cen two slrains of dif· 
fcrent scrot~r·cs was S6'"o (:3). When lhe rota\Írus YM VP7 
amino acid scqucnce was compared with those reportcd, it 
was found to be more clc•scly rclated to scrotypc 3 strains (86 
to 89'."c hornol0¡;y). Huwcver, this ohervation was nol 
surpri1ing, since pairwise comparisons betwcen d1fíe1enl 
S<ro!ypes sh~wed that scro:ypc 3 \Íruses sharcd the highest 
homology wi1h lhe fivc other scrot)7es compared (23). Y!>I 
VP7 had also a high idcntity (87%) with thc \'P7 of the 
porcine rola\Írus OSU. This might rcflect thc common hcst 
origin of thesc two viruses. 

·-., 

Escape mulations to neutralization by VP7·spccific neu­
tralizin¡; mont>Clonal an1ib0dies have bccn mapped 10 three ,-: 
diffc.rcnt rcgions in the VP7 protdn (14,.t4!¡ ~bck~w e.L~l.,Jl'L.l: : <\. 
f"'=l· Those thre.e rcgions have a high dtgreec:iíoivcrgcnce 
among different rotavirus strains hui are hi¡;hly cor.>erved 
among rota\in:ses belon¡;ing lo the samc serotype (Fig. 3). 
Whcn thc se<¡uences frum two rotwir"sos of thc same 
serotype are compared, only one or two amino acid changcs 
are found (23, 24). Thc &mino acid sequcnces in thcsc three 
regions of YM \'P7 sho" cd a fa ir number of diffctences from 
thc other VP7 ~equcnces, supporting thc idea of a separatc 
serot)l'ic identity for YM VP7. However, it is inleresting 
that region C o( YM and serotype 3 rolaviruses showed sorne 
ronscrvation, wilh only two amino acid changes (residuc 
posirions 212 and 220) betwccn lhe SAl 1 and YM sequences. 
Since these two ch<nges are not in rhe posirions where 
escape mutalions huve br.en mapped (14,.~5;M&ckow_er.el., ~'-· 
in press), and sincc an amino acid change aiposition 212 is 
also observed betwccn strains ST3 and VA70 (23), both of 
which belong to serot)-pc 4, it would be inttresting lo see 
whether mon•xlonal antibodies diucted to the C region of 
scrol)-pe 3 ~iruscs have some neu1rali1:in¡; activity on the 
YM infoct!vity, 
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11 has !>cm rcporh'd 1ha1 lh1''C olhtr rcgions of \'P7 
(amino acids 39 ro 50, J 20 lo J'.10, and 233 to 2~2) are hi¡;h!y 
divc:rg1.·nt ~"''"'""" difftrcnt ruto,·irus ~tn1in~ éind vcry con· 
scrvcd among rol""iru>cs of !he same scrol~·pc (23), lhus 
l>cing poi<nliall>· scrotypc >p<·cific. Jfowevcr, in !he work 
dc!t-crihcd in thil\ rc¡x111, two of thu~c r~gil>ns (amino "cids 
JW 10 JJO and 233 to 242) ha,·c he,n found lo he idcntica! 
hctw<en rot•,·irusC' YM and RRV, wi1h thc lasl rc•ion abo 
hdng identica! with lhat in SAJJ. In oddition, thcrc ·~·"' llnly 
one amino acid changc in amino arids l 20 10 l30 het" ctn !he 
YM and the SAJ J and P scqucnocs, :.nd thrrc was onc 
changc in amino acids ~33 to ~43 heme en thc YM and the 
OSU, !"CDV, and L'K scquenccs. Thcsc oh•ervations, 
togcthcr with the fact that cse>pc mutations ha,·c not bccn 
rr.apped to thcsc rc¡;k•ns (14,. 45; .Jvl;.d,,,...,._,,, aL, in·pr<·,s), 
suggcst that lhcy ,io not have a role (al lcast a majúr eme) in 
thc induction of ncutral:z.ing antiho.:lics. 

Rr.ccnt!y, Bcnfldd et a!. (D. A. Bt·nficld, E. t;\. ~c!,on, 
and Y,)1c:shin·J. Abm. VII lnr. C<>ngr. Viro!., Rll.l9, p. 
lll, .{9H) obtainc·d a monco.::lona! antib<>dy (5~·8) which 
efficiuitly ncutr31iz"d viru~cs of ~crotypcs 3, 4, 2nd 6. 
Analysis of thc amino acid sc·qurnccs of thc strotypc· 
rc!c\'ant rcgions of VP7 among difftfl·nt rot¡,,irus str•ins '. 
1"'htltm·e1 al.; inpress) sho"'cd th•t amino acics 99 to JOJ, 
2!4, and 218 wcre cor.scrved among viru,cs of rhr'c three 
'c!otypcs and \Hrc diffcrent among vin"es of ¡,orotypcs l, 
t, and 5, which \l.CTC not ncutralizcd b) monoclonal &ntihody 
~7-8. lntcrc¡tingly, rota,irus YM s~.orcs thc amino acid 
srccificity in thesc r-:i~~ti0ns wi1h thc vi:1 . .:~c~ of ~crotypes 3, 
4, and 6, making it a gc-.od natural prohc with "'hich to 
analyze thc specifidty and amino acid sequ~nce rtquirc .. 
mcnts of monco.::lona! antih0dy 57·8 for rot<\iru~ neutraliza. 
tion. 

On thc bsis of thr R:'\A gcnomc elcctrophorrtie patfcm, 
rotavirus YM was widesprc•d in ~lo,ico in 1%3, the )'car it 
was isolared; its charactcristic clectropherotypc was ob· 
servcd in ali but one of thc porcir1c rotaviru5.·po!-itive sam~ 
ples dctccted. Howcvcr, in subequcnt yea,., a systomatic 
~crccning for rotaviru~cs in swinc "as nol continued, &nd 
thcrcfore wc do not ¡_now whc1hcr thc high prt\'a!cnce 
o~scr.ed fer this elect1op!,erotype in 1983 was maintained 
over thc fo!lowing years or whelher it was rcplaccd by a 
dill'crcnt cleclropherotype. A ~erologica! survcy o( porcine 
~amples for antibc,dies against OSU, Gottfried, and YM 
"'ould he!p lo revea! the incidencc o( infcction o( Mrxican 
swine by these threc \'iru;es. 

11 sccms clcar, from the appcarance of ncw rot<virus 
serotypes and from' thc various and comp!cx pallcrns o( 
cross-rcactivity that havc been observed, that the immuno­
Jogical relation;hip1 among different rota,irus strains are no1 
as simple as initia!!y thought. Thus, befare ~are and effec1ive 
animal and human rota>irus vaccines can he designcd, 
funhcr structural and immuno!ogica! studies, together with 
the determination of the rc!a1ive preva!cncc of thc different 
rotavirus strains, are necded, 
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DISCUSIOH 

Actualmente, basados en ensayos de neutralización in yitro 

los rotavirus se clasifican •n 7 diferentes serotipos • Esta 

clasificación considera a todos los rotavirus, indepeodi•ntemanta 

d• l ;a ·:•specie animal de donde fueron ai tsl ados. Dentro de estoa 7 

serotipos, cuatro serotipos <1 al 4) pertenecen a rotavirus 

humanos y cinco serotipos (3 al 7> pertenecen a rotavirus de 

aspeci•B animales • Notablemente cepas de rotavirus con serotipos 

3 y 4 se han aisl;ado tanto de humanos como de animales. 

En el caso de rotavirus porcinos hasta ahora solo se han descrito 

dos serotipos distintos, clasificados por Hoshino et a~ (34) como 

serotipos 4 y 5, representados por los virus Gottfried y OSU, 

respectivamente. 

Los resultados de neutralizacidn obtenidos en este estudio 

demuestran de manera consistente la exclu!Sividad antigenica de Vl1 

respecto a los seis serotipos analizados. 

Aunque no estuvieron disponibles pera 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 VM representa en realidad un nuevo !Serotipo de los 

siete clasificados. 
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En los result•dos mostrados en la tabla 1 se observ~ que el 

suero anti-VM no neutralizó significativamente a la mayoría de 

virus de otros serotipos. Sin embargo, el rotavirus VM fue 

consistentemente neutralizado aunque a bajo título, por los 

diferentes sueros anti-rotavirus. Trabajos previos han demostrado 

que anticuerpos dirigidos contra VP3 pueden participar en la 

neutralización del virus. Es probable que en los diferentes 

sueros probados e><Ístan anticuerpos que posean afinidad para VP3 

de YM y como consecuencia se observe cierta neutralizacion • 

La no relacidn antigenica por ensayos de neutralizaci~n de la VP7 

de YM con las VP7's de rotavirus de serotipos 1, 2, 3, y 5, es 

apoyada por la resistencia del virus VM 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 VM pertenece al subgrupo I, al igual que el rotavirus 

OSU, mientras que el rotavirus Gottfried pertenece al subgrupo 

11. Este resultado muestra una diferencia importante entre el 

rotavirus VM y el rotavirus Gottfried, el cual no estuvo 

disponible para este estudio, 

Sabiendo que VP7 es la proteína que determina principalmente el 

serotipo de cada cepa de rotavirus, resulto atractivo el 

profundizar su estudio en el rotavirus VM, para asi conocer su 

estructura primaria y su relación molecular con otros rotavirus 

ya estudiados. El gene que codifica para esta proteina puede ser 

el a o el. 9 dependiendo de la cepa de rotavirus. Una hibridaci6n 

heterÓloga del genoma total de VM con la clona pSR9-65, que 
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contiene un• copi• de cDNA del gene 9 del rot•virus SA11, mostró 

que en VM, VP7 esta codificada también por el gene 9 <Lopez M.T. 

et al, manuscrito en preparaci6n). 

La secuenciación del gene 9 

obtenidils de un banco de cDNA 

de YM a partir de clonas 

'con!ltruÍdo por Lopez et 

•l.(manuscrito en preparación> mostró una secuencia nucleotidica 

con características similares a las reportadas para otros genes 

equivalentes. La comparación de la secuencia obtenida con las 

descritas con anterioridad mostró que el gene 9 de YM es más 

homdlogo a los genes equivalentes de rotavirus aislados de 

animales que aquellos aislados de humanos. La mayor homología la 

tuvo con el rotavirus porcino OSU (82i0, lo que probablemente 

refleje la especie animal comón que infectan. 

Las secuencias de aminoacidos correspondientes a VP7's de 

distintas cepas de rotavirus han mostrado homologías de entre 91Y. 

y 100% para cepas de un mismo serotipo, mientras que cepas 

pertenecientes a distintos serotipos poseen una homolog{a no 

mayor del 86%. Cuando se comparó la secuencia de aminoácidos de 

VP7 de YM con las equivalentes de otras cepas de rotavirus <Fig. 

6), se observó que las secuencias ma's homologas a YM fueron las 

derivadas de rotavirus pertenecientes al serotipo 3 (86-89%). Sin 

embargo, el comportamiento de estas 6ltimas fue similar con las 

cepas D, Mo, M37, Wa, ( serotipo 1), OSU (serotipo 5) y NCDV y UK 

(serotipo 6>, donde la homología fue de 81%-86%. YM y OSU 

mostraron también una homolog{a relativamente alta (87%>. Estos 
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resultados implic:an que puede existir una homologfa de hasta el 

89(. entre dos e: epas diferentes sin estar relacionadas 

serotipic:amente. 

Con la obtención y sec:uenci a en SA11 de mutantes que esc•pan 

de l• neutralizac:ión por anticuerpos monoclonales especif icos 

contra VP7, se han mapeado 3 difer·entes regiones de la proteína 

que parecen ser fundamentales en la neutralización del virus. 

Estas regiones altamente conservadas entre cepas de un mismo 

serotipo y diferentes entre cepas de distintos serotipas (Fig. 7> 

estuvieron localizados en los aminoac:idas 87-101 <region Al, 

143-152 <region B>, y 208-221 <reglan C>. 

Cuando Dyall-Smith et al (16) compararon las secuenc:ias de los 

mutantes de SA11 c:on las correspondientes en el virus nativa, 

identific:aron cambios en los aminoacidos 94 (Asn n Ser> y 96 

<Asn >: Asp) de la regidn A; 147 <Thr x Ala) de la región B y 211 

<A&p x Asn> de la regidn C. Por otro lada, Taniguc:hi et al 

demostraron cambios similares en los aminoacidos 94 <Asn x Ser> y 

97 <Asp n Gly) de la regicfn A y 211 <Asn >: Asp> y 213 <Asp x Gly> 

de la región e, utilizando la c:epa KU de rotavirus humano 

(serotipo 1). Basados en estas observaciones se ha determinado 

que estas regiones contienen epitopes de neutralización. Cuando 

se compararon las regiones A, B, y C entre 2 cepas con el mismo 

serotipo, •olamente difirieron en uno o dos aminoacidos. Sin 

enbargo, cuando se compararon las regiones correspondientes en YM 

con las de•critas anteriormente, una amplia diferencia fue 

observada con todas las c:epas analizadas. 
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1 Estas observad onl!s de tipo molecular, conf' ir man que IPl rotavirus 

• "'iH pl!rtenece a un eeroti po diferente a 1 os siete clasificados, 

tt1l como habia sido mostrado por los ensayos de neutnalizaci6n. 

FFor otro lado, la existencia de cuando menos 3 regiones <A, B, 

't+"' C> que contienen epitopes de neutralización implica que la 

eoape-cificidad de serotipo esta determinada por aminoacidos 

u.1JJl!ii:: ados en distintas regiones que en conjunto determinan la 

t·!~p11c:ificidad serotipica para cada cepa de rotavirus. Fin&1lmente 

lu:is datos obtenidos en este estudio sugieren que dentro del 

~aener-o rotavirus, YM es un buen candidato para ser considerado 

cc::x::imo un nuevo serotipo t&1nto para la especie porcina como para 

lea.& diversas especies animales existentes, incluyendo la humana. 
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