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RESUMEN

Los rotavirus humanos (RVH) poseen un genoma de RNA bicatenario, formado por 11 segmentos que presentan una
migracion electroforética caracteristica para cada cepa. La visualizacion de los patrones de migracion de RNA viral en geles
de poliacrilamida (PAGE) se ha vuelto un procedimiento comdn para la caracterizacion de las cepas de rotavirus y también
como un método diagnéstico de infeccion viral. El objetivo de este trabajo fue buscar un método répido de diagnéstico de
rotavirus en heces de nifios con diarrea aguda, utilizando las técnicas de extraccion, separacion y tincion descritos por otros
autores. EI mayor nimero de muestras positivas a rotavirus se obtuvo con el procedimiento de extraccion descrito por
Herring et al. (1982), la concentracion del RNA viral con etanol absoluto (Sambrook et al., 1989) y la tincién con plata
(Herring et al., 1982). La utilizacién de geles de poliacrilamida a 5% (Chudzio et al., 1989), produjo resultados en menor
tiempo. El método descrito resultd de gran especificidad y menor costo que |os ensayos inmunoenziméaticos comerciales
usados para el diagnéstico de RVH. La sensibilidad del método se prob6 con especimenes fecales provenientes de nifios
diarréicos recluidos en la sala de rehidratacién del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald’ de Cumana,
Venezuela

PaLaBRAS cLAVES: Rotavirus, Diagnéstico, Electro-foresis.
ABSTRACT

Human rotaviruses (HRV) possess a double-stranded RNA genome, formed by 11 segments that display a characteristic
electrophoretic migrating pattern for each strain. The visualization of these viral RNA migration patterns in polyacryla-
mide gels (PAGE) has become a common procedure in order to characterize HRV strains, and also a method to diagnose
vira infections. The purpose of this work was to look for a rapid method to diagnose rotaviruses in the feces of children
with acute diarrhea by using extracting, separating and staining techniques described by other authors. The highest number
of rotavirus positive samples was obtained with the extracting procedure described by Herring et al. (1982), the concentra-
tion of vira RNA with absolute ethanol (Sambrook et al., 1989), and silver staining (Herring et al., 1982). The use of 5%
polyacrylamide gels (Chudzio et al., 1989) produced results in the shortest time. The method described in this paper turned
out to be of high specificity and of lower cost than the commercial immunoenzymatic tests used for the diagnosis of HRV.
The sensitivity of the method was tested with stools from diarrheic children recluded in the rehydration room of the
“Antonio Patricio de Alcald” University Hospital in Cumana, Venezuela.

Key Works: Rotavirus, Diagnosis, Electrophoresis.

INTRODUCCION especificidades antigénicas. grupo y subgrupo (Saif y

Jiang, 1994). A través de métodos serol 6gicosy genéticos

Los rotavirus humanos son los principales agentes
etiol 6gicos de gastroenteritis agudainfantil en paises de-
sarrollados y en vias de desarrollo (Blacklow and
Greenberg, 1991, Richardsand Crotty, 1995). L as particu-
las virales completas estdn formadas por tres capas
proteicas que rodean al genomaviral (Estes, 1996). Entre
las proteinas que destacan por su importancia antigénica
estdn laV P6, que se encuentraen lacapaintermedia, y la
V P4y VP7, ubicadasen lacapaexterna. LaV P6 tienedos
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se halogrado identificar siete grupos virales (de A a G)
gueinfectan tanto aanimalescomo ahumanos. Entreellos,
el grupo A es considerado € masimportante clinicamente
por ser el més frecuente como causa de diarrea aguda en
infantesy nifiosjovenes (Bastardo, 1993). Estamismapro-
teinaviral determinaa menos dos diferentes subgrupos:
subgrupo | 'y subgrupo I1.

Losantigenos VP4 y VP7 determinan | os serotipos,
encontrédndose hasta ahora en humanos ocho serotipos
diferentespara VP4 (serotipo P) y diez paraVP7 (serotipo
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G), deloscuales del G1 al G4 son los mas importantes
enlaepidemiologiadelasdiarreas (Hoshino et al., 1988,
Taniguchi et al., 1991, Woods et al., 1992).

Muchas técnicas han sido empleadas para |a detec-
cion e identificacion de los rotavirus humanos:
microscopia electronica (Flewett et al., 1974),
inmunoensayo enzimatico ELISA (Yolken et al., 1977),
neutralizacion (Thouless et al., 1977), reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR) (Gouvea et al., 1990) y la
electroforesisen gelesde poliacrilamida (PAGE) (Espejo
etal., 1977). Estadltimatécnicapermite separar el genoma
de RNA de los RVH en sus once segmentos, formando
asi patrones de migracion (el ectroferotipos) caracteristi-
cos para cada cepade rotavirus. PAGE también esimpor-
tante en la deteccion y clasificacion de los rotavirus
atipicos (que no son del grupo A). A pesar deladiversi-
dad de los el ectroferotipos existentes, se han diferencia-
do dos patrones de migraciéon distintos: un patron corto
y un patrén largo, que se distinguen por la migracion
electroforética del segmento 11 del genomaviral. La
técnica de PAGE se utiliza como herramienta
epidemioldgicay de diagndstico en distintas partes del
mundo (McCrae, 1987).

Debido a que los métodos de deteccion de los
rotavirus (ELISA, Latex, RIA, Microscopia Electronica,
PCR) son costosos, se consider6 necesario buscar alter-
nativas diagndsticas mas econdmicas basadas en | os pro-
cedimientos de el ectroforesis en geles de poliacrilamida
0 agarosa. Para esto se combinaron |os métodos de ex-
traccion y separacion del RNA rotaviral descritos por
Herring et al. (1982), Dolan et al. (1985) y Chudzio et al.
(1989), de tal manera de buscar la combinacion que por
sus caracteristicas de especificidad, tiempo y costo sea
la més adecuada para |a deteccion de rotavirus en cual-
quier Laboratorio Clinico que cuente con los equipos
minimos necesarios parallevarlaacabo.

MATERIALESY METODOS
Materiales:
|. SOLUCIONES, RECREATIVOS Y EQUIPOS.

1.  Buffer de acetato de sodio 0.1M (pH 5,0)
que contiene sulfato de sodio dodecyl (SDS)
al 1%. 1,159 de acetato de sodio anhidro
disuelto en 140ml de agua destilada (solucién
0.1M), luego se afiaden 60ml de &cido acético
y 29 de SDS. Se gjustaapH 5,0.
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2. Mezclafenol-cloroformo(3:2).
4+ Preparacion del fenol equilibrado

En 20ml de agua bidestilada derretir 250g de
fenol en bafio deMariaa65°C, afiadir 250mg de
8-hidroxiquinolinay 200ml de buffer Tris-HCI
0.5M (pH 8,0), mezclar con agitador magnético
por 15 a 20 minutos. Dejar en reposo hasta que
se formen dos fases y luego descartar la fase
superior por aspiracion. Afiadir 250ml de Tris-
HCL 0.1M (pH 8,0), agitar por 15a20 minutos y
descartar lafase superior. Realizar este Gltimo
paso 2 veces més, a descartar por terceravez la
fase superior seleagrega25ml de Tris-HCl 0.1M
(pH 8,0) con b-mercaptoetanol al 0.2%.

4+ Preparacién del cloroformo

El cloroformo consiste de 24 partes de
cloroformoy 1 parte dea cohol isoamilico.

3. Acrilamida30% y M etabisacrilamida 0.8%.
ACTHaMIdAL......cereeerereeee e 30g
Metabisacrilamida(MBA).......ccocvreeeneereereeeneens 0.89
Disolver laMBA en 20ml de agua destilada y la
acrilamidaen 40ml deaguadestilada. L uego mezclar
y enrrasar a 100ml con agua destilada. Guardar a
4°C enfrasco protegido delaluz.

4. Lower Tris1.5M, pH 8,8 (4X).
Aguadestilaga.........ocenereeeninerneees 80ml
Mezclar y gjustar apH 8,8 con HCI 12N. Enrrasar a
100ml con aguadestilada.

5. Upper Tris0.5M, pH 6,8 (4X).

THSDASR. ... 6.069
Aguadestilada........ccoeereneeenecrenrree s 80ml

Mezclar y gjustar apH 6,8 con HCI 12N. Enrrasar a
100ml con aguadestilada.

6. Buffer decorrida
THSDERR. .. 759

Mezclar todoy enrrasar a1litro con aguadestilada.
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7. Mezcladedisociacion para RNA.

Azul debromofenol
Lamezclasereparteen aicuotasy seamacenaa-
2°C.

8. Pesulfatodeamonio2%.

Peraulfaiodeamonio..........cc.coeeiviiininnn. 100mg
Aguadestiladar..........oureeeeeereererniereereseeeeees 5ml
Preparar a momento de usar.

9. Solucién denitratodeplata12mM.

AONO i) 08
Aguadestilagar.........cccereereeneereneneereneieeeseeseena 400ml

Preparar a momento de usar.

10. Solucion revelador a. Solucién de hidroxido
desodio 0.75M que contieneformaldehido 0.76%.

NEOH. .ot 759
FOrmaldehido 0.76%0.........ouveereeeeeeereereereieieenne 1.9ml
Aguadestiladar..........ccvereereereneinienenineneinereeens 250ml

Disolver el NaOH en € agua destilada, después
agregar el formaldehido. Se debe preparar al
momento de usar.

11. Buffer TN-Calcio(TN).

THSDASE. ... 6.069
NBC..cooertrere et 5.08g
CaClvvvvirsrssiesssssi s 1479
Aguabidestilagda.........cocreereririeninienenneeeeeees 1L

Ajustar el pHa7,4 conHCI 1N. Conservar a4 °C.
12. N,N,N',N’-teframetiletilendiamina.

13. Acidoacético1%.

14. Etanol 10% - acido acético 5%.

15. Acidoacético 5%

16. Buffer de reduccion. Contiene Sulfato de
sodio dodecyl 2%, urea 5M, gl;icerol 20%, 2-

mercaptoetanol 4% en buffer Trisglicina.

4+ Preparacion del buffer Tris glicina.

THSDASR. .. 0129
GlICINAL ettt ess s 0.58g9
Mezclar y enrrasar a10ml.
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4+ Preparacion del buffer de reduccién.

DSt eeeeeeee e ereeeen s 029

UFBAL...o ettt 3.003g
(€110 (o) APPSR 0.2ml
2-Mercaptoetanol...........coveecerecereneerireeenesineeens 0.4ml
Buffer Trisglicing........cooeeneeeeneereneirereresereeereene 6ml

Mezclar todo y enrrasar a 10ml con buffer Tris
glicina.

17. Acidonitrico 3.4mM

HNO, i,
Aguadedtilada

18. Carbonatodesodio 0.2M en formaldehido
2.2%.

4 Preparacion del formaldehido 2.2%

Formaldehido..........oceeeeereenerreereeeieeseeeeeeens 2.2ml
Aguadestilaga.........occcverireniereniereereeenenas 180ml
Mezclar y enrrasar a200ml con aguadestilada.

4 Preparacion de la solucion de carbonato de
sodio en formaldehido.

NECO, v 4.24g
Formadehido 2.2%0..........ceoneeeneenreeererenerereeeneeens 180ml
Mezclar y enrrasar a200ml con formaldehido 2.2%.

19. Buffer de extraccion. Contiene Tris
hidrocloruro 0.02M (pH 7,4), NaCl 0.3M, MgCl,
0.01M, sulfato de sodio dodecyl 0.1%, EDTA
0.005M, sacarosa4%, azul de bromofenol 0.04%)
para unaconcentracion final de 20%.

TriShidroClOruUrO........coveereeeeerereereeseeee e 0.03g
NN O PP 0179
MOCL oot 0.02g
SDIS...cerr s 0.01g
EDTA .ot sssensnens 0.014g
SBCAOSAL ..ot sseaseassaseaa 04g
Azul debromofenoal

Aguadedtilaga..........coeeeeeereereneneinneeeeeseseeene
Mezclar y enrrasar a10ml con aguadestilada.

20. Buffer TBE (Tris-borate 0.09M, EDTA
0.002M)
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21 Agarosa1%.
BUIfEr TBE......co et sesseesserseneens 100ml

22. Bromurodeéetidio (1ug/ml)

23. Camara de electroforesis para geles planos
verticales. (Modelo PROTEAN 11 xi Cell, Bio. Rap,
USA).

24. Camara de electroforesis para geles planos
horizontales. (Modelo 63178, SIGMA Chemical
Company, USA).

25. Fuentedepoder (Modelo 1000/500, Bio-Rad,
USA).

26. Bafo deMaria, Precisdn Scientific Co. (PS),
M odel 0 66648, Chicago,
USA.

27. Centrifuga Eppendorf (Brinkmann Instru-
ments, Inc. Westbury, N.Y., USA).

28. Trandluminador U.V.(ModeoT1201, SSGMA
Chemical Company, USA).

29. Transluminador deluzblanca
1. M UESTRASFECALES

Paralacomparacion delosmétodos se utilizaron cuatro
(4) muedtrascontrolespositivasarotaviruspor ELISA, PAGE
y Microscopia Electronica (ME). Dos de €éllas con baga
concentracion de RVH (A,C) y dos muestras con ata
concentracion de rotavirus (B,D), como se determind por
ME.

Paraprobar € método seleccionado, se utilizaron quince
(15) muestras fecales provenientes de nifios con diarrea
aguda recluidos en la sala de rehidratacion del  hospital
“Antonio Patricio de Alcald’ de Cumand, Estado Sucre,
Venezuela.

METODOS
A. ExTraccion DEL RNA

A.1MéododeHerring et al., 1982 (MEH): todas
las muestras de heces fueron tratadas con una
solucion de acetato de sodio 0.1M que contenia
sulfato de sodio dodecy! (SDS) a 1%. Luego
seleafiadié un volumenigual deunamezclade
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fenol-cloroformoy se agit6 vigorosamente por
3 minutos. Laemulsién resultante se centrifugd
a10.000 rpm por 20 minutosy del sobrenadante
se separd 0.5ul. EIl RNA encontrado en el
sobrenadante se concentré por e método de
Sambrook et al. (1989), afiadiendo etanal frio
absoluto al sobrenadante en una relacion
aproximadade2:1, seagitd y dejétodalanoche
a 4°C. Luego se centrifugd, y el RNA
preci pitado seresuspendi6 en 50p0l delamezcla
de disociacion, que consiste en tris-HCI 0.5M,
pH 6,8, glicerinaa 0.76%, SDS20% Yy azul de
bromaofenal.

A.2MéododeDolan et al., 1985 (M ED): lamuestra
fecal se resuspendié en PBS y luego se le
afnadio el buffer de reduccién que contiene
SDS al 2%, urea 5M, glicerol 20%, 2-
mercaptoetanol 4% en buffer Tris glicina. Esta
mezclase agité vigorosamentey calenté a68°C
por 5 minutos, agitandose nuevamente.

A.3Mé&ododeChudzio et al., 1989 (MECh): las
muestras fecal es fueron suspendidas en 500ul
del buffer de extraccion (tris hydrocloruro
0.02M, pH 7,4, NaCl 0.3M, MgCl, 0.01M, SDSa
0.1%, EDTA 0.005M, sacarosa 4%, azul de
bromofenol para una concentracion final de
20%). Luego se afiadid 500ul de fenol-
cloroformo y se agit6 por 30 a 60 segundos
parahomogenei zar lasuspension. Se centrifugd
a 10.000 rpm por 10 minutos y se separd el
sobrenadante, que contiene el RNA.

B SePARACION DE LOS SEGMENTOS DE RNA PoR
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACILAMIDA Y
DE AGAROSA

B.1 Gelesdepoliacrilamida12% (Herring et al.,
1982). Seredlizé unaelectroforesisvertical en
geles planos de poliacrilamida 12%, durante
todalanoche (entre 14y 16 horas) atemperatura
ambiente con unacorriente constante de 30mA.

B.2 Gelesdepoaliacrilamida 5% (Chudzio et al.,
1989). El gel plano se prepar6é a una
concentracion de 5% y la electroforesis verti-
cal sedejé correr de 5 a7 horas atemperatura
ambiente con unacorriente constante de 30mA.

B.3 Gelesdeagarosa 1% (Chudzio et al., 1989).
Serealizo una€dectroforesishorizontal engeles
planos de agarosa 1% y la corrida se llevd a
cabo atemperaturaambientea 100V por 2 horas.
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C TINCION DE LOS GELES

C.1Tincién con plataHerring et al., 1982 (TPH).
Finalizada |la corrida, los geles fueron lavados
con aguabidestilada por 30 minutos, agitandose
constantemente. Seguidamente se reemplaz6
por unasolucion de nitrato de plata 12mM por
30 minutos y luego se enjuagd dos veces con
aguabidestilada. Laetapadereduccion sellevé
a cabo, por un maximo de 6 minutos, con una
solucion de hidroxido de sodio 0.75M que
contiene formaldehido 076%, hasta que las
bandasfueron claramentevisibles. Paradetener
el revelado los geles se colocaron en acido
acético al 5%. Finamente se fotografié el gel
por luz transmitida usando una pelicula K odak
TMX 135mm (asa100).

C.2Tincion con plata Dolan et al., 1985 (TPD).
Después de la corrida los geles se lavaron con
aguabidestilada, seguidamente seredizaron tres
lavados con 200ml de etanol 10%-é&cido acético
5% por 10 minutos. Luego se reemplazo por
acido nitrico 3,4mM por 5 a 10 minutos. Se
descart lasolucién anterior y seafiadi6 nitrato
deplatal2mM y sedejé por 30 minutosy luego
se enjuagd dos veces, con carbonato de sodio
0,28M en formaldehido 2,2%. Después del
segundo enjuague se dejé en esta solucién
hasta que aparecieron bandas discretas del
RNA rotaviral. Estasolucion fueremoviday se
le afadi6 &cido acético a 1%. Finalmente se
fotografié el gel por luz transmitidausando una
peliculaKodak TMX 135mm (asa100).

C.3Tincion con bromurodeetidioChudzio et al.,
1989 (TBECh). Los geles de agarosa se
sumergieron en lasolucién debromuro deetidio
(1pg/ml) por 5 minutos, luego las bandas se
visualizaron sobre un trasiluminador UV.

Buscando la combinacién més idénea que permitala
deteccion del RNA rotaviral en el menor tiempo posibley
con la mayor sensibilidad, estos métodos de extraccion,
separaciényy tincion se combinaron delasiguiente manera:

I. Secorrierontresgelesdepoliacrilamidaa 12%
con cuatro muestras positivas preparadas con
los métodos de extraccion de Herring (MEH),
Dolan (MED) y Chudzio (MECh). Cadagel, se
colored con uno de los diferentes métodos de
tincion: TPH, TPD y BECh.

I1. Deigua manerase procedio a utilizar gel de
poliacrilamidaal 5%.

I11. Enéel gel deagarosal% secorrieronlasmismas

cuatro muestras utilizadasenlaseccion |l y 11y

s0lo se colored con TBECH.

Después derealizar estas combinaciones se escogieron
los procedimientos que dieron resultados mas
satisfactorios, parala conformacion de un método rapido
de deteccidn de rotavirus en heces..

RESULTADOS

Al usar geles de poliacrilamida de diferentes
concentraciones (5% y 12%) se obtuvieron los mismos
resultados en la visualizacion de las bandas del genoma
rotaviral.

Los distintos métodos de extraccion del RNA vira
comparados en este estudio, no mostraron la misma
sensibilidad, notdndose que los cuatro (4) controles
positivos a RVH, revelaron su positividad por el MEH,
mientrasque por el MEChy el MED sdlotres(3) y dos(2)
muestras respectivamente, resultaron positivas (TABLA

.

TABLA |. Comparacion de los tres métodos diferentes de extraccién de RNA: MEH, MED y MECHh, con los distintos métodos de tincion
(TPH, TPD y TBECh) sobre cuatro muestras (A,B,C y D) positivas a rotavirus humanos. Las muestras fueron corridas en geles de

poliacrilamida (5% y12%) y agarosa 1%.

GELES %
(Tincion)

PAGE 12% y 5%
(TPH)

PAGE 12% y 5%
(TPD)

PAGE 12% y 5%
(TBECh)

AGAROSA 1%
(TBECh)

EXTRACCION DE RNA

ROTAVIRAL MEH MED MECh MEH

MED MECh

MEH MED MECh MEH MED MECh

(Muestras)
A
B
C
D

+

+ + + +
+ 0+ +
+ + + +

+

+ 1 4+

+
+

+ + + +
'
+

+ 0+ +
+

+

No hubo diferencia en la positividad debida a la concentracién del gel de poliacrilamida
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En cuanto alatincion de los geles de poliacrilamida
con nitrato de plata, € método descrito por Herring et al.
(1982) fue el seleccionado debido a que las bandas se
observaron en formanitiday oscurasobre un fondo claro,
sinmanchas. Por el contrario, €l método descrito por Dolan
et al. (1985), produjo un fondo obscuro y manchado, que
impidi6 labuenavisualizacion delasbandasde RNA (Fig.
1.

nal

Figura 1. Electroferograma de RNA rotaviral de 15 muestras extrai-
das por € método de Herring et d., 1982; provenientes de nifios (0-
5 afios de edad) con diarrea aguda recluidos en el Hospital Universi-
tario "Antonio Patricio de Alcald'. Gel de poliacrilamida 5%, tefii-
do con nitrato de plata descrito por Herring et al., 1982. La migra-
cion electroforética fue de arriba hacia abajo a corriente constante
(30mA), temperatura ambiente durante 6 horas.

En geles de poliacrilamida tefiidos con bromuro de
etidio, todas las muestras fueron positivasa RVH por €
MEH, dos fueron positivas por e MECh y ninguna re-
sultd positivapor € MED. Resultados similares se obtu-
vieron en el gel de agarosa 1% tefiido con TBECh (TA-
BLAI).

Después de escogido la combinacion mas idénea de
medio de soporte y tincion (gel de poliacrilamidaa 5%
descrito por Chudzio et a. 1989, tincidn con platadescri-
ta por Herring et al. 1982) , se realiz6 corridas
electroforéticas para probar 1os tres métodos de extrac-
cién deRNA rotaviral.

Los tres métodos de extraccion del RNA rotaviral,
probados en quince muestras de heces provenientes de
nifios con diarrea agudamostraron unapositividad simi-
lar, Herring (10), Dolan (9) y Chudzio (10). (Fig. 1, 2y 3).
Se podria decir que en términos de detectar presenciao
no, los tres métodos serian de utilidad en el diagndstico
de infeccidn rotaviral. Sin embargo, podemos observar
gue por el método de Herring et al 1982 se obtienen ban-
das intensas y bien definidas del genoma rotaviral con
excepcion de aquellas muestras débilmente positivas. Son
este tipo de muestras las de mayor interés, ya que un
método poco eficiente de extraccion no proporcionaria
suficiente RNA rotaviral para ser detectado por PAGE,
dando como resultado final un diagnéstico incorrecto y
por o tanto un paciente pediétrico mal tratado. EI méto-
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do de extraccion de Chudzio et al. (1989) y en especial €
método de Dolan et al. (1985) extraen menor cantidad de
RNA yaque producen bandas mas claras que por €l méto-
dodeHerring et al. (1982).

Figura 3. Electroferograma de RNA rotaviral de 15 muestras extrai-
das por el método de Chudzio et al., 1989; provenientes de nifios
(0-5 afios de edad) con diarrea aguda recluidos en el Hospital Uni-
versitario "Antonio Patricio de Alcald'. Gel de poliacrilamida 5%,
tefiido con plata descrito por Herring et al., 1982. La migracién
electroforética fue de arriba hacia abajo a corriente constante
(30mA), temperatura ambiente durante 6 horas.

Figura 2. Electroferograma de RNA rotaviral de 15 muestras
extraidas por el método de Dolan et al., 1985; provenientes de
nifios (0-5 afios de edad) con diarrea aguda recluidos en el Hospi-
tal Universitario "Antonio Patricio de Alcald". Gel de
poliacrilamida 5%, tefiido con plata descrito por Herring et al.,
1982. La migracion electroforética fue de arriba hacia abajo a
corriente constante (30mA), temperatura ambiente durante 6
horas.

Finalmente, se encontré un método rapido y muy sen-
sible basado en €l procedimiento de extraccion de Herring
et al. (1982), concentracion del RNA viral con etanol des-
crito por Sambrook et al. (1989), electroforesisvertical en
gelesplanosde poliacrilamidaal 5% segin Chudzio et al.
(1989) y tincion con nitrato de platade acuerdo a procedi-
miento deHerring et al. (1982).

DISCUSION

Para fines diagnésticos se podria utilizar el gel de
poliacrilamida de menor concentracién (5%) ya que pro-
duce resultados en menor tiempo (5h) y abaratalos costos
considerablemente.
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El MEH mostr6 mayor sensibilidad al permitir ladetec-
cién de rotavirus humanos de las cuatro muestras positi-
vas utilizadas. L os otros métodos de extraccion presenta-
ron problemas para detectar |as muestras de baja concen-
tracion rotaviral (A'y C), enespecia, e MED. Estehecho
hace pensar que la extraccion con fenol-cloroformo  pu-
dieraser esencial paralaextraccién de suficiente cantidad
de RNA rotaviral y asi obtener mayor positividad a
rotavirus (Kasempimolporn et al., 1989).

Lapocasensibilidad dedeteccién del RNA vira enlas
muestras con baja concentracion de RVH, por e método
de Dolan et al. (1985) y Chudzio et al. (1989), puede
deberse también a que estos procedimientos no incluyen
laconcentracion del RNA con etanol absoluto frio duran-
tetodalanoche, propuestapor Sambrook et al. (1989).

Latincion delosgelesde poliacrilamidacon nitrato de
platadescrita por Herring (TPH) ofreci6 mejores resulta-
dosqueel TPD, sinembargo, Dolan et al. (1985) uso esta
coloracion y no reportd los inconvenientes encontrados
en la presente investigacion.

A pesar de las diferencias que presentaron los geles
de poliacrilamida tefiidos con plata y los tefiidos con
bromuro de etidio, es conveniente mencionar queel MEH
permiti6 clarapositividad en ambosgeles, estollevaapen-
sar que sepodriadutilizar lacoloracion de bromuro deetidio
engelesdepoliacrilamiday asi sereduciriaaun méximoel
tiempo detincion (de aproximadamente 1,5 horasa5 minu-
tos). Sin embargo, el bromuro de etidio es un poderoso
mutageno, es tdxico y requiere de una descontaminacion
después de usarse. Ademés, usando estatincion esindis-
pensable el uso de una lampara de luz ultravioleta 'y la
exposicion alamismaespeligrosa, en particular alosojos.
No obstante, si se tienen las debidas precauciones y se
cuenta con todos |0s equipos necesarios para una protec-
cion integral del individuo, es recomendable el uso de
bromuro de etidio y luz UV, por tratarse de una técnica
valiosa para €l diagndstico de infeccion rotaviral en un
tiempo mucho menor.

AUn cuando los métodos simplificados de extraccion
MED y MECh serian unasalidaal problemade factor tiem-
po para el diagndstico rotaviral, se correria el riesgo que
aquellas muestras con poca cantidad del genomaviral no
sean diagnosticadas.

Laventgjade PAGE Yy electroforesisen gelesde agarosa
tefiidos con bromuro de etidio, es su sensibilidad y tam-
bién por el hecho de que proveeinformacion acercadelas
cepas de rotavirus gue circulan en una comunidad y de
las mezclas electroforéticas, que no pueden ser detecta-
das por ensayos comerciales.

35

En términos de adaptabilidad al laboratorio clinico, la
técnicabasadaen laextraccion del RNA rotaviral descrita
por Herring et al. (1982), concentracion del RNA con
etanol frio descrito por Sambrook et al. (1989), separacion
del RNA por electroforesis en geles de poliacrilamida a
5% descrito por Chudzio et al. (1989) y latincién con
nitrato de platadescritapor Herring et al. (1982) esel méto-
do recomendado en este estudio por ser til, confiable y
sensible parael diagndstico rotaviral y ademas ofrece una
alternativa para el diagnostico rapido de lainfeccion por
rotavirus, lo cual esindispensable paralaorientacion del
tratamiento.
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