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RESUllEN 

En el presente trabajo se iapleaento la tecntca indirecta de 
ELISA para la deteccibn de inaunoglobullnas contra el 
para•i~ovirus productor de Ojo Azul en cerdos CPOAJ y se 
e/ectu6 un an41isis coaporativo de los resultados con las 
pruebas de inhibici6n de la heaoaglutlnacl6n C/HJ y 
seroneutralizacibn en cultivos celulares de ltnea PK15 CSNJ. 
Ojo Azul ea Ufl4 nueva en/eraedad en esta especie caracteriza.da 
por encefalitis en lechones y cerdos destetados, falla 
reproductiva, opacidad de la c6rnea, aorbilldad del 20 al 50% 
y aortalidad cercana al 100%. Para lograr el objetivo se aislo 
el virus en celulas PK15 a partir del cerebro de un lechón que 
sostrO s¿gnos clínicos caracterlsticos de la enferaedad, el 
virus se identi/icO por estudios en •icroscopia electrónica; 
por pruebas da inauno/lourescencia directa CIFJ, de inhibición 
de la hesoa«lutinGción <IHJ y de seroneutralización en 
cultivos celulares de línea PK15 CSNJ con conjugad.o y sueros 
especi/lcos al POA. Con el virus que se identl/lc6 se 
elaboraron los antiwenoa t>orG lee tres pruebas. La pruebo de 
ELISA se llevo a cabo en aicroplacas de pollestlreno de 98 
pozos eapleando conjugado antl-lgG porcino peroxldasa, 2 sueros 
espec1/icos contTa POA, un suero ne•ativo de Te/erencio, 61 
sueros de caapo, coao sustrato H2 02 al 0.04~ adicionado de 
o-phenylenediaalne al 0.04X coao Indicador de la reacción 
enzit14tica. La prueba de BLISA result6 9.3 veces 114s sensible 
qua la de lH, 5.9 veces "4s que SN y tuv6 Ull4 relaci6n de 
acuerdo GI n"8ero de sueros 1><>aitivos y negativos detectados de 
98.4X con estas aisaas pruebas. Los resultados seflalan que la 
prueba de ELISA es una excelente opción para la detecci6n de 
iftlluftoglobulin4s contra el POA debido a su cspeciJicidad, alta 
sensibilidad, /llcil reallzacl6n e lnterpretac16n objetiva. 



I N T R o D V e e I o N 

La en/e~•edod deft0Sinad4 •o;o Azut• en ce~dos, es un 
t>Gdeclslento de etiolofta viTal, que ae obaeTv6 por prlseTa vez 
en la Re,Pfibllca Neslcana a PTlnclploa de 1980 en fTanJaa de la 
Piedad, #ichoac4n CS,21,221; en el al .. o afta se preaentaTon 
a~ltlplea bTotes en Jallaco y GuanaJuato; en 1982 en el Batado 
de #eslco; en 1983 en el Distrito FedeTal, Nuevo Le6n, Rldalro, 
Tlaxcala, Yucat4n, Tabasco y QuerltoTo; en 1984 en Taaaulit>Gs; 
en 1986 cobT6 caractarlsticas eplzo6tlceu1, en los estados de 
Nlchoac4n, Jalisco y GuanaJuato; actualaente la Piedad, Nlch. 
slrue siendo el PTinclpal Joco de ln/ecc16n y la enferaedad se 
presenta afta con afta en diverso• eatados de la Rep6bllca C151. 
Hasta donde se conoce, no se ha lnforaado dal padecislanto en 
otroa pataee. 

Cltnlcaaente se caracteriza por producir encefalitis en 
lechones y cerdoa destetados, con aorbilldad del 20 al 50" y 
sortalidad ceTcano al 10°" C/7,21,221. Afecta prlncipalaente a 
lechones aenorea de /O dtas de edad, sin esbarfo, en 1984 se 
obaeTv6 en la Piedod, Nich. poT PTISeTa vez, un n6aeTo 
conaiderable de cerdos de haata 45 "8· de paao, con airnoa 
nervioaoa y aortalldad del 30S en alfunaa fTanJas con 
deflclenclae sonitaTlos o de aaneJo Cl61. Loa airnoa nerviosos 
aon pro•resivoa: iftcoordiRGc•6ft, e•IJClawO• •uaculGres, ri•ide~ 
de •leabroa postéTloTea, saTcha y poaturo anoraol, poatroci6n, 
hlpeTsenaibllldad, aovlalento de carrera, ceruero, niatQfaua y 
suerte entre las 30 y 48 h dea~ de lo poatrocl6n; eatoa 
slrnoa van precedidos de fiebre, eritaao cut4neo, pelo 
eTizado, loso arqueado y eatreftialento Cl7,2l,221. 

Un slrno cltnlco caracterlstlco del ,.....eclalento, debido al 
cual el sal recibe el noabre de •o¡o Azul•, es lo opocidod de 
la C6Tnea en el 1 al 30% de los anlaoles afectados, coaunaente 
unllateTal pero en ocasiones bllateTal CIS,21,221. Finalaente 
y de acuerdo al an411als de los par4setros productlvoa de 
fTanJaa que han sufrido bTotes de la en/eraadod, se deduce que 
•l ~iru.s produce frAatornoa reproductivoa; iftCr& .. ftfA el n6-cro 
de cerdaa que retornan al estro, baja la fertilidad entra 15 y 
20X, au•ent4 dal 2 al 24% el no.ero de lechOftea nacidos sue~foa 
y del 1 al 5% el de soai/icados Cl8J. 

Los estudios posaortea de lec~ones afectados natur41 y 
e~periaental•ente, sefkll4n que l4s lesiones 90crosc6pica.s son 
ocasion4les ~ ligeras, obseru4ndose /uftdasenfalsenfe COft6estiOn 
aentngea, atrofia serosa de la 8~cisa corona.ria, veJi6B y 
estoaaro repletos de contenido, hepatizaci6n del uertlce del 
16bulo apical y cardiaco del puls6n ~ opacidad de la c6rnea. 
Las lesiones sicroscOpicas corresponden a una ence/alifis no 
supurativa, neu•onta intersticial, uveitis anterior y edelW 
cornea! C 11,21,22 J. 



Una. investigación serológica llevada a cabo en 2 granjas de 
ciclo completo mediante la prueba de IH, mostró que hay 
persistencia de anticuerpos en los cerdos hasta 15 meses 
despues del brote. En este mismo estudio, a los 11 y 18 •eses 
posteriores al brote, se introdujeron a la granja cerdos de 
diferentes edades, provenientes de explotaciones sin 
antecedentes de haber sufrido la enfermedad, y serológimente 
negativos al POA, ninguno manifestó signos clínicos, ni 
desarrolló in•unoglobulinas contra el POA en 3 muestreos 
repetidos a intervalos de 30 días, mencionando por consiguiente 
que la enfermedad se auto!imitO Cl4J. 

Si bien es cierto que la enfermedad puede autolimita.rse, 
tambié.n es clci.ro que el proble•a. sigue vigente en Za 
actualidad, observdndose con mayor frecuencia entre Abril y 
Julio, jugando un papel importante en Za permanencia y 
diseminación de la infección la insalubridad, el mal manejo de 
a.Zguna.s grati.jas, la movilización no controla.da de cerdos de 
4reas afectadas y la introducción de ~stos a granjas con 
poblaciones altamente susceptibles Cl3,15). 

Pa.1·a el diagnóstico de laboratorio se utilizan a la fecha las 
pruebas de inmuno/luorescencia., inhibición de la 
hemoaglutinación C/H) y seroneutralizaci6n CSN) en cultivos 
celulares C 15, 191. 

Es conocido el hecho de que para el axi1o en la erradicación o 
contra l de Las en/ennedades, contribuye de manera importante la 
aplicación de pruebas de laboratorio seguras, rdpidas, 
sensibles y espec1/icas. En !os altlmos afios ha adquirido gran 
importancia en el diagnóstico de las enfermedades 
infcctocontagiosas, el ensayo inmunoenzim~tico o "Enzyme LinRed 
lmmunosorbenet Assay" CELISA> 1 conside1·ada como una. prueba de 
muy alta sensibilidad, espec1jica, de lectura obictiva, de bajo 
costo y sus reactivos de vida media Larga C25). 

Tomando en consideración que la enfermedad denominadci "Ojo 
Azul" en cerdos, es un padeci11iento nuevo en esta especie, 
seftalado como ca~sa considerable de ptrdidas económicas a la 
industria. porc·icola., es neccsa.f"io contar con todos los 
ele~entos que per•itcin su control o posible erradicación, 
Dentro de éstos, un diagnóstico de laboratorio r~pido, seguro y 
confiable, permitirA coaba.tir eficaz•ente esta nueva. enfer•edad 
en cerdos. 



H 1 P O T E S 1 S 

l.G 01>14coc40n de lo 1>rueb<l de ELISA para el serodlagnOst!co de 
#Q/o Allul# en cerdoa; 1>ers1Hr4 defectar r4plda :y e/lcozaente 
insunc1lobulinaa contro esta en/ersedad. 

O B J E T l V O 

BI p1·esente t'f'a.ba.jo tiene coao pri•er objet iuo desa.rrol La.r La. 
l>f'Ueba de BLISA paro el dlognOstlco scro!óglco de •o;o Azul" en 
cerdos y coso se~undo, co•pa.ra.r los r~sultados de esta. prueba. 
con los de lnhibiclOn de la hc•oaglutinaclón CJH> :y 
•~n·on1.1ut1'a.l,ma.ci6n en cultivos celulares de z·&nea. PK15 <SN>. 



N A T E R 1 A L y NETODOS 

Aislaaiento e ldentl/lcaciOn del vlTus.- De una granja de la 
Piedad, #ich. que presento un bTofe de encefalitis en lechones 
y opacidad de la cOTnea en el 8% del total de los ceTdos, se 
seleccion6 un lech6n con signos nerviosos, se sacTific6 y a la 
necropsia se obtuvo el enctfalo, de éste se prepaTaTon 
i•prontas en portaobjetos y se efectuó la prueba de 
inauno/luorescencia directa CIF) frente a un conjugado 
especifico contra el POAZ C6}, posterioraente con frasaentos de 
l~ corteza cerebral <porción anterior y sedia del cerebro), se 
preparo una suspenslOn al 10% en soluclOn aaortiguadora de 
fosfatos pH 7.~, adicionada de antlblOticos ClOO UJ/al de 
penicilina y 0.001 g/al de estreptoslclna). Con lo suspensiOn 
se inocularon aonoestratos confluentes de celulas PK15 
contenidos en botellas de Pl4stico de 25 c•2 de superficie para 
creci•iento y tubos leirthon con la•inillGS de vidrio de 7 c•2 
Cl). 

A laa 24, 48, 72, 96 y 120 h postinoculaclon, se obtuvleTon 
IGsinillos de los tubos lelgthon, paTa realizar pruebas de 
in•ufto/Luor•scencia directa con conjU8'ado contra PDAZ C6) ~ 
tine\on•a con colorantes de Gie.aa (4). EL aedio de cultivo 
aobrcnad4nte de ctlulos infectadas, se e%a•in0 en un 
sicroaooplo electrOnico Jeol 100 B, aedlante la prepaTaclOn de 
tinciones negativas seg~n aetodos descritos por Gibbs y 
colaboradores C2J. A la vez el ais.o sobrenadante se eapleo en 
pruebas de SN en cultiuos celulares e IH, frente a un suero 
espec1/ioo contra el PDAZ C3,6). 

PreparaciOn de antlgenos para IH ~ SN.- #onoestratos 
confluentes de células PK15 crecidos en botellas de pl4stlco de 
75 e•2 se infectaron con 10,000 dOsis in/ectantes cultivo 
celulaT CD/CC) 50% del PDA Cl). Después del peTíodo de 
incubación los cultivos celulares se congelaron a -70 C, se 
descofl&'elaron ~ congelaron 2 veces s4s, pa.Ta per•itir la 
liberacio,. del uiTus de las células. La suspensión se 
centrifugo en fr1o C4 Cl a 15 000 g 10 sin. y el sobrenadante 
ae alt1a.cenó hasta su uso a -70 C en a•Polletos de vidrio con 
0.5 si cada una. 

PreparociOn de ant1geno paTa la PTueba de ELISA.- Tasando en 
consideraciOn que auchas vacuna.a eapleados en cerdos son 
elaboradas en cultivos celulares de oTigen porcino~ con el 
objeto de euitaT posibles reacciones inespecl/icas, el anttgeno 
se elaboTO en células de 11nea de rlftOn de sono CVER01. Se 
inocularon con 10,000 DICC 50% •onoestratos celulares 
contenidos en JO botellas de Pl4stico de 75 ca2, después del 
pertodo de adsoTciOn Cl ha 37 Cl se realiz4ron 3 l4vados con 
•edlo de cultivo CNedlo Esencial NCniso de Bair!e) sin suero, 
/inalaente se oge~O a cada botell4 5 si del aisao •edio y se 
colocaron a 37 C. 
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C.....ro aa ollaaf'VO afecto cUo,..fo .... fco (JICI') • an al UJcnc dal 
90n0aff'afo calulaf' <96 A _.,atinoculaciOll) IAa ctlulo• ae 
daapf'aftdfaf'Oft da lo ... pef'ffcfa PAf'O Cf'ecfsfanto con tm4 UGf'fllo 
da vfdf'IO COft ,,_fo da A,.le y lo a,..penai6n se cenfTf/~6 o 
1000 • 5 •fn; al paquete celular f'Caultonte ae f'CaU11pendi6 en 
5 si dal sedfo aobf'enadantc, ae c~el6 a -70 C y se 
da~el6, cate p..oceao ae f'&Pitl6 2 vece• tl4a. Lo .... penef6n 
aa aottic6 o JB 000 cfcloa 30 ae.-., ae cefttf'f/~6 en frlo C4 CJ 
a 15 000 • 15 sfn y at aobf'cnadonte •• co~cl6 a -70 C en 
-pollet- de vidf'io con 0.3 •I C4d4 .. na. •1 anH•cno nc.-atlvo 
.. elcbof'6 de l•uol fof'ao cot1 cultivo• ce!ulaf'ca V~ no 
lnfactadoa • 

...... oa.- Se azaslnaf'on po,. 1 .. 3 prueba• e lll, Sii y •LISAJ 31 

... roa aa~ulneoa de cef'do procedente• de una l'f'an/a en lo que no•• AGbCo Pf'••cntodo lo on/ef'••dad CGlJ, 31sueroa114a de una 
•f'an/o da la Pfcdod, •lcA., con antecedentes d" Aaber pcdecido 
•o,o Ast.I• <G2J, ,.n ª"ª"º d• f'eferencla ne•atiuozz ,, 2 
onffauaroa da f'a/af'ancla contf'a POAZ y••· 

Baf'onautralfll<ICl6n CS/11.- Lo prueba ae reolfz6 de ccuerdo a la 
t6cftfco dcacrlta por Bafu~ (3). Se espleaf'on ctlulaa PKJ5 y 
alcroplOCAa d• pl4affco de 9e pozoa. Se prapcraron dflucfonea 
doblca aarladoa, alando la lnfclal 1:16 y la /fnal 1:512 para 
al auaf'o .... affvo y loa procadentea de loa doc •ran/aa, y pc1u 
loa antl ... af'oa ••P•cC/fcoa al POA lo dtltor.f6ft /fnol /'"" 
1132,728. ••taa dflucfonea ae •nff'cntoron o un volusan ••uol 
<50 llll) de ••dfo d• cultfvo con 100 DICC 50S de POA, daaputa de 
lncclllof' IAa -sclAa vfr,..-aucro o 37 C l A ae odfcfono a ccrlo 
poso 50 111 da sadfo con 400,000 ctluloa/•I, 11c aclloron loa 
slcropldco• y•• colocaron o 37 C. La lactura ae lleu6 o cabo 
o laa 48 A, sedfont• la pruabc& de Ae90Gdaorcf6n Gon ·'erUf'ocUoa 
da pollo al as CBJ. BI tCtulo correapondfO a In dflucf6n tl4a 
alta capaz da •vitar la Aaaocdaorcf6n de arltrocltoa en al 1ocnc 
del·aonoaatrc&to calulaf'. 

lnlllbfcl6n da lo Aasc-.lutinocl6n.- Se al•ui~ lo ttcnlco 
deacrlta _.,,. Lannetta y otro• para Bncefalltia E~ufna (6). Se 
utUl.O coao dtlvante aoluclOn oaortll'uodoro CVEROIALJ PB 7.2, 
•f'ifroclfoa d• llOllo al o.as, ••croplacaa de pl4atfco fondo u 
da 9e #GSOa y dilucfonaa doblea aerfadaa de lo• auaf'oa, laa 
aiaaoa qua•• .. placron an la prueba de aeronautralfzacfOn, 
tat- •• an/r ... taron a un vol-en fl'ual 25 1'1 de ··:::.~'JNAL con 4 
UBA Ct111ldcd•• •~lutinantea) de POA. El titulo correapondlO 
a la dllucl6n .. ,,.,. de euero capaz de lnhlbfr al Jocnc lo 
laaoqluUftACIOft da laa 4 UBA. 

• Dapto. da Vlrolo6to e /naunolo.-ca de la FllVZ d~ lo UNAJI. 
BI auero Afpaf'l,..une /ua elaborado en un cerdo •~r~l6--
61Ca.etlfe ft86&tivo al POA. 

6Z Botional Vatarlt1Gry Serulcaa Laboratorles, USDA, APHIS, VS. 
AllllB, IUllA. •1 auero hlperlnaune /ut elaborado en un 
cerdo BPr COtl Vlf'ua de OJo Azul aislado en #tx!G~ (8). 
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•LIBA.- u t8c:ft•CÓ ft1cUf'ecto de 111.IBA, •• ÍleVO o C..0 de 
oc-f'do o loa -pec•/•coc•-• de Voller " col'6of'odor.. Cll5J. 
l.o• ontc,....,. ,....•t•vo• ,, ne,otlvoa, lo• ... ,.o• hlperl,....,... 
conff'O POA ,, •I COtO/tll'odo ofttl-/fG """º'"° ,.. ...... doeo ••• 
tlt•lorOft .1>r•v•-t1t• " •• date.-.1"6 lo dlluc16n 61>fl- 1>4ro .. 
-· L4 pruebo•• •/-tva - slcf'ol>l&e .. de 98 l>O-•· •• 
.. ,..,oron 100 ••crol•troa de aoluc•Oit osof't••tlCICloro de /oa/otoa 
•-- 20 1>11 7 .4 CB» ,_.,., o loa .36 /IOSO• de lo perl/erlo 
CB,10). Lo• 60 f>O•o• lt1fer•o,.•• •• recubrieron COft 100 
slcrol•troa de loa ot1tC,...oa d•luCdoa .,. aoluc•On de 
recubris•ento /111 9.6, •ntercolotldo - Allero de 10 posoa con 
ot1U•et10 poaltivo 31 tmG con el n•••tlvo, ae deJ6 octaorver 
duronte 24 A a 4 C.,. c4-ro hQaedo. •I lo~ entre eoda 
incubaciOn •• e/ectva con SU , .. _ duronte 3 slnutoa 3 vecea. 
,,.,,,..... del ~i•er lovodo ae airr .. oron diluclonea 
... ,10,ar«t••coa de lo• aueroa de a.o a 5.0 lo,. lo diluldoa en 
BAP tween adicionada de IS de alb0aift4 de huevo, eata Gltl11G ae 
adic•onO con •I objeto de recubr•r aonoa de lo au,..r/lcle de 
loa poaoa "° cul>iertoa por el Otltl'etlO •t1ltanclo reocclonea 
CMapecC.t•coe, ae •ftCuboron a 37 C l h, ae lotl6 " odicion6 la 
dUuciOn del conJ.,.odo antl-/IG porcino 1>erosi- 31 ae incub6 
o 3'I C l A, l•nalsente ae lov6 31 adicion6 el auatrato que 
cone•at•o de B2 02 al 0.04S adicionado de o-1>h•11,,1 ... ed•osln• al 
0.04X coao lncl•cador de la actlt1idod en•IS4tlca, la reacc•6n •• 
detutl6 a loa 7 sin. adicionando 50 ,.1. de una aoluc16n 2.5 B de 
Bll 804. Loa reaultadoa •• •nterpretaron - /ot'94 t1•aual " 
...i•ant• el uao de un lector de •LISA con filtro de 490 de 
lon,Uud de onda CB,10,25). 
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R E S U L T A D O S 

Aislamiento e identificación del virus.- Las i•Prontas de 
cerebro fueron positivas en la prueba de IF (foto J), Los 
cultivos celula1es pK15 infectados con la suspensión de 
fragmentos de corteza cerebral, presentaron efecto 
citopatogénico CECP) caracterizado por desprendimiento de gran 
cantidad de células que enturbian el medio de cultivo a partir 
de las 48 h postinoculaci6n y por fusiones celulares 
representadas por células Kigantes que •ostraron de 5 hasta más 
de 20 ntlcleos 1 observándose en mayor número a las 96 h Cfoto 
2). La fluorescencia espectfica se observó en el citoplasma de 
varios grupos de células a las 24 h y se generalizó a todo el 
111.onoestrato celular a las 48 h. (foto 3). 

Las tinciones negativas mostraron al microscopio electrtnico 
partículas viTalcs de 130 a 300 n~. los viriones plcomórfi.cos 
con esp·iculas en la superficie y las nucZeocapcidcs de 
pa.rt1cula.s vi.Tales rotas de 20 nm de ancho y longit·ud hasta de 
1200 nm <foto 4). 

El suero específico contra el POAX fue capaz de neutra.l izar a 
100 DlCC 50% del virus aislado hasta la dilución 1:16384 y en 
la prueba de inhibición de la hemoaglutinación el suero inhibió 
a 4 UHA hasta la dilución 1:4096 (Cuadro 2 y Grdflca 3!. 

Las titulacLones de conjugado anti.-lgC porcino pe.roxidasa y de 
a.nt1geno positivo se muestran en las lecturas 1 y 2 1 en el caso 
del conjugado se determinó utili~arlo diluido 1:400 y el 
antígeno 1:200, con el propósito de obtener resultados claros y 
econo~izar reactivos. 

Los resultados obtenidos en la prueba. de ELISA se resuncn en el 
ctwdro 1 :Y grafica 1, en éstos se aprecia que la relación 
diferencial entre los sueros positivos y el negativo fue mayor 
en la. dilución 2.5 lag.JO CGrafica 1). 

El u.nd.lisis co•parativo de los resuliados de la prueba de 
ELJSA con las de JH y SN se resumen en el cuadro 2 y graf icas 
2 ~ 3, donde se observa que los títulos obienidos por La prueba 
de ELISA fueron ~ayorcs en aproximadamente 0.5 a 1.0 de log.10 
en relación a los de JH y SN, de tal manera que al obtener la X 
de los titulos de los sueros, se observó que la prueba de b'L/SA 
fué 9.3 veces más sensible que JH y 5.9 veces más que SN 
<Cuadro 2J. Asimismo se advierte que la interpretación visual 
de la prueba. de ELISA corresponde en la. mayoría. de los sueros a 
la !.~ctura espectofotometrica, siendo en algunos menor la 
visual en 0.5 de log.10. La relación de la prueba de ELJSA con 
! as de /11 y SN de acuerdo al ntlmero de sueros positivos )' 
negativos detectados, fué de 98.4%, el 1.6% restante 
corrcspondio al suero 21 que resulto posi·l ivo en la prueba de 
F./,/SA en la dilución 2.0 log.10. (Cuadro ll. 
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Titulaci6n Je conjugado onti-IgG porcino pcroxitlasa. 

5IHGLE MODE rlEF Fll.TF.:n: * T(r,,qJ)TE.n 3 nu;r•:-;ll•JU• .. 1.00 Cf'll lTtRf'lft<.•t·l .. 1.1111 
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J" -0.1101 0.'118 >1.ou e.•uo 0.951 O,Ol7 O.DIJ t.076 º·ºª' Q.Ol1 0,046 

0.006 

0.001 

/t{} ·0,001 1.111 t.86] .... , 0.846 0.006 0,009 0.067 0.068 0.023 0.024 o.ooa 
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FOTO J. 

Impronta de cerebro positiva por IF con conjugado espPctfico 
contra POA, la fluorescencia se observa en el citof11asma de la 
neurona (X 500). 

ECP en c~lulas Pt-:15, 96 h. postinoculaci6n, célula gigante 
multlnucleada, TinciOn GIEMSA (X 500). 
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FOTO 3 

lnmunofluorescencia de células PK1.5 72 h. Pogtinoculaci6n y 
célula gigante multinucleada con fluorescencia en citoplasma 

(X 500). 

FOTO 4 

g-"~ . . 
' .. : .~:: ' 
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Pdrticula tipica de t-aramixovirv~ con proyecciones en la 
superficie. TlnciOn Ne• ativ~ d~ medio de Cllltivo 9obrenadante 
de células PK15 infecta1 as (X 100,uriC·). 



CUADRO 1 RESULTADOS DE LOS SUEROS ENFREIHADOS AL ANTIGENO OE POA Efl LA PRUEBA DE ELISA. 

(DILOCIOI H smos 11 llPOllnlS H LOliHITIO USI 11) 

!VISlll u u 1.5 IOIS!U u u 1.1 

1 IGll 1.1 1.1 H IGll 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 t.I 
2 {Gil 1.1 1.1 1.1 u 1.1 1.1 1.1 11 {Gil 1.1 1.1 
1 IGll 1.1 1.l 11 m1 1.1 1.1 
1 {Gil !.I 1.1 1.1 1.1 1.0 0.1 1.0 11 (Gil 1.1 1.0 
1 1611 l.! 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 11 m1 1.1 1.1 
1 {Gil 5.2 1.1 u 1.1 l.! 1.1 1.1 11 {Gil 2.1 1.1 1.1 0.1 1.1 1.1 1.1 
1 {Gl) 1.1 l.! 10 1'21 1.1 "' 1.1 1.1 1.1 l.! 1.1 
1 {Gil 1.1 1.0 11 IGZI 1.1 1.1 1.1 1.1 0.1 1.1 1.1 
1 {Gil 1.1 1.1 '2 {Gil 1.0 1.1 1.3 1.1 1.1 1.1 1.1 

IO cm 1.1 1.1 41 !Gii l.Z !.O 
u !Gil 1.1 u u 1.0 1.1 1.1 1.0 44 IGZl u 1.0 !.! 1.1 2.1 1.1 1.1 
u !Gil 1.1 1.2 11 10!1 u 2.1 1.1 1.1 1.1 1.1 l.t 
11 {Gil 1.1 l.D " 1'21 1.2 l.! 1.1 l.D 1.1 1.1 1.1 
11 {Gil 1.1 1.0 11 {Gil 1.1 1.1 
u lill 1.1 l.! 11 !Gil 5.2 1.1 2.1 1.1 1.1 1.1 1.1 
11 {Gil 1.1 5.2 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 11 !Gil 1.1 1.1 
11 IGZI 1.1 1.1 2.2 1.1 1.1 1.t ... 50 !Gll 1.1 1.1 1.2 u 1.1 1.1 1.1 
11 li2l u 5.2 1.1 l.l l.I 1.1 1.0 11 lil) 1.1 1.1 
11 m1 1.1 1.1 ll lill 1.1 1.1 
:o m1 1.1 l.l u 1.1 1.1 1.1 ;,1 11 {Gil l.1 l.l 
21 !Gil 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 " !Gil 1.1 1.1 
12 !GZI 1.1 1.1 0.1 1.1 1.1 1.1 1.l 15 !Gil 7.1 1.5 1.1 1.1 t.I 1.1 1.1 
u !Gil 1.1 1.1 1.1 u 1.1 1.1 1.1 11 !Gil 1.1 1.7 
ll 1111 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 0.1 1.l 11 !Gil l.1 5.1 l.I 1.1 l.! 1.1 1.1 
21 !Gil 1.1 1.1 11 {Gil 1.1 1.1 
11 {Gil 1.1 1.1 11 !Cll 1.1 1.1 
17 !Gil 1.0 1.1 1.1 1.1 1.1 1.2 1.1 " !Oll 1.1 1.1 
11 {Gil 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 11 !Gil 1.1 1.1 l.I 1.1 1.1 1.2 1.1 
11 IGZl 1.1 1.2 1.1 1.1 1.1 1.0 1.1 12 IGll 1.1 1.1 
10 IGll 1.1 1.0 HIS 1.1 1.7 "' 5.2 1.1 1.1 1.1 
11 !Gil 7.1 l.l 1.0 1.2 1.7 1.1 1.1 HU 11.2 IU 10.5 1.1 7.2 t.I 2.1 

" IGll 1.1 1.1 
11 IGZl 1.1 l.! 1.4 1.1 0.1 1.1 1.1 

RI 11m1oh o 1 1.0 SI COISIHIO COIO romno mo1 01 mom1c11 m nm iomm5o 
l···l :IOSllHLJUIOIPtlllmDILOCJOllS 11u:smorosnnonms {llLICIOl, ......................................... l 
!Gil ; ;u1u 511 &nlCIHITIS DI ·o.¡o UDL. Hn : smo rosnno n u om mo101mo1111cum1momm11 
!Gil :;umco11mc1011nsDI·o.¡01m· 
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CUADRO # 2 TITULOS DE IUMUNOGLOBULINAS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE SERONEUTRAL 1-

ZACION (SN) INHIBIClotl DE LA HEMOAGLUTINACION l IH) V ENSAYO 1 NMUNOEll-
Z 1 HAT I CO (EL 1 SA) PARA EL POA 

IDISIU 11 SI ILISI !Lm msm li SI ILISI ILISI 
lllSOILI 11.m1 lllSD!Ll 11.m1 

1 !Gil 1 1 1 1 JI !Gil 1 1 1 1 
1 !Gil 1 1 1 1 31 !Gil 1 1 1 1 
1 !Gil 1 1 1 1 36 (Gil 1 • 1 1 
4 !Gil ti 2.4 2.llli u 31 (Gil • 1 • • 1 !Gil 1.4 1.1 3.S{lll u JI !Gil 1 1 1 1 
1 !Gil 1.4 1.4 3.0(1) 3.0 39 (GI) 1.1 1.1 2.1111 1.1 
1 (Gil 1 1 1 1 40 (Gil 1.1 1.1 1.11111 2.1 
1 (Gil 1 1 1 1 11 (Gil 1 1 1 • 1 IGll 1 1 1 1 41 iCll 2.1 1.01 4.0111) u 

11 ICll 1 1 1 • 43 !Gil • 1 1 1 
11 1c21 1.4 2.4 3.0{fl} u 44 !Cll 2.1 l.01 l.01111 u 
12 ICll • 1 1 1 41 ICll 1.1 1.1 1.1111 2.1 
11 !Gil 1 1 1 • 46 ICll 1 1 1 1 
H (Gil 1 1 1 • 41 !Gil 1 1 • 1 
u (Gii 1 1 1 1 41 !Gil 1.1 1.1 1.01111 3.0 
11 (Gil 1.1 1.1 1.1(1) 1.1 49 (Gil 1 1 1 1 
11 (Gil 1.1 1.1 3.0(•1 u 10 (Gil 1.1 1.4 3.1(1) u 
11 !Gil 1.1 1.1 2.l(ll) 2.1 51 !Gil 1 1 1 1 
11 (Gil 1 1 1 • 51 (Gil 1 1 1 1 
10 (Gil 1.4 1.4 l.0(111 u 53 IGI) 1 1 1 1 
11 \Gil 1.1 1.1 1,5(11) 3.0 54 (Gil 1 1 1 1 
11 !Gil 1 1 • 1 15 IGI) 1.1 l.01 4.D(1J u 
13 !Gil 1.1 1.1 1.111) u 51 (Gil 1 1 1 1 
14 ICll 1.1 1.1 2.11111 3.0 51 (Gil 2.1 1.1 1.1(11) 3.0 
15 !Gil 1 1 1 1 51 (GI) 1 1 1 1 
21 \Gil 1 • • 1 11 !Gil 1 1 1 1 
11 icu 1 1 2.0111 2.1 60 (Gil 1 1 1 1 
11 1011 1.1 1.1 2.511) 2.1 11 (Gil 1.1 1.4 1.51111 u 
11 (Gil 1 1 • • 12 iCll 1 1 • 1 
10 !Gil • 1 • 1 
11 ICll 1,1 1.1 3.5(1) 3.5 l!IS 3.0I 3.1 1.11111 4.0 
31 !Gil 1 • 1 1 º"Ali 3.6 u 4.5(tt) 1.0 
13 (C!) 1 1 1 1 l!C1111G 1 1 1 1 

11' 1.11 LOC.10 3,ll·l.16' 0.91 LOC.10' 9.34 llCIS !IS SllSIBLI QGI 11 
1 Sl,131LOQ.IO 
l ILISI' 3.11 LOG.10 

1.13-1.36' 0.11LOC.10,1.11llCIS115 SllSIBLI QOI SI 

LOS mom llllllOllS, SOi llfOlllllS DI LOCUITftO DI BASI 10 1 ammm LOS 111DLOS OBllllDOS POI 151 llCllCI. 

GI cnm m uncmms 11 oJo llOL l!iS,SO!iOPGSl!llDDllHS 
GI ClllJI QH 111111!0 01 11011 DI OJO UOL om ' SOIPO POSl!llO DI LI 011! 
t.m LOIGllOD H DIDI llfLflOI Plll LA LICTUFI DI ILISI llGAlllO ' SOllO DI lllllllCI! llG!lllo DI ms 

1 llSOLllDO llr.llltO 
llltCIOI llSOIL llBIL !!LIS!) 
lllCCIOI llSOILIOllTi 



GRAFICA 1 
ANALISIS COMPARATIVOS DE 10 SUEROS NEGATIVOS Y 10 POSITIVOS DILUIDOS 1:100 Y 1:320 POR LA PRUEBA DE 

EL!SA FRENTE AL ANT!GENO DEL POA 
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GRAFICA 2 
ANALISIS COMPARATIVO DE LOS SUEROS POSITIVOS AL POA DE LA GRANJA 2 POR LAS TRES T~CNICA~ EMPLEADAS 
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GRAFICA 3 (Cof{T[NUAC:l(\N r-RAF1 CA 2) 

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS SUEROS POSITIVOS AL POA DE LA GRANJA 2 POR LAS TRES T~CNICAS 
EMPLEf\DAS 
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DISCUSION 

Los estudios al microscopio electrónico del virus a.isla.do en 
celulas PK15 y las pruebas de IF, lH y SN efectuados con el 
mi.sao virus frente al conjugado y sueros especificas contra el 
PDA, permitieron la identifica.ci6n del agente etiológico 
productor de Ojo Azul en cerdo (7, 18, 19) y justifica.ron su uso 
en la. elaboración de antígenos para. JH, SN y ELISA. 

En el presente trabajo se e•plearon 3 diferentes técnicas de 
detección de anticuerpos contra el POA, observdndose que la 
prueba de El!SA permitio detectar anticuerpos en los sueros 
sa.ngu·ineos porcinos al igual que las de IH y SN, a. excepción 
del suero 27 que resulto positivo por la p1ueba de El/SA en la 
dilución 2.0 log.10, sin e~ba.rgo pode•os sefta.lar en el aspecto 
cualitativo que la especificidad fue similar en Las tres 
pruebas. En cuanto a la sensibilidad La prueba de ELISA 
~ostro ser 9.3 veces más sensible que la de IH y 5.9 veces mds 
que la de SN <Cuadro 2>, resultados si•ilares a los reportados 
por autores que han realizado an4Zisis comparativos de ELISA 
con lll (9 1 23,24) y con SN (12,23) empleadas en la detección de 
anticuerpos contra enfermedades virales que afectan al ser 
humano o a los animales. 

Cabe sef\a.lar que el antígeno empleado para la prueba de ELISA 
no fue altamente purificado, sin e•bar50 Za especificidad y 
sensibilidad obtenidas, nos permite presumir que fueron 
satisfactorias, tomando en consideración que la relación con 
las pruebas de JH y SN /ué de 98.4%, correspondiente a lo 
observado en otros trabajos CJ2,23). Es importante indicar que 
en 5ran medida Zas reacciones inspec1ficas se evitaron debido 
al uso de albumina. de huevo, la cual bloqueo las superficies de 
los pozos no cubiertas por ant·igeno con •ayor eficacia que la 
albumina de bovino. Por otra parte la relación contemplada 
entre los sueros positivos y eL negativo de referencia, que /ué 
mayor en la dilución 2.5 log.JO, puede deberse a que en est~ se 
disminuyen los /actores inespec'ificos del suero evidentes en la 
dilución 2.0 loK.10; no obstante para trabajar todos Zos sueros 
a una 1ftis-ma. dilución es necesario realizar un 111ayor nfi•cro de 
pruebas con diluciones intermedias entre las diluciones 2.0 y 
2.5 log.10, para reducir el riesgo de obtener resultados falsos 
negativos o positivos. Ademas no se debe descartar que la 
purificaci6n del antigeno sin duda per•itir~ •ejorar la calidad 
de la prueba. 

Ann se desconoce muchos aspectos de esta nueva en/er•edad en 
cerdos que afto con afio produce brotes en diferentes esta.dos de 
la Rep~blica (J5), siendo por lo 111ismo relevante realizar 
aayores estudios y valerse de lo aprendido para combatirla. 
Consideramos que Za prueba de ELlSA puede brindar grandes 
beneficios para el control de Ojo Azul en cerdos. 
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CONCWSIONES 

Los estudios serolOgicos realizados, indicaron que la prueba de 
ELISA permitió detectar eficazMente inmunoglobulinas contra el 
POA en sueros san&u1neos de cerdos, demostrando ser una 
excelente opción para el diagnóstico serológico de Ojo Azul# 
debido a su especijicidad 1 alta sensibilidad, interpretación 
objetiva de resultados y rápida realización. 
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