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RESUMEN,

En 1984, a partir del cerebro de un cerdo. con signés
nerviosos, y opacidad de la co6rnea, procedente del Area de
La Piedad, Michoacan, correspondiente a un brote con 15—202
de mor talidad, se aislé un  virus gque mostré propiedades he-
maglutinantes y morfol ogia parecida a 'la de los Paramyxovi-
rus. En 1984 fue caracterizado vy denosinado Paramyxovirus
porcino de La Fiedad, Michoacan (LFPM). El presente trabajb
se hizo comn la finalidad de conoccer la curva de mu!tiblica—

. cién de este virus LPM, en células PK-15. Estas se infecta-—
ron.con dif. dosis del virus LPM, monoestratos contenidos en-
tupos' de Lei'ghton (TL) con laminilla (Experimento A), TL si’n
laminilla: <Experimento B) 'y btotellas de dilucién de leche
fExperi mento £). En cada experimento, unc' o dos monoestratos
~Fue:;‘cm sacri ficados (congeldndolos a -70. C)  a di{erentés in-
tervalos, durante 9.75 dias FI, en el Exp. A} durante 10.25
dias en el Exp. B} vy durénte 12.2 dias en el Exp. ‘C. . En el
Exp. B, 'la laminilla, conteniendo el monoestrato, fuerfijada
v t‘e‘.‘{_ida con HE.  Todos. los - especimenes . colectados de dadé
exper‘imento, fueraon titulados por hemagluti‘ngcioun kHA) v p:\f"
efecto citopidtico (ECP), en micropl'ai:as. Se 'enccntre‘que &1
ECP se inicio6 entre los 1.25-1.7 " dias PI y fue :ompleto en—
tre los 6.25 v 7.4 dias Fl. Los max:.n\:s titulos por E!:E' se
chtuvieron aproximadamente entre los 2 vy, los 4 dias PI. Los

- titulos mas altos por HA, se en:cmtrarcm a partir‘ de ‘tos 6-—7
dig\s PI. Sin embargo,. en-. el Exp. €, fue posible Dbtener un
-buen titulo por HA a p;;\r!;ir de: 105 2.7 dias.,El per;odo dE».

No

Tlatencia’del’ virus LPH 'es.  de aproxxmadamente 17~19

siempre hubo correlacl an entre el alte’ txtulo viral y el al-“';;?

©-to grado de ECP ‘observado ,én" los: mnnoestratos. Ni entre El o
‘alto txtulc detectado por ECF' y pcvr- HA.', . .




INTRODUCTICHN

Debido & sus caracteristicas biolégicas y econémicas
105 cerdos se crian y utilizan en diversas partes del mundo
desde tiempo inmemorial. La alta capacidad reproductiva del
cerdo, su répido ritmo de engorda y su relativamente alta
capacidad para transformar los alimentos, 1o ubican en pri-

mer lugar a nivel mundial en la produccion de carne (31).

Actualmente la mayor parte de los cerdos se crian en
fsia, correspondiendo a China un B80% . del inventario de la
zonaj en segundo lugar se encuentra Europa donde l1a U.R.S.S.
participa con un 3I0%. En cuatro grandes paisest China, URSS,
EUA y Brasil, se localiza el 63% de la cria imundial de cer-
do;. Sin embargo, los principales paises productores, consu-
midores y comercializadores de carne de cerdo se encuentran,

en contadas excepciones, en Europa y Améri:a del Norte (31).

A pesar de que México ocupa un importante lugar, a ni-
vel mundial, por la magnitud de su inventario y por el volu-
men. de su produccidn, la relacién porcentual entre el inveﬁ—
tario porcind v 1a magnitud de la matanza, 10 gue . se denomi- -
na t;sa'de extraccion, en . un momento determinado es relati-
vamente baja (90%4), en comparacisn con los paises que tjenen

una porcicultura avanzada (31). Segin cifras de la‘SecretA—
'ria de Agricultura y Recursos Hidraulicné {SARH), a partir
de 1975, los cerdns se convierten en él sistema ganadefo mas:
impcrtante en el pais, apcftanda . en ese afo 810 mil tonela—:
‘das de carne en canal,‘ que reprESEntaron el 42 1% dal total
;de la producecion. En 1985 1la. brecha .entre la produccion q?'_
gla carne de cerdo- y la de bovine se, amplxa, de manera que‘lafﬂ
- carne de cerdo llega _q:'representar L el 48.32‘de1~toté} aé.

‘_:arnes prnducxdas, mientras que la

de vacurios declina s un.
33.5% (31). y :




€1 vertiginoso desarrcllo de la porcicul tura ha sido
ale:tadq por la crisis  economica  general que se ‘agudiza a
partir de 1982 (331). De los diversas factores que estan
afectando a la porcicultura en forma ne_gativa, sin lugar a
dudas, el aspecto sanitario es un factor que limita muchao la
eficiencia de la industria porcina. -Esto es causado por los
escasos controles que se  tienen en. las granjas, O que no
cuentan realmente tan programas especificos, ademis de la
movi l1i zaci on de ganado sin restricciones (16).

Las enfermedades de presentacidn mas notoria sont Céle-
ra Porcino, aungue desde 1983 ha disminuido notablemente;
Gastroenteritis Transmisible, Aujeszky . y Haemophilus. Otras
que no son  tan . notorias ‘"por las estragds de momento, pero
que si afectan’ fuertemeﬁtg a - la economia de la industria
pdrcina, son: Cnlibacilcsls, Salmunél'nsis,-Leptospir—osis,.
Rinitis Atréfica (aunque esta altima Ha resul tado controver- -
tida). .Y otras nuevas, dentro de las’ cuales ha ganado terre-

‘no el Sindrome del Ojo Azul -{SDA) (18&).

“SINDROME DEL 0J0 AZUL"

a.  ANTECEDENTES.

En '1981’7 se comunico por. primera vez la presencia de una
ru;neva enfermedad de los cerdos dEncanada "s(ndrume del bbja, ’
azul o cerdos zarcos" (2). Esta enfermedad aparentemente hio
T zo ;ﬁ apart(ﬁ:iqn,en el drea porci:ola de La Piedad, Mlchna-

" can; Meéxico, a principios de. 1980 (2, 3 y 4. El” ‘sindrome.
afectaba a cerdos de difer‘entes edades, en los que se ubser—‘
una o ‘en ambos o_,os, hEpatitl

El padecxmientu inicl alment

. vol npa:xdad azul turque’a en
Yy mortalidad del 1% o/ -meno
fue atrxtn.nda ala pi-'es'encia de xnsect;cidas prganpclora‘dc’:s :

en el _al)meptn. ‘condicién que. al afectar el higadq‘,; s€ argu-




mentd que ocasionaba una  interferencia en el metabolismo de
la riboflavina; 1o que producia una deficiencia que se mani-
festaba como queratitis (2 y 3). En otro trabajo se informé
‘de’ l1a aparicion de la enfermedad, a mediados de 1980, en le—
chones lactantes de 4 a 10 dias de edad, - en donde la morbi-~
iidad fue del 20% y la mortalidad del 90%. En ese brote, que
durd 9 semanas, marieron aproximadamente 600 lechones. Laos
animales morian entre los 2 ¥y los 7 dias después de los pri-~
meros signos, que consistian en? {ncoordinacién, temblores
muscul ares, postracion, movimientos de carrera. y opacidad de
la cornea. Del brote se aislidé un virus hemaglutinante (HAY
{(38). Posteriormente ese virus fue designado virus del sin-—
‘drome del ojo azul 'k(VEUA) {47}, vy fue caracterizado como un
nuevo miembro de los paramixovirus (49).

"En 1984, en o1 Laboratorio de Virologia del INIP, ahora .
INIFAP, en Palo Alto, D.F., Martinez et al, aislardn un vi-~
g rué que mostrd  propiedades hemcaglutinantes,  a partir. del
‘®@ncéefalo de un cerdo que provenia de una granja de engorda
-iocaltzada'en el area de La Piedad,Michoacan (21,22, 23). En
la granja afectada se habia presentado un sindrome caracte—
rlzado pni" encefalitis, signos respiratorios, opacidad de la
cornea (9 y mortalidad del 15 al 20% (21,23). El virus ais—
: lgdn ér\ esa granj’a mostré caracteristicas similares’ a “1os
"'Parumyxovirus (9, 21 ¥y 30); y al .inocular con el espécimen
original, por las vias intramuscular (IM, intravenosa,‘(l\l) y
Vsubcutanea (5C), conjunptival, oral vy 'nasal, " un cerdo de -
aprox!madamente 4 semanas de . ad.d. libre de: &n!:tcuurp_cs ;qp;

‘tra la en#ermedld de Aujestky’ vy Colera Por‘cino, y‘;durl'_ i~

'cuerpas inhibidores de 1la hema-qlutinacion b (IH) r:uritra el
mismo Pér.myxovifus {(27), s reprodujaron en: €l los siqnos

B ciinicos de ia enfermedad ob:ervad- en la grnn_jl de cnuordn .

‘afectada. Los signos observados: fueront fiqbre»(&o.z. ”C_),‘

Canorexia, depresién, conjuntivitis  pronunciada, giqnosﬁ-ny— o




piratorios, inflamacioén del 4rea periorbital y exudado na-—
sal; a partir del noveno dia se presentd ceguera parcial
unilateral, con ligera opacidad de 1a cérnea, torticolis,
{ncoordinaciaen, tremores, desplazamiento en circulos; hundi-—
miento de flancos, disminuciaen de la grasa subcutdnea y
dificultad para levantarse (21,23), Esta fue la primera oca-—
primera ocasion en la que se notd, en cerdos inoculados ex-—
perimental menté, la presencia de signos respirudado nasél Y
dado nasal y opacidad corneal; aunque esta dltima Fue lige—
ra. Posteriormente se imnocularon 4 cerdos de 3. meses de e—
dad y en el inoculado por via parenteral, se observaron sig—
rios, conjuntivitis, lagrimeo, cianosis en  1a region ven—
regién. ventral, ligeros signos de incaordinacidn, 1jares ui
pocorhundidus‘y‘lomo arqueado. Mientras gue en el inoculado
por via oral, se ocbservdé conjuntivitis, lomo érqueadd, dia—
rrea y ligera respiracidén abdonminal. A_mbovs cerdoas mdstrérnn
respectivamente témperaturas maximas de 40.4 'y 40.1. C a los

16 'dias’ postinocul acisn. (21),

'b. ETIOLOGIA.

'Inicialmente, en 1991, se aisld un virus hemoaglutinan—'
te (3I2); -posteriorments Se realizaron otros aislamientos
(21, 22, 23,41, 43y 44). Mediante la 1n|:u:Lyxrlacvion de cerdos,‘
se ha': demostrado que ‘este  virus 'és el agente :gusal de 'v].a
.er\feruﬂedad; Vya que se. han logrado reproducir 105 mismos sig-"
nbs.Elinicos Yy lesiones observadas durante .los: brotes (21,

. 23,41, 43 v 44). La- opacidad de la cérnea no pudo ser. repro-” !

- ducida en los primeros estud:.os e.«peri mentales; en dos” estu—

rdios se logrs producir ligera opacidad = de la :ornea en, dosr :

cerdos (21137 y pnsteriurt:ante ést¢ ha sido.- repr'aducida :la

: }'vramente en 1os cerdos -de experimentacidn (13, 26,— 32 v 52). -

; El. vi,rus ai sladn en : l‘?Bl fue denominado virus del Sin- ¥
i drome del 0j6 Azul (VSOAS (47), mientras qua a1’
!984. ‘s le dennmlno Parammovirus por-canu de La Piedad, Ht—

ai slada de i




choacan (LPM) (#. I0) . Existen senujanéas entre estos virus,
sin embargo, se raequieren pruebas serolégicas especificas
que permitan relacionarlos (21 y 22).

c. CARACTERISTICAS DEL VIRUS LPM.

El aislamiento inicial. de este virus LPM se realizé en
cé¢lulas de cornete de bovino (CB) en 1984 (21). También se
Han ugado ceélulas de rifon de cerdo (PK—135) para aislar este
virus y para realizar aislamientos posteriores (21,30 y 33).

El sobrenadante del sexto pase .del virus LPH en células
de CB, fue dializado, centrifugado y posteriormente teRido
mediante la técnica. de tinciéen negativa, con acido fosfo-

- tangstice, encontrandeose estructuras con:morfologia parecida
a la de los Paramixovirus, con tamafo de a’proilmadamenté 165

“‘manémetros}i con proyecciones cortas en la periferia, de dis—
‘t:rlbut:ion hnmog‘nen (21).En otro estudio ge corroboraron ag- -
tas observaciones (J30), Figura 1.

£l virus LPM se replica ' en una amplia variedad de cul-
tivos ecelulares de. origen  porcino, bovino, éimio, células
pulﬁnnare. de vison y células fetales de origen h'umano.r En
todas las células embleadns el virus LPM produjn‘efa:tu ci~-
éopagica CECP) . (21, 22, 23 y I0). i

o D S L] -
. En. células PK-135 1noculadas con - 10 TCID . del virus

. - : S50
. LPM;. por tubo,- el ECP se inicid .a los 2 dias: po-tlnaculnctén"

PI) -y fue completo a los 5 dias PI. Culndo el virus LPH fue -
1nm:uladn ‘en c‘lulus PK-lS de otfi fulnte u criqcn. -1 ECP
b, m: se nbserva o f—ue muy 1i ero’ (30) La y tlulns PK—15 1nm:u

j(ilini y: @osina,’ vmo'lvtryl'ranr- y




Figura 1. LLa foto muestra una particula del  Paramyxovirus
porcino  LPM parcialmente rota, fotografia obtenida ep "1.754,
a‘mablemente proporcionada por . Atalo Martinez Lara, M.V.Z.. y
Pablo I:nrréa Girédn, M.V.Z., M.A., del Proye:to,ParamyknviFus
.Porcina LPM, CENID-M, INIFAP, SARH. La barra indica 160 nm.




un plazo de 10 h, seguido por formacion masiva de sincitios,

que frecuentemente contenian mas de %0 nicleoas. Numerosos

cuerpos de inclusidon {ntracitoplasmicos rodeados por un halo
fueron observados en células de mono (GMK), pero sélo se ob-—
servaron algunos cuerpos de inclusion en células PK-15. Ce-
lulag con citoplasma acidéfilo, nicleo picnético, cariorre-—
®is y cariolisis fueron observadas a la 24 h PI (30).

En muestras del sobrenadante de células PK-15 inocula-—

das con el virus LPM, se encontraron titulos virales de

tasta. 10 TCIaso/ml, a log 3 6 4 dias PI (30).

El virus muestra actividad HA  ante eritrocitos de po-
110, cobayo, bovino, cerdo, . caballo, conejn, oveja, cabra,
rata, pan y humano tipo 0. Los titulos HA mas altos se ob-
tuvieron con eritreocitos de  pollo, cobayo
12128 6 1:254) .- E1

vy pava (i.e.:
virus también posee actividad hemoabsor-
bente, hemolitica y de neuraminidasaj; el fenémeno de elucién
ocurre a 1os pocos minutos de . incubacion a 37 C’(30).

El virus LPM conserva sus .propiedades HA.e infectivas
en células PK—-15 por 110 o '‘mas .dias de tratamiento a 37 C.
A S& C, sus propiedades HAv se conservan por !d meﬁns hasta
. 1los 30 minutos, Yy su  infectividad hasta 1os 15 o mas minu=
tos. A 87 C conserva su HA durante ) minuto vy su infe:ti&l—
dad por lo menos durante 3 minutos (10).

Las prnteinas .del virus LPM fueron cumparadas con las
L del virua de Parainf!uenza bavina txpo I APIV-D) cepa U—23 y: 
cun las. del virus de 1a Enfermedad de - Neucastle cepa Manta
na. por. medin de ele:trofnresis en gel de polia:rsxanxd' ofj
1o mEnus g proteinas {uermn_ daterminadas a partir del virus 
. LPH, siendo su perfii similar al de PIV—S,_pero un poco di—




_ ferente al del virus de Newcastle (2 vy 30).

£n pfuebas de sueroneutralizacion, fijacion del comple-
mento, doble inmunodifusién e inhibicién de la hemoaglutina-
cion (IH), los sueros hiperimunes contra los virus de fPa-
rainfluenza humana tipos 1, 2 vy 3, Paperas, Saramplén, Sin-
citial Respiratorio y el de la Enfermedad de Newcastle no
reaccionaron contra el virus LPM. El suero anti LPM no reac-
~cioné contra el virus PIV-3 ni contra el virus de la Enfer—
medad de Newcastle (30).

d. DISTRIBUCION.

La enfermedad hizo su aparicién en. el &rea porcic.olra 'ﬁe
La Piedld. ﬁichoacAn. en 1»‘?850 (2, 4 ' vy ‘33). Duranteresek,aa‘n
la énferlﬁedad afectd a cerdos de grén'_jas pi"aximéls a los es-
tadus de Guana juato, Jal‘isco y Michoacan. Para.diciembre de.
1982. Ia lh{ermedad se difundis a. cerdos de diverses centrog
p'orci’colas de estos estados (39). También a fxnes de 1982 se
diagnestice én el Estado dé Mexico. En- 1983 en el Distrito
‘Federal, Muevo Leén, Hlv‘dalgo,. Tlax:ala, Yucatén. ‘Tabasco' y'
Guerétaru. Eﬁ 1984 en Tamaulipas. K Estos brotes se han: diag—
nosticado por aislami-ntn viral y pnr serologia a7y,

'Hasta 1984 se consideré que se habn’.ar.a preséntado mas de’
500 brotes en el pais (45)3 desafur—tunadamente en el trabajo
en :uestion no se menciona si estos brotes fueron diagnnstx—
cados :linicamante, o  si fueron comprobados ‘mediante elj*
- diagneésti :p'ael laboratorio. ' i ' :

utros grupos de investigadores han estudiadu 7 brates'

de 1984 a’ 1937. Dos en La“ Piedad, Hichua:&n “en” 1994 'ﬁ 1os'




_‘brote de campu, que muriercn presentando el sindrome.

30)3 y el otro por serologia retrospectiva (24). Otro en la
misma Area, en 1987, comprobado por serologia (25). Otros 3
brotes se presentaron en el Estado de Méxicos 1 en Toluca,
en 1987, compraobado por serologia (25), y 2 por el rumbo del
lLage de Guadalupe, en 1987, comprobado por aislamiento (33).
Y i brote en Jalisco, estudiado con base en los signos cli-
nicos (17).

En un estudio seroldgico, se encontraron anticuerpos IH
contra el virus LPM, en sueros colectados y congelados desde
1972 (35 . .

e. ESPECIES AFECTADAS.

_Hasta la fecha bnrece que el cerdo es el dnico an1m§1
'afa:tadn en’ forma natural pbr el VS0A (14)5 o por el Pafamy4
xovirus pcrclno LPHM (30). Se menciona que el SOZ‘deklng em-—
brlnnes de pollo de & dxas de edad murieron en’ un periocdo de
72 h cusando el VSGOA fue ino:ulqdo en’ la cavidad -al antoidea
-{47) .- Por otra parte, el virus LPHM alvser'inoculadbken em—
briones de . pollo de 5 y 11 dias de edad, por via del saco de
la yema, les provocd la muerte a todos en 3 6.4 diasj pero
esto no éu:edio clando se ingcularon en la cavidad alantoi-

dea d en el saco amnidtico (30).

El conejo adulto inecoculado con gl VSDA.pnr'via }M. ani-
camente desérnollo‘antgcuerpos a7y, én otro estudio se en<
Enﬁtfo ﬁut los conejos mﬁriéron en - 24 h al ser 1nuculadas;»
por las’ vias puranteral, ‘oral y conjuntival,- con el snbren

Jdante de ‘an ma:erado de ‘encéfalo, - procedente de- cerdos: de un

':no muri-ron al 5er inocu!adns cqﬁ el quintn pase del vir

‘LPH' rcprcducido en ctlul as de CB (21) Desa{ortunadamﬂnte‘ RN

'se han con:luido estas

estudios, para detarminar sil a)en:




el tejido encefdlico original existia algun contaminante; b)
si el virus LPM del material original mate iniclalmehte a
los conajosi c} o si el virus LPM perdid su patogenicidad
para el conejo al ser pasade 5 veces en células de CB.

Siete perros a los que se les di¢ de comer carne de
cerdo con SOA, permanecieron asintomaticos durante 30 dias,
.y ninguno desarrolld anticuerpos IH contra el VSDA (14). De~
safor-tunadamente en este estudio no se menciona que se haya
., comprobade la presencia de virus en la carne utilizada; los
autores sefalan la necesidad de repetir el estudio (147.
Tambi én se inoculd un perro mestizo recién destetado de 4
semanas de edad con el primer paée en células PK~15, deal méé
:é}ndn de una tonsila, procedente de un cerdo infe;tédp en
forma natural. Previamente se habia aislado un virus similar
al LPM en las mencionadas células. Se le inocularen 2.ml por
>Via SCy 2 ml por via. ~IM; 2 ml . por via aral (suspendidcs en
la lé:he), 0.1 ml en el saﬁo cdnjuntiyal de cada 0jo y 0.2
ﬁi;pnr inatilacien nasal-<¢0.f ml en cada fosa nasal). Elvpe;
‘rro_fue observado durante 1 mes sin que se presentaran sig-—

nos apafentes {33,

’En utraitrabajo se encontré que alghnas rataé*:apéura—

das en granjas porcinas, tenian anticuerpos IH'cahtfa el . vi-

rus. LPML En una g@ranja; 4 de las 12 cerdas estudiadas fueron
positxvas, con titulos IH  de /1320 a 13140, vy dnicahente‘el

suero de una de las 9 ratas estudiadas fue pcsxtivn cen tx—

'tuln de 1320, €n otra gran;a, de 5 sunros de. ratas eltudla— ;
,,dns. 3 fueran positivcs con titulna do 1zt 20. ¥ 8616 se: estu—'
 ‘dio un suero de cerda. el cual fue negativu (36).

. 'Sa descono;é si gl;Virdé'.LPH puede,in?e:ﬁér‘o‘maﬁqf en

forma natural. a. otras . especies’ animalesi  desde el primer .




‘brote descrito en 1980 en cerdos, la enfermedad no se ha in-—
formado gque se presente en otras especies animales, ni én
los humanos (30). ) '

f. SIGNOS CLINICOS.

Los signos clinicos son variables dependiendo princi-
palmente de la edad de los cerdos afectadﬁs. Los lechones de
2 a 15 dias de edad son los mas susceptibles y los signos
clinicos se presentan sabitamente. Los primeros signes sond
fiebre, eritema cutaneo, pelo erizado, lomo arqueado; acom-—
pafados principalmente de constipacidn, pero en ocasiones de

S diarrea. Fosteriormente se observan signos nerviosos prdgre4
. sivos'taleé coma: incoordinacién, debilidad, rigidez princi-
palmente en miembros posteriores, temblores musculares, pos—
turas anDrm;les {posicidén de perro sentado 6 apoyo de trom-
- pa),. mércha, rigida 6 a brincos. .No Hay anorexia, el le~-
chon continda mamando mientras pueda despl azarse hacia la
‘m.dre. Algunbs muestran hipersensibilidad, y si son;levénta—
dos, hacen movimientos de pedaleoc. MAs tarde preseﬁtan pos-
o tracién, generalmen(e en de:uﬁito lateral, y finalmente es—
tan leﬁarqi:ns, con aighnns movimientos involuntériosl mira~.
[ da’ perdida, pupila dilatada,’ ceguera y en ncaéinnes nistag-
ﬁoi'nl mismo tiempo de 1os.signos descritos, algunos cerdos
‘padecen conjuntivitis, ojos hinchados, . lagrimec, parpados
pegados. y cpacidad de la- cérnea (0C) genernlmén{e uﬁilate—
rél,’peru en ocasiones bilateral. Con frecuencia sélo se. nb—
saerva, GC, sin sighos. rerviosos _en lechohes . {37 y 51).:En

e trab.;os renlizadns de 1?83 a -1986 se menclunl que el por—~

v:nntaje de lachune: que muentran DC pulde v-riar desde -1
.;hasta so% (Tnbla 1) €17, 39, 40. az,- 44, a5, 47 v 51).

En un; estudlo realizado ven una granja de 120 vientrea,‘
donde se aislé el virus’ LPM} ndem&s de’ los signos men:!o




~-Tabla 1,- PURCE_NTAJéS DE CERDDS CON OPACIDAD DE LA CORNEA

‘la edad

1-10% de 105 afec~
.- tados (44)

473"

1-10%:

B AFOS
E'D A D : -
5 1983 1984 19 8:5 1 9.8'6°
‘Lechones. de
4-10'dias’ SO0% (39
Lechones b . . E . o L
(sin ggpgt):i‘h:ar 20-407% .(40) 1-10% (44, 4%5) 1—-10% (47) 1-10%(51)
- a . . . B B
Cerdas > 30 dias 1-4% (47) A
‘1{en desarrollao) <.1% (39 y. 40 1-4% (51)
C - . 10% -(47): Coe
Cerdas en. : 157 <17 :
ngorda < 1% (39 y 40 . i~ 1-20% (47)
. 20% (15-40 kg) - (42) . - R :
Pie de cria Namero reducido (39 1- 107. (:Erdas ?as— Ocasional, Ocasional
. tantes) (p rincipal pent. DI
Dcasinnal r!n:ipalmente pri mErizas)( 7 €51y
primer zas) (40) 15% - (17) PR
No ' se especifica 1-4%, > 21 dtas (44) 1-30% . de "

los enfer—i’
mos. (51




nados anteriormente, se observé en lechones de 4 a 17 dias
de edad, retraso en el crecimiento, caminar en circulos y
signos respiratorios (33). t.a muerte epn los lechones ncdrre
entre 2 y 7 dias después de los primeros signos (33, 38 y
473 .

Se ha comunicado gque en cerdos de engorda la enfermedad
ge inicia generalmente 2 ¢ 3 semanas después de que los cer-—
dos son agrupados en los corrales vy son . sometidos a un in-
'tensc manejo '(vacunaciones,“baio. reagrupacion, aglomera-
cien, tratamiento individual, etc.} (24, 4& y 48) afectando-
se principalmente cerdos de. 15 a 45 kilogramos de pesa. (23,
42, 46 y 48). Los signps comunicados sons apatia, tristeza,
ancrexia, pelo erizado, estrefimiento, fiebre, rehusan mo-
verse, incoordinacion posterior, caminanrsin rumbo o:en cir—
culo,. adoptan posiciones  anormales, tienen tics, opiﬁtoto-

. MOS, paralisis de miembros posteriores,- muerden o golpean
ob;etns hasta sanqrar, chillan, seﬁquéjan, ﬁay con juntivi~
tiﬁ. algunos presentan ojos  hinchados, ceguera, ocpacidad de
T lacornea, pastracipn, tem&lores\mgscu;ares, convulsiones,
4ina1mente‘105 ;erdos quedan letdrgicos con los cjéslabier—
tos ¥y mueren k42, 86y 43). El curso de la enfermedad eside
1" a’ 4 dias (42 y 46). Se reporta que desde menos de | hastéy
20% de los cerdos de engorda desarrollan GC, uni o bilatéral_
(Tabla 13. )

.bebida ; ias‘ Eafactériéticéé clini;as_ﬁen:idnadas; gbn';‘
sianos nerviosos manifi.sto‘. a-16s animales se. les ﬁa ¢§5D—7
 ’minado "cerdus lo:us“ {48). . Los eéiudins'realizadgs bén de--
“mastrado que el VBDA esta presenta en 1os cerdéﬁydé =ngorda
»("cerdos locos"); sin embarqo;”En ‘eétoé céraus séihaﬁ Fééu—
'peradn otros. di#erentes agentes etioldglcns capaces dn afec-

,tar al sistema nerviuso :entral, ‘asx como a otros que dlnln:
a otras apurnto: y sintem-s (42 y 46)-’, :




En un estudio en el que se inocularon cerdos experimen—
talmente, ademds de 1o0s signos nerviosos y ligera OC en unho,
se menciona la presencia de signes respiratories (21,22,23).

El pie de cria generalmente estd asintomatico, inclu-—
yendo a las cerdas con camadas afectadas, aunque en ocasio-
nes se observa opacidad de 1la cérnea en algunas cerdas (Ta—
bla 1). En las hembras primerizas, se ha observado anorexia,
dépresion. letargia, con cierta incoordinacién, y 2 6 3 dias
después OC, sin otro signo (3I9). Sin embargo, al estudiar un
brote de S0A en una granja de 760 vientres, se observé que
el {5% de los cerdos en engorda y reproductores, presentaron
0c, predominantemente unilateral. Ademds se mén:iona que un
207 de las reproductoras que se cubrian durante las semanas

" posteriores al brote (no se menciona cuantas semanas), pre—
sentérun'repeti:iones de calores, atrasadas' hasta con 45 6
50 dias después de la monta inicial; vy otro 25% de las re-—

. productoras entraban. en una etapa de anestro prolongado has—
ta por 4 ¢ 5 meses) este comportamiento se fue nDrmalizaﬁdo'

. lentamente. Tambié¢n se menciona. que el “standard" de mofti—
natos en la granja‘era del 4% 'y por el brote se elevé a 32% .
(17).'Sin embargo, en ese trabajo no se menciona que  se ‘ha-
yan realizado otros estudios séralégicos y/o vifnlogicbs;

" con’ la Finafidad de cnnfirméF el diagnéstico clinico, o de

-averiguar la posible existencia ' de otras enfermedades, prh—
ductoras de estas aléeracipnes. :

‘Por -otro  lado, en . un cstudio_,bxpérimehtal.vﬂse

. inocularon. 2 cerdas géstantes;‘ ciinicamenfefsanas y»éinlanF

. ticuerpos inhibidores ‘de’ 1a: hemaglutinacién (IH) contra.el.’.’

:Vsdh. Unhvdg elyas {cerda A). de 3er.'parto se. inoculé-a los ..
94-95 dias de gestacion, la ‘otra cerda’ (cerda B), .de ".Sto.

parto se inoculs a l1os 34-35 dias. El inéculo. censistis  de-

LUS0A - ‘gon titulo de  1x10 TCIDSO vy se apiicarcn‘S ml- por

- 1§ =




via intratraqueal {17, Y 2 ml intranasalmente <(IN)
(suponiendo que ese volumen de inéculo haya sido para
cada cerda y que el titulo viral se esté expresando por ml,
entonces cada cerda recibié en total 158100 TCID ). Una
tercera {(cerda C), se dejd como control. La cerda A pari¢ 19
dias después de la inoculacion, 10 lechenes nacidos vivos
{peso promedio de 1150 gr) sin signos de la enfermedad y 2
nacidos muertos. El dia del parto se detectaron anticuerpos
en el calostro de esta cerda (titulos > 1:81 UIHA) vy en el
suero (i=270), contra el VSOA. lLa cerda B parid 75 dias
despuég de la inoculacion, 4 lechones vivos {(con peso pro-
medio de 975 gr), 1 nacido wmuerto y 2 fetos momi ficados,
Esta cerda. también desarrolld titulos de anticuerpos de .
'lxéx Y. su camada no presentd signos de la enfermedad La
cerda ' C paridé 8 lechones clinicamente sanes, Yy no deéarrn—'
116 anticuerpos contra el VSOA (43 y 44). En ‘el trabajo no
se menciona si esta cerda permanécio en contacto o. separada
de‘las cerdas 1noculadés. Tampodo se . menciona si se . aisle’
el stus,del S0A de ~loas 2 fétos momifﬁcadns. ni de: 1os 3
lechones nacidos muertos. Tampoco se realizaron pruebas con.
el fin de descartar por 1o menos otros padecimientos  de
Etiologxn wviral (Aujeézky, Farvovirus porcino, Coleréx
porcino, etc.), que también‘pudlefﬂn haber. sidn 1a causa de
lus nacidns muertos y de los fetos mum:f;:ados.

Sin ehbargu;'una cerda de 103 dias de gestacion, “sin

‘anti:uerpos' IH. vs. el’ PardmfxcviruS» por:ino pr LPM) T e B
inmune a Célera porcino, ar”' er‘ innculada ¢on: el Pp LePn
(lO N DFEC /ml), por las v{as :un;untival (0. 4 ‘@), . na=

| sal (04 ml) Y oral (2 ml).'no mustro" (gnus cl;nicns pB

.1:: 1’rio 7 lechonesv_‘sr na;}cron cl;nicamante ‘n.nns y de 10

e '»ntfné 2, uno- se encéﬁtrf en, decdbito )ateral :nn d-bilida
. tr-mcr'generallzado; v el atro: sa an:ontra muartn;- amba
"lechonas t(nxlﬂ unn franc. Dc_vbilpt-ral. El’ dia: del: partn




se encontraron en el suero de la cerda anticuerpos IH
contra el Pp LPM (1:110), en los lechones con OC no se detec—
taron anticuerpos IH, ¥ en leos 5 lechones que ingirieron ca—-

lostro se encontraron anticuerpos IH (1:5) (26).

@. MORBILIDAD Y MORTALIDAD.

l.a morbilidad y 1a mortalidad som variables dependiendo
principalmente de la edad. La enfermedad se caracteriza por
afectar a lechones de 2 a 15 dias (47), con menos frecusncia
se afectan cerdos destetados, en engorda © adultos (40). Laos
porcentajes de morbilidad y mortalidad en lechones son va-
riables seqgun las comunicaciones ' hechas de diversos brotes.
Por ejemple en brotes ocurridos en lechones, el porcentaje
de camadas afectadas varia del 20 al &%% t40 'y 47). lLa mor;
bilidad en las camadas afectadas varia del 20 al 0% (17,
3B, 40 y 47). El porciento de mortalidad de los que enferman
va del 40 al 100% (17, 33, 38, 40 y 47), y la duracidn del
brote, seguan la literatura consultada varia de 2 a 9 semanas

-(Tabla 2).

Se ha mencionado que en las granjas engordadnras,  la
mortalidad es baja (< 1%) a menos que exista asociacién con
‘otros: agentes etiocldgicos (46 y a47) afectandose
principalmente cerdos de 15-45 kg., de peso (42, 46 y 481 vy -

' 'que . en cerdos mayores los  signos neurolégicos y la mortali-
dad son raras (46 vy 48) . En una granja de gngnrda,cén.unq
’poblééiqn de aproximadamente 13900 éerdns. en donde se pre-
‘sents un brote de S0A asociado con otras énfarmedades. de

L6000 cerdos con un peso de’ 15-40 kg., se afectaron; 3000 .y deé

‘estos. murieron 20343 hay gué observar ‘que - fue’un brote de.
1;§mp6‘én donde’ ademas ‘del VS0A, ‘tambien estuvieron preéénﬁéé
aproximadamente otros”12 agentes . etiolagicos que inciﬁién"
Virus,_bgcﬁerias y parésitbs. débido_ a - esto es di{ic11 évafv

L—d7 s




Tabla 2.- ALGUNAS CARAETERIST%EAEDEPIZDUTlGLGGICAS PE LOS BROTES

amadas Morb. en Mort. en Caracteristicas lReferencia
afectadas (na-ilas camadas del
cidas durante afectadas braote
el brote)
(&3] (%)
20 — &3 20 ~ 50 87 - 99 2-? sem. de & 147y
duracion
0 70 - %0 casi todos 3~-9 sem. de (30)
mueren duracién
20 0 ¥ sem. de dura-—
cion aFe:tando <38
lechones. de
10 dfas de edad
(3]
56 =% 40 3% se afectan 1e~ .
chones de 4 33
17  dias de edad
C7 100 se afectargn .
lechones de 4 a (17
10 dtas de edad N
B .

¥ 'La duracion del brote depende del tamano de la piara y uel namero
de :erdas gue paren durante el brote (30 :y

lt Los . datos reportados de un brute ocurrido en una gran;a de. 120

. vientres, corresponden lo ?xstrnﬂos de 20 brute, acurrido
;18 dias  después del primero. misma granja en. donde se
aislo al virus de LPH (33 . X




luar la importancia del VS0A en este brote (42).

En ptro trabajo se menciona que en un broté, en cerdos
dg engorda, la mortalidad +fue del 15-20%; sin embargo, no
se realizaron estudios para investigar 1la asociacion ton
otras enfermedades (21 vy 23).

Al inocular lechones de 10 y 30 dias de edad y cerdos
de 90 dias de edad, por via IN e IT con 10  TCID  del vi-
rus del S0A, estos no mostraron signos de la enfermedad '
’(44). 8Sin embarqn'nu se hicieron pruasbas para comprobar gue
no tenian anticuerpos contra el VSDA antes de la inocul a-
cidn.

h. CAMBIDS MACROSCOPICOS.

Las alteraciones macroscopicas observadas soni: Neumonia
en lébulos craneales, atrofia  serosa de la grasa coronaria,
moderada distencioén gastrica comn acumulacion de le:hé,'a:u—
mqiaqidn de fluido con finas bandas de fibrina en la cavidad
ﬁerituneal (la cual se observa cen mayor frecuencia . en.cer-
dos que han permanecido postrados) (47), cangestioén menin-
‘gea (26, 41 y 47), congestién en encefalo (26 y-33), vejica
‘urinaria pletérica {33, 41, 47 vy 352), y constipacisén en

intestino gruesc (41). Opacidad .y edema de la ; coérnea, ﬁni-
1atérai p,bilateral{ aunque . generalmente se observa‘que,es‘
~unilatéral (37). La OC.se puede observar en cerdos de (oqaé.
las edades’ (Tabla 1). En:farma experimental  se Ha logrado éiﬁ
na:iﬁiehtn‘de lecﬁones con: ‘OC bilateral, pulmoﬂéé nngOni-
cbs, higadubfr{able, petequias en mucosa estohécal,;condes-'
tién en Menipges 9 Vencéfala;” Edéméisub:uténeo en la‘regiéﬁ”
abdominal, congestién. en tonsilas, -y hemorragias en miocar=
ﬁ~qib.y;regian coroparia. (26), La cérnea con édémg llega a fe
”nér,un g?osbf ﬂévﬁgsta I .mm epicgfdnh dastetados o en‘éngoﬁ?

T




da y convalecientes, su humor acuoso es escaso. En ocasiones
se observa formacidn de una vesicula de 2 a 3 mm o Glcera en
la capa externa de la cérnsa, asi como con menor frecuencia
queratocono (47). En un estudio experimental en cerdos de 27
dias de edad inoculadeos con el VSOA, se encontrd edema Sub-
cutaneo en las regiones inguinal v abdnminal, petequias en
rifoen, congestién en encéfalo, abundante eXudado mucopuru-
lento en trdquea y aumento del liguido cefaloraquideo (52).

i. CAMBIDS HISTOLOBICOS.

Los cambios histplogicos encontrados en cerdos infecta-—
dos en forma natural y . experimental con el virus LPM fueron
meningoencefalitis no supurativa, con marcada infiltracidn’
iirﬁccﬂ:arla perivascular, gliosis y necrosis. Neuronofagia,
n!crusi’s neuronal y glial, meningitis y coroiditis. Las 5re-
as mas afe:tadaﬁ fuergn. el taAlamo, cefebro media y‘cnrteza.
’cerebral. En el pulmon  se 'obsérvo' neumbnia interstic}al
afectando los 16bulos apical y cardiaco (30).Cambios muy s~
milares se han encontrado en lechones in-fectadus con el VSOF\:. .
{34, 38 y 41). Sin embargo en un estudic experimental ’enyle—
chones de -1 dia de edgd,‘inq:uladcs con el‘VSDA,:se menciona‘
que.en el encefalo, el dako se abserve casi exclusivamente
.en el cerebeln, en la capa molecular, y ‘correspondic a dege— ’
neracién:nedwranal y a'ﬁorial, ‘necrosis neurecnal ‘y gliosis fo-
béalé Tambi én se observaron focos de infiltracidn por células
_monenucleares en - meninges e‘in:lusicnes fntra:iﬁnﬁl&éhicas
Cen celulus de- Purkin_:e. : Estns csmbios difieren: en ‘severidad. g
de . lus descritas en lechones muertns |=n farma natural’ por el
“VSOA (32).. Aan en’ cerdos sin signos nervinsns se observa da—,' .

,.F.'a mi:rnscopicc en al SNX’: <47)-

:Hay tnﬁsiliﬁis moderada cpn:'des:ahécioh déxueﬁgté!ipfy .




cllﬁlas inflamatorias en las criptas . (47). En un estudio
experimental se encontrdéd necrosis del tejido linfoide de

las tonmilas y deplesion linfoide de leos ganglios (23).

En el o0jo sdlo se observan . cambios en los cerdos que
tienen opacidad de la cdérnea. El edema corneal es variable
47), hay uveitis anteriar (48 y S1), infiltracion de
células mononucleares y neutrdfilas en diferentes partes del
0jo, endotelieo corneal, unidtn esclerocarncal, en el angulo
iridocorneal, en el iris o en el ner?io optico. Eﬁ la cépé
interna de la cérnea se observa en ccasiones una capa de ma—
créfagos y de neutrdfilos, asi como aumento de la vasculari-—
zacten (47). Cabe seRalar que en un estudio serslégico se
‘encoﬁtro que las cerdas y 1o0s lechones.con 0C, mostraron’
tendencia a prnslnfar titulos de qn(icuerpus inhibidorés de
1a hemoaglutinacidén (IH), contra el virus LPM, mads elevados
que laos demAs (25)3 sin embargo, también se ha comunicado la

existencia de cerdos con OC en 19s cuales no se detectan an-
‘ticuerpos IH contra el virus LPM (25, 26 y -337. )

J.. ANTICUERPOS EN EL CALOSTRO.

En una cerda inoculadada aproximadamente a los - 94-95
dias de gestacidn por via IN.e IT con to " TreIp 7 Qel véDA,
poco daspues del parto se detectaron altos titulqs de anti-~-
:ugfpnslen el -calostro. A sus lechuﬁes‘se les permitiso mamar
calastrn, y 48 h desputs Se . inocularon con. 10 . TCID . 'del
vSOA por diferentes vias, Yy no moatraran signns de 'la en#er~‘»
madid (A% vy 48y, Par otro lado, en un estudio sern!dgica re-=
:alizadn an - una granja de ci:la campleto, en donde 1 aﬁu an~
tes se hab;a presentgda un brote de estn enfermedad. s en—

Econtré que. los titulos mas- altns de anticuerpos IH,'contr
«®1 Paramyxbvirus pareino - LPn, carraspondieruh a, las :gqun
Len lactacidn ¥y a ‘sus lechnnas, mtuntras que_ en los ceiﬁbé‘

e




bdestetndns. los anticuerpos decrecieron hastA el valor mini-
mo entre los 2 y 3 meses de edad y se incrementaron conforme
tenian mas edad. En granjas de engorda de La Piedad, Michoa-
cén, la  enfermedad se ha observado cuando los cerditos ad-
quiridos en diferentes areas pesan de 15-25 k@.§ pero antes
cuando pesan de 10 a 15 kg. (a los 2-3 meses de edad), estos
cgrditcs tienen los titulos mas bajos de anticuerbos 1H con-
“tra- el Pirlmyxoviru: LPM, razén por la que es probable gue
‘1fs¢- n eée periodo cuando se infectan (24).

k. TRANSMISION ENTRE GRANJAS.

Se mencibna que la enfermedad se transmite a cerdos sa-—
nos por la introduccién a la granja de cerdos provenientes
de granjas afectadas, asi como por vacunaderes, Veterina-
Fios. y otras personas, que van de granjas afectadas a gran-
jas ﬁu afectadas (46). En S explnta:iunes donde se presentn
la enfermedad no . se habian - introducido cerdos hasta por 3.
‘mesll ant'I del inicio de 1la enfermedad! en 3 de ellas,‘ée

_habia confirmadp que no exist(ad anticuernos en lus cerdos
fuestreados (10%), . Sin eabargo, tenian antecedentes de haber
- estadc en contacto con persnﬁqs o vehiculos provenientes de
La Piedad, M{:hoacln._Lo apteriof sugie}e 1a diseminacidén de
: lg enfermedad. por persnﬁas ‘0 vehiculos contaminados (47).
FPor otra barte. en  un estudin' serolégico  realizado en 2
qranjal cnrcanas, pertenecientes al . mismo duenn y atendidas»

por el mismo Médico Veterinario, . se encontrd que a pesar de-‘

que ®n una de las granjl!, 135 c-rdns de 40 kg.’ de peso, mos— .
tra?oﬁfla DC y on 13 de. -lto- e en:nntrlron antlcuarpos IHU“

“contra el Paranyxovlrus LPM. (titulos 1:5 n 1:30)1 en la ot

‘qr-nj-. lns curdns no mnstrarun‘ oc vy nn 15 ccrdas mueltrea—,‘

dos . no se det-:tlron anttcu-rpcs IH: (25). El papel que’Jue->
onn otros -ntmlles en Sla qisqminlcion, de la enfermedld se; "
'dvqconoce (47).‘“ T L ; :




1. PERSISTENCIA DEL VIRUS.

Se desconoce por cuanto tiempo persiste el virus en un
hato infectado, y por cuanto tiempo diseminan wvirus los ani-
méles enfermos., Cerdos sanos sin anticuerpos contra el VSO0A,
no enfermaron ni desarrocllaron anticuerpos cuando se pusie-
ron en contacto con cerdos convalecientes, 2Z meses después
de la enferamedad tary. Sin embargo en una granja de 250
vientres en donde hubo un brote de S80A, en la cual se intro-
dujeron 54 cerdes serologicamente negativos a 1a enfermedad,
& meses despuds del brote, si bien ninguno mostré signos de
la enfermedad, en 2% cerdos se detectaron titulos ascenden-—
tes de anticuerpos IH. En el mismo trabajo se sefala gque, 30
cerdos libres de anticuerpos contra el VSOR se introdujeron
en otra granja de SO0 wvientres, 11 meses después del brote,
no mostraron sigrnos, ni se detectaron anticuerpos IH en los:
3 muestreos realizados, a intervalos de 21 dias después de
‘su introduccién en la granja (S50), '

Se desconoce por cuanto tiempo. resiste el virus LPM en

" condiciones ambientales. En. condiciones experimentales el

) virus LPM :cnﬁerva sus propiedades HA e infectivas en - célu—.
lag PK~15 por 110 dias o mks de tratamiento a 37 C§} a 56 C

sus propiédades‘HA s5e conservan por 1o menos bhasta los 30O

ﬁ\ln Y su infectividad hasta los 15 ¢ mas miny a B7 C conser—

va su HA durante 1 min .y su infectividad por Lo menqé du'rany—:r
te T min (10).

m. DIAGNOSTICO.

Los signos clinicos. cldsicos de la enfermedad dan Bases:
.. para el egtablecimiento de un diagnéstico clinico hresunc}a—

nal. Sin embargo, es hecesarioc demostrar 1d presgncia _de_‘vih-"- .

" rus © de antiduerpos eapecificos contra ‘1l viras. La necrap—. .-
sia vy el estudio histologico tambien ayudan en el diagnésti—":




“ipernit!r su clasiiica:ion en: 3 genernsl'Parnmyxuvirus,.

"lol qenerus Horbxllivirus y Pnaumuvirus carecen d

co (47).

Las pruebas especificas utilizadas sond

1.— Aislamiento del virus. Los tejidos de eleccison para 1!_'\—4v
tentar el aislamiento son el encéfalo, tonsila (21,33 y 47)

Y pulmén (47). Sin embargo, también se ha aislado el virué a

partir de bazo, higado, rifgen, sangre, ganglio intestinal,

corazdén vy cornete (41).

‘2.= _Inmunofluorescencia directa (47).

S.- Inhibicion de la hemoaglutinacidn (24 y 47).

- Seran-ugrllizacion (47> .

n. PREVENCION.

Como en otras enfarmedades, 1o mas importante estriba
en evitar la entrada de la enfermedad .siguiendo medi#as,séé
nitarias preventivas {(47). Actualmente - en el'Pkoyectu‘Pa-

.ramyxovirus porcinc LPM,. del  Centro Nacinnél'da lnvesﬁtga—
ciones . Disciplinarias en Microbiolagia -(CENID-M), . INI-
FAP-S5ARH, se esta tratando de desarrollar una vacuna 11n‘a|:ti—‘

. vada, que gea efectivu’paré la prgvenclbn de esta en+étmadad
27).

©.. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE  LOS. PARAMIXOVIRUS.

‘Los Paramixqvﬁrus‘(Pafamyﬁovlridae)' se diferencian amﬁL
Pliamente -en cuanto a su pato'genicidud. No . Db’stan{e.'cbn ba=-..

=e en Sus prnpiedades qu(ml:nn v algunas bialdgicas,,

rlmixovirus son relntivamente homngeneus.‘”?ﬁr~
exinten diferen:ias suficizntes' en sus’ caract ristic-s par

bi 114 vi rus -y Pneumovlrus (§3 1 : 23) « Tcdc\s 1om

‘v'mtnidogg qug tienen ‘los P-ramyxovirus. La difcrencln cntr




Morbillivirus y Pneumovirus radica en el tamaio de la nucle-
nuclepocdpside y otras caracteristicas estructurales (28).

Acido nucleico! Contiene una molécula de ARN de cadena
Gdnica, de gran tamafo (I8 y 42), PH = 5-7 % 10 mids O me-
nos el 0.5% del peso del virus. La mayor parte de las parti-
culas contienen una cadena en sentido negativo, pero algunas
contienen cadenas en sentido positivo (28).

3
‘Proteinas: 5-7 polipéptidoss PMs 35-200 x 10 {28).

La nucleocaApside constituye de un 20-25%5% de la masa

del viriéng dicha capside estsd formada por una sola especie
de proteinas (11).,

7 La envoltura virica contiene 3 proteinas. 2 glicopro-
teinas forman las proyecciones superficialest una (HN) tiene
¢ ractividades tanto de hemaglutinina - como de neuraminidasa vy
la otra (F) es responsable . de las funciones hémuliti:a y de
fusion celular del virién. l.a tercera proteina (M), que no
estd glucosilada, forma la capa interna de la envoltura man-
téniendo su estructura e integridad (11). El wvirién de algu-
nos miembros de este grupo puede  contener también enzimas
Enmn la ARN-polimerasa, dependiente del ARN (18), Figura 2.

_ Lipidos: 20~25% del pesol su composicién es dependiente
principalmente de la célula hospedidorn 280 .

Carbohidratos: 4% del pesocs composicién dependiente de
la célula hospedadora (28).

Periedades ftsi:oqu;mi:asl PM . del virion por 1o menos
S00  x 10, muchu mAS para viriones- pleamorltcos mulctplc;des("
densidad en sacarosa = 1.}9—1.20 g/\':.m;'e lvsenSSbl-s'\a disol-’
ventes de 10s lipidos, detergentes no.i6nicos, | furmaldehidoff




Glucoproteina KN
Lo /

% %”3 o Glucoproteina F

B g~§'_~—— Bicapa _lipidica

S IRE,
NS
\ Proteina M
&
Protelna NP

Proteina
P (polimerasa)

Figura 2._D§agrama de un paramixovirus. (Se muestran fprhas
diferentes para las glucoproteinas F y HN para inéicarvsus‘
diferencias 'quimicas.‘ aunque no  son distinguibles : en l\as
‘microfotografias electrénicas). Las glucoproteinas: Fo vy HN
_parecen penetrar - en la bicapa 1ipidica y. . pueden atravesar '
toda . la envuelta. La proteina M forma la capa - interna de
la envuelta .y mantiene su § estructura e intggridad.' Se

‘descanoce. la disposicién efectiva . de  la proteina NP.en -
la nucleocdpsida (11). ;




y agentes oxidantes (28).

Morfologia:z la forma de 1os viriones ps pleomdrfica,

pero en general es aproximadamente esféricaj; mide 1350 nm o
mas de diametro (28 y 29). La particula virica intacta posee
ﬁna envoltura externa bien definida, de un grosor aproximado
de unos 10 nm (11), derivada de la membrana plasmatica de la
célula incorporando glicoproteinas virales y proteinas vira-
les no glicosiladas (28). Las proyecciones de superficie
(pepl émeros) de 8 Nm de longitud se encuentran de 8 a 10 na
espaciados entre &i (28 y 29). La nucleocdpside tiene sime-
tria helicoidalf diametro de 12-17 nm dependiendo del géne-— .
fo; y longitud de 1 mu en algunos géneros (28).

Propiedades antigénicast hay uno o miAs antigenos qe sU-—

perficie involucrados en la neutralizacidon; un antigeno de

]'nucleoctpside descritol las especificidades de los antigenas
varian entre. los QEneros 28’ .

Efecto en. las gcélul agt gemeralmente citoli{tico, péré
son comunes .las infecciones moderadas y persistentes; ademas
fnrﬁaﬁ inclusiones, sincitios y producen hemoadsorcién (2é).
. Otras caracteristicas: los viriones son relativaménﬁe
inestables, ya que pierden el 90—99% de su {nfectividad en
2=4 h, cuando son suspendidos en un medio libre de proteinas
a Ia temperatura ambiente, ¢ a 4 C (11,

p. MULTIPLICACION DE LOS VIRUS.

"Los virus séle .se multiplican  en ceélulas vivientes:
(18). A diferencia de lo due ocurre con las células, el
‘ma¥o de las vxrus no aumenta, ni su divisidn e de tipo
Vlulaﬁ. ya que . poseen en su. cubierta pocas o ningunas de

enzimas hiusinttti:as‘ neceslrias para su repltcacxon‘

"gstaléiipn} los v?rﬁﬁl'se mu!tiplican por’ 'sintesis
POF reuni 6n’ de: sus .componentes. (11).7La célula huos
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' 9 ausen:ia de receptores paraj‘ﬁiertus ‘virus depend

rd proporcionar la energia y maguinaria de sintesis, tambieén
los precurscres de bajo peso  molecular para la sintesis de
las proteinas 'virales vy de los Aacidos nucleicos. E1 aAcido
nucleico viral transporta la especificidad genética para ci~
frar todas las macromoléculas especificas virales en una

forma altamente organizada (18).

q. FASES DE LA MULTIPLICACION.

L.os  ciclos de multiplicacion parecen ser idénticos
para todos lbs Paramixovirus, excepto por la variacidn cjue_
se produce en la dqraﬁion de las distintas fases. Bsi.‘boé
ejemplo, el periodo de eclipse es de 3 a 5 h en el caso del
virus de la Parainfluenza, de 16 a 18 h para el vxrusv-f;fe la
Parptiditts_y de 9 a 12 . h para el virus del sarampidn. Los"™’
_4en6menns biosintéticos bésicos (estqdiadus principslmente
en el virus de la Parainfluenza de tipo 1 .y en el virus de
la Enfermedad de'Newcéstle) son. parecidos a los Que se pro—
ducen en otros virus que contienen ARN de cadena Onica, vy
que poseen en ips viriones una ARN—-polimerasa dependie_nte de}vi
ARN (11).

A cantinuaci én se des:ribe el ' mecanismc de
" multipl_i:a:;l_bn de estos virus, haciendo especial referenl:la

‘‘a los Paramixovirus.

1.~ tha:ion o adsnrcion.:Lcs virus .y las :elulas tienen ré—
ceptores, .y una afinidad entre -ellos indu:e su fi ja:iﬂn.‘ La
falta de re:eptores es.la causa.de’ la resisten:ia de alqunns
c&lulu- a la 1nfeccion par ciertus virus (29). La prnsenc’a

- --pm:le y del te_ﬂdo del que 1a- celula pro:ede y de su est
~do“(isipldgxco. Los virus: encnpsulados, camo lcs Drtomixov!

':‘rdlry4lps'Pirbmquvirus, ‘s adhieren -a traves de agujas gll—.‘-

'.cnprdt-iq-é (i]);

[




2.—- Penetracidén. La penetracién de un virus en el interior
de una célula depende de la temperatura, y es mas =ficaz a
37 C (29). Las microfotografias electréonicas muestran que en
la mayoria de los virus encapsulades la penetracion se pro-
duce cuando 1a cubierta viriénica se fusiona con la membrana
celular, estos virus pueden penetrar también en las células
por fagocitosis (11){

3.— Escape o salida. Se ‘clasifica con este términe la
liberacion del Acido nucleico infeccioso desde la capa o cu-
‘bierCa vira;, e igual que la penetracion, también dépende de
la temperatura, siendec mas eficaz a 3I7 C. Despuds de la ad-
sorcion, la capside y la envoltura se hallan muy alteradas,
y este cambio termina en disolucién a su entrada en cito-
plasma. La proteina de la capside no es digerida por enzi-—
mas, excepto en el caso de  los reavirus (29). El .mecanismo
de degradaéidn de.la cdpside  varia entre los diferentes vi-
Trus 11,

Eclipse.- €1 - eclipse se pone de manifiesto medfante_la
‘imposibilidad de recuperar viriones infectantes a partir de
‘las células destruidas (aunque si pueden recuperarse acidos
nucleicos infectantes). En el casp de los virus encapsula-
dos, ‘el eclipse es el resultado de la pérdida de 1a cubjerta
en el mcmentc de 1a penetracion (11). La fase de eclipse in- "~
cluye transcripcion, traducﬁiﬂn, replica:iﬂh o reproduccién
 de1 Acido nucleico viral, reunién y maduracién de los vffid¥

- nes. El neribdn latente es el tiembo entre la desaparicion .
del virion infeccinso de 1a célula y la liberacion de nuevos -
, virinnes en liquido sobrenadantc (29) .-

Trans:rip:;bn;— Los Paramixuvirus tienen uha‘ mulecﬁla'dé}
‘ ‘ARN de cadena:uvnica que nc puede servir de mensajero y que -
'poswe una polaridad ropuesta (antimensaJero).’En este fila—r
mento v;ri:a negativn, una transcriptasa virionica 1nxcxa “la
'C.transcrichOn ‘en un;prumatur simplg\par& pro@ucir varias (ﬁe('




S & 8) moléculas {(de cadena positiva) mensajeras complemen—
tarias (12). E1 ARN no segmentado del viridén tiene tan sélo
un sitioc promotor para 1la ARN—nulimerasa v, pOr tanto, los
ARNm monocistrdénicos se obtiemnen probablemente vya sea por
fragmentaci én de una copia de todo el genoma o bien por co-
pia secuencial, terminacién y reiniciacién precisa. Lo que
da lugar a una serie de ARNm de longitudes variables hasta
el tamafio del ARN del virion. La fragmentacion y elaboracion
de una gran copia parece mas probable (11).

Traduccién.~ La traduccién de ARNm en virus que  contienen
ARN, como los virus ADN, tiene lugar en #! citoplasma hacia
los ribosomas. Los - ARNm monocistrénicos son traducidos en
polipéptidos separades (29). En los Paramixovirus no estd
claro .si la regulacioen ‘de 1la ﬁroduccion_de proteinas viri-
cas, se efectta en la transeripcistn o por modificacioén de
las copias primarias (12},

‘"Replicacién del ARN.- La reproduccioen o réplica. del ARN
viral ocurre en el cxénplaama de 1a gélula (11 y 29). El ARN
viral actda como plantilla para la sintesis de la descenden—
cia del ARN viral por las enzimas reblicasas, t.as cuales es-
tan codificadas para virus, y tienden a ser especificas para
el ARN de su-propia especie viral (29). Existe un interme-—
diario replicante (IR) que contiene una cadena_pcsit{va,com—
p}eta y varias cadenas de crecimiento complementario (nega-
‘tivas). Las cadenas mensajeras o virionicas (pcsitivas) son-
duplicadas en modelos complementariacs (néqativns)'a traveés
de un intermediario similar. (1§ .y 127. :

Maduracion. — Las‘prnteinas viricas tianen que‘estar primeru .
asnciadas con .el a:idb nucleico para formar . la nucléoc&péi—w

Ade; que daspués es rodeada por | 1a EnvoltUra. En la fnrmncAOn_ﬁ

de la nuclencapsxde ‘todas -las prote;nas sun sxntetxzadas en

:los pnlisomas citcplémicos Y se ensamblan répidamente en il

V,compnnentes de capside (re:onocibles pcr inmuncf!uorescen:ia 
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o microscopia electrdnica)., En - 1os Paramixovirus estos com—
ponentes. se acumulan en una zona perinuclear del citoplasma,
inicidndose a las 3 h después de la infeccion (12). Sélo una
pequera proporcidn de las nucleocapsides formadas llegan a
ensambl arse para formar viriones. En ocasiones, las cadenas
pogitivas, a causa de su exceso, pueden reunirse accidental-
mente en viriones, asi como en nucleocdpsides. .Los cuerpos ’
de inclusion citoplasmicos son predominantemente acumulya:i;ch

nes de nucleocdpsides excesivas (11).

Los‘ estudios al microscopio electrénico de células in-
fectadas permiten detectar el interesante proceso de ensam—
blaje y maduracion de los  Paramixovirus = a nivel de:la mem-
brana plasmdtica (11). En el ensamble de la envol tura, las -

. protejinas de la envoltura,especificadas-bor al- virus' (glytco—-v
proteinas) van directamente a la membrana celul-.ar'"a'ﬁ'rnpia‘da,
susti tuyendo las proteinas del Hnépeﬂaddr. Por el contraria,
lns lipidos son muy similares a los de las membranas t:elula—-
‘res en cuanto a compnsicion. - Por 1o tanto, el mismo virus‘
diferira en sus lipides e hidratus de carbono cuando es re-
plicado én células diferentes, con las :onsiguientes_dife—
.rencias en las propiedades fisicas, biol égicas y'antigénlcés

(12) .

Cuando.la envoltura virica contiene una proteina de ma~
triz ‘(como a:u;-re en lcs Par;amixovirus) s se hace en los po-
lisomas y se pega al lade :H:oplAsmh:u de la membrana plas<
matica, probablemente a las terminaciones snbresalientes cle
las glﬁcéproteinés viric4as, estas membranas :elulares dife—

iricas. La

renl;iada;s estAn destinadgé a - ser las envalturas )
infeq:(iyﬁda_d del virus, ‘asi como las propiedades hemol;tlcas’,
a maduraci.On de la ‘gl 11:0

'y de.¥usion celular, requieren de
L proteina 'F por 1a rotura dE}l Lun’ pret:ursor mayor Fo,

‘enzima celul ar (1),




Liberacién de viriones.- En l1os Paramixowvirus, la liberacioén
de las particulas viricas se produce por gemacion, en las
regiones de la membrana celular modificadas por las protei-
nas virales. Este brote (gemacién) puede ser considerado el
resultado de una adhesidén intima de la nucleacipside a la
proteina matriz (M) presente en el lado citoplasmico de la
membrana celular, donde fueron incluidas las glicoproteinas
viricas. La adhes£On pProvoca que la membrana se curve dando
lugar a la formacidén de una esfera scbresaliente que queda
rodeando a la nuclepcapside (12). El ensamblaje final de la
nucl eocdpside y la membrana plasmdtica alterada especifica-
mente, es particularmente destacado en los Paramixovirus
{11y,

r. EFECTO CITOPATICO.

En las ctélulas infectadas, 5u5cep£ibles al virus en
estudio, ocurren algunos cambios bioquimicos, que en muchas
casos, producen efecto citopdtico {ECP) 9 1a.muerte de- las
icélulas. De los diversos tipos de este efecto son caracte-
risticos la contraccién, 11515, acumulacién de las célulé;
en grupos y formacidon de sincitioz (29).°

El ECP se debe a un. blogquec de ADN, ARN celular y- de
la éintesis de proteinas, a’'la que stgué la sintesis de pro-
teinas codificadas para el ‘virus, La proteinq‘viﬁal o las
viriones se acumulap a veses en grandes agregados o inclu~
sinnes':ristalinas que " deforman visiblemente 1as celulas.

‘Una concentracisn slevada de virus. o de proteina de capside~
vviral, ejerce efecto toxico snbre la célula vy produce efecto

ciﬁopaticc, Y algunns virus causan tal efecto pnr altera:ion‘,Q.

de lns mxcrntubulas celulares. Cabe también consignar que 1aJm_

'altera:ion de las membranaa llsosaml:as puude actxvar Y., 11—
:berar enzimas lisosdmicas. . hidroliticas 'que : a veces causan’
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ECP. Dcurre fusion celular o formacion de sincitio (célula
gigante multinucleada, policariocito),  cuando el virus‘re—
cién sintetizado por gemacidén, en una célula, se fusiona con
la membrana plasmatica de una célula vecina, o en 1a fusion
de Areas especificas de virus de 2 células adyacentes (29).

s. HEMAGLUTINACION.

Muchos wvirus, tanto pequeXos como grandes, pueden aglu-~
tinar glabulos rojos. Esta imporﬁante bropiedad. descubierta
1ndebendientemente para el virus de la gripe por Hirst, y
por McClelland y Hare, en 1941 11y, proparc}nna‘un método
simple y rdapido para la ¢titulacion - virica. En genétal;‘lé
hemaglutinacien es causada por los propios virtones} en al-

| gunos casos, sin embargo, como  ocurre .con lns'anvirus. es
causada por hemaglutininas producidas durante la: multiplica—
clén virica.. lLos productos de desxntegracxdn de los viriqnes
pueden causar tambieén hemaqluting:iOn (11). ‘

. Aungue el espeétro de especies de erjtroéitos que ' son
aglutinados y las condiciones requeridas varian ppra'dlfe-
rentes virus, el fenoheno es b&sicamente’simllarren.toﬂos

"los £asos, y es céusado por la unién de sitics especificos’ -

‘de 1o0s viriones.con receptores de la’ membrana de los eritrn—g
'citos. Los receptores sSon residuos ,dé s Acidu“
. N—acetilneuraman:co (NANR) transpnrtadus sobre la glu:opro-rq

teina principal de la superficie del. eritrocitn, la- glucofn—

rina. De hechu. los receptnres son inactivados por la neura—

,miﬁidasa, que’desdobla el “NANAL En los. Plram!xcvirus, una 

sola clase de provec:iones g!icaprotalcas lo:alxzadas en 1a

'ﬁuperficie externa de’ los virsones (glicnproteina HN). 3
inidasa. A 37.C,. ln‘neu—.f

'actxvxdad hemaqlutinante Y de neur.

’raninidasa virica disocia 4lnalnent- lbs' virus de: 1n5 ‘e
'trD:itos por desdnblamiento del NANR,‘procedente ‘de. lns ra—(-

R =~




ceptores; después el.virus _se escapa espontaneamente de los
eritrocitos, que se disgregan. FPor el contrario, a cero C,
la enzima es mucho menos activa y la unidn viridn-eritrocito
es estable (11).

Una vez separado el virus, las cé¢lulas no pueden ser
nuevamente aglutinadas - por un nuevo lote de virus, puesto
que  han  perdide 1los receptores; se dice que estas celulas
estan estabilizadas. El virus eluido por levigacién rétiene,
por el contrario, todas ' sus actividades.'No cbstanﬁe, las
células estabilizadas por.un Drtomixnvirus 0 Paramixovirus
determinado, pueden ser a veces  aglutinadas por otro virus.
de estas familias (113,

t. CELULAS PK-15

La linea padre de PK-15, el orxglnal PK-2 at fue | dr;gi—

'nadai del rifeémn de un cerdo-adulto, en 1955 por E. Stice,'de
Laboratorios - Cutter. La linea fue inicxalmente mantenxda ‘en
medio 19% . de Hofgan, Morton. Y Parker s al SOA; Hank® 5 d
Earle”’s . BSS, 40-45%; suero de cordero, 5—10% Y antibigtis
:os.vLa .clona de PK—-15 fue originada a través de- clcnacidn
‘;de una sola c91ula, en . 1957 ‘por Horgan Harris. una vez
‘clonada, el pasa;e 114 fue’ caracterizado. La 1inea Les éhﬁra:
cultivada en - MEM (Eagle) con,am:naacidos no eéeﬁc{ares y

piruvato de sodic en Earle’s  BSS, cun bicarbcnata reducldo
T (0.8% g/litro), 95713 sueru de ternera recién nacxda, 5/1 sin
,ahtibioticos. Células del DBSEJE clonal 129 fuerun remxtidas

S a - ATCC. La linea. 'celular "PK-15 replxca,~Coxera;Paﬁcznc.

Fiebré 'A#§o;a, Exantema' vesicular dei:beﬁdnygéesté Enréin&g
fhf%icana.,breV:amente_,pasadd,’ehn@jeﬁcbtifﬁs
ublicado) (%) . . .

_pbfﬁiﬁds;:(no

Lotd Hay, R. 3 Macy, M3 Chen, ToOR.E McClintocP |
JQEé.faméricén‘ Type Culture Cnllection CatalogueTDF Cell:
Linég énd Hybridnmas,- 6th.; Ach, Mary1and.”
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‘;'cqudcsﬂ LA SECUENCIA. DE qansros,

OBJETIVQS

CDNDCER EL CICLO DE HULTIPLICAB!DN DEL. Paramyxcv:rus
PORCIND LPM EN-LA LINEA CELULGR PK—IS-

,CECULARESVER‘CELQQAQ
PK=15 INFECTADAS CON EL Paramyxovirus PORCING LPM.:

"RELACIONAR LOS TITULOS VIRALES HEMAGLUTINANTES (HA) GON

LOS TITULOS VIRALES OBTENXDDS _CON."BASE .EN EL EFECTO G1-

. YoPATICO tecey .

4. -

- RELACIONAR -EL GRADQ o % DE’ECP OBSERVADO. CON EL TIfULD':_";»
‘VIRAL.A L SN e




MATERIAL Y METODOS.

VIRUS.

Se utilizé el Paramyxovirus porcino LPM (9, 21 y 303 al
:u‘al se le habian dado nueve pases en cultivos celularesj
los primeros siete pases se dieron en células de CB, y loas
dos Gltimos en una linea celular establecida de rifén de
ccerdo (PK—15). El virus utilizado tuvo un titulo inicial par
hemaglutinacl on. (HA) de 1:32/0.05 mL, ante eritrocitos de
gallo 'y uvtilizando solucidén satina con un pH de 6.2, 5u ti-
tulo, basado en el ECF, era de 107 Dosis Formadoras de
Efecto Citopatico (DFEC)SO/ml, en células PK~15.

CULTIVOS: CELULARES.

Se utilizaron monoestratos de células .PKfIS, pasé No.
192, de 2 dias de edad y ?0-100% de confluenciaj; en ésta 1i-
‘nea celular, el virus se ‘habia replicado con anterioridad
(21 .y 23 . '

Se. rjeali:aron tres experimentos: Experimento A.~ ly_'as'b"
células. se pr:opagaron en I3 tubas de Leighton (TL) sin lami-
nillasj Expérimento B.- En este caso se prepararon. monoes-

‘tratos en 32 Tl con laminillas; y el Experimento C,- En el BN

que se prepararnn monoestratos en 20 hotellas de dilucion de ~
lecte (DL) . . '

INFECCION DE LOS CULTIVOS CELULARES.

Los monoestratos . fueron :.nfe:tados ‘en forma simulténea
‘cuando con}:en;an alrededor de (329 000, 315 ooo y ‘3 700 ooo

células, r'esp'eﬁtivanente, - en 'lvas . mcnnestratos de los TL sinf

laminilla, TL éon 1aminxlla y en las botellas DL..,Aplicancs :
'las sxgulentes dosis de v1russ A) Los TL sin laminilla re-
:ibieron Q.1 ml cada uno del virds:di luidn 1210 (10 - -'f—.

D‘FECSO):V de jando™- 3 monoestratos celul arEE en TL: como cnntro—

e




lest B) Los TL con laminilla 'se inocularon con O.1 ml cada
uno del virus gsin diluir 1o DFEC_ ), dejando 3 monoes-—
tratos celulares en TL como controles y3 C) Las botellas de
DL recibieron I ml cada una, del virus original diluido
1210 (10 DFEC_ ), dejando 2 monoestratos celuelares en bo-

tellas de DL como como controles.

Para inocular los monoestratos celulares, ge retird el
medio de crecimiento {Minimum Essential Medium (MEM)J (1)
21 cual contenia 10% de suero fetal de ternera irradiado vy
ultrafiltrado (6, 7 v 8). Luego se agreg¢ 1 inodculo y se
permitio la adsorcion, maviendo los monoestratos cada 10 .-min
- durante 1 h, a 37 C, después se desheché¢ el inéculo y se
agréga medio de mantenimiento, consistente en MEM mas 2Z.de
suero fetal de ternera, irradiado - y ultrafiltrado. A los TL
con y sin laminilla, se les puseo- 1 ml, y a las botellas de
DL, 20 . ml, de este mismo medio. En seguida los: monoestratos
"se incubaron ‘a 37 C, durante 9.75 dias en al Experimento Aj
10.25>dias en el Experimenéo B3 Yy 12.2 en el Experiméntu C.
Se usaron TL y botellas DL para ahorrar MEM y alargar . el pe—'
riodo de obs. E1 No. de TL y de- botellas DL dependios del ma-
terial disponible en el Lab. Las ubservaéiones se hicieron
cada 8, 12y 24 h paFa’alargar elupgrindo de obs.j esto cau~..
$6 los dif. tiempos (9.75, 10.25 y 12.2 dios PI).

TECN}CA DE CONTEQ CELULAR (2.

El conteo de células se hizo,. en el momento de infectar
loé-manoestrntos, a parﬁir de cada.uno de los mqnplktf;tqé_
5, controles, contenidos en: 1 TL  sin laminilla, 1 TL'cqn‘lahiéf

nilla y en:1 botella de DL. - - : o T '

€13 ;MEM de. G1BCO, Cat. 410-1500°EB, ‘EUA: ~ et
‘.‘(é);Técnicl-ha‘ puﬁllcada.tyufllizAQa, Qn‘elbsakefﬂlnSthuﬁéf
N xforf énimal,’Heaifﬁ. ' 1 ‘
Yor&; E.Q.A.'- L

- Cornell University,  Ttheca,
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I. TRIPSINIZACION Y SUSPENSION DE LAS CELULAS.

Procedimiento empleado para los monoestratos preparados

en los TL:

i1.— Se retird el medio de crecimiento.

2.~ Se lavé a1 monoestrato con 0.2 ml de tripsina {(3) (ver
Apéndice 1) .

3.- Se agregaron 0.2 ml de tripsina,
te 10 min a 37 C.

4.~ Se afadieron 1.3 ml de
de esta manera, las células gquedaron suspendidas en. un

y esto se incubd duran-—

medio de crecimiento sin suerb,

volumen total de 1.5 ml. . . :
B.— Se pipetet varias veces la suspensisén de células para

lograr dug se separaran.

Procedimiento utilizado para 1a botella de DL2

1.— Se retird el medio de crecimiento.

2.~ "5e lavé el monoestrato con 3 ml de tripsina.

3.- 5e cubris el monoestrato con 3,5 ml de tripsina, y se
incubs durante 10. min'a 37 C. : : ’

4.— Se pipeted varias veces. :

_S;_ Se agregnrnn‘lb.s ml de MEM sin suero, de gata forma las’

células quédaron suspendidas en .20 ml.

II. CONTEO-DE LAS CELULAS:

‘El conteo de células de. las suspénsinnes bbtenidas de
los 2.TL 'y de ‘'la botella de DL, se real!io, an cada‘;aéc,‘de

la siguiente forma:

‘1.— Se homoq.nulzo la auspension celular. N .
Pastegr,,? tnmd una muestra de Ia sus—‘~

L= Con una: pinet-

p-nsien celuler. R X el BERNI ,
Tmi= Utilizando una cémara ;qe'lfepuéntc'de'Neubgqer;jprévié-'

TRYPSIN 11250,  DIFCO, Cat. No. 0152-15, EUA.
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mente preparada con un cubreobjetos, se tocaron con la punta
de la pipeta Pasteur que contenia la muestra de suspensién
celular, ambos cuadrantes de la cdmara, en el espacio entre
el cubreobjetos v 1la platafaorma de la cdmara. Se retiro la
pipeta en el momento en Que la muestra alcanzé el borde de
la plataforma y la muestra por si sola se desplazé debajo
del cubreobjetos por capilaridad.

4.~ Posteriormente se colocd la camara en 21 microscopio vy
se cuantificaron las B dreas donde normalmente se realiza el
conteo para glébulos blancos (S).

5.~ El resultado de ' la lectura se dividio6 entre B y después
se multiplicd por 500, El resultado asi obtenido indico el
nimero de células que habia por cada 0.05 ml.

‘CICLD‘DE MULTIPLICACION.

Experimento A;— Los TL sin laminillas fueron observados
cada '8 h$ en cada ocasidn se observaron en el'microscop}o
invertido, un TL inoculado'y un TL controls después de re-

.gistrar el. grado de ECP, el TL incoculado se congelé a —70’C.'
Los TL controles fueron observados vy congelados a —70 C.
dn}camenté a los 7.4, 8 y 8.75 dias pnstinucuiacién (PI1}, el
periodo de observacion en-este experimento fue de 9.75 dias'
I (234 h?Y (Cuadro 1). )

Experimento B.— Cada {12 h, durante los primeros. S dias, -
y cada 24 h durante. los 5 dias siguientes, se obaervaran 2’
T inoculadns, en las dos ultimas cbservacianes solo se usd
un TL; ea cada observacidn siempre se compararon 10s TL inn—

:uiaﬁos con .un T control. En seguida se extra;o {poar sgpa—
rade) el sobrenadante de cada tuba inoculado 'y se conqelblab S
;70 Ci también se extrajeron sus laminillas para £4jariasy,

pasteriormente tEnirlas. Las laminillas de las IL Eonffﬁieg -

Mse :ole:taron v f1,arnn a los 3. 75, 6.25 y 10.25 d;as PIs ql
‘mlsmu tiempo se cqngelaron Sus lﬂquidos subrenad-ntes, ‘cada



uns por separado {(Cuadro 2).

Experimento €. Cada 12 h durante los . primeros $ dias y
cada 24 h en los siguientes 7 dias, se observd una botella
"de DL inoculada y una botella de DL control. Después de cada
observacien, se congels a -70 C la botella de DL inoculada.
Unea de las botellas de DL controles se congeld a los 5.2
dias 'y la otra a los 12.2 dias PI (Cuadro 3).

'Los moncestratés y sobrenadantes de las botellas de DL

y los sobrenadantes de 1los TL con laminilla se cdngela(on Yy

"descongelaron I veces, a -70 . Cy a. temperatura ambiente
(aprox. 20 C) respectivamenté; y los monoestratos y sobrena-

dnntes de los. TL sin laminilla 4 ve:es; vy en forma semegante

los controles. Fara separar 105 restos celulares. las 5u51

pensiones'des:angeladas fueron centrifugadas.. a 600 % 6 du~

rante -15 min, a -4 C3 luego se cééeéharcn:lqs snbyenadaﬁtgs Yy
‘se repart;eron en alicuotas, que de ‘nuevo fueron‘cbngé]adas

a =70 C, hasta su titulacidn. ’ R ’ ) )

TITULACION VIRAL.

‘Las alxcuotas de. tpdas las suspensxones, incluyendn 1a5;
-:ontroles. fueron descangeladas ‘e 1nmediatamente tituladas

por la técnxca de HA !19 y; 24) v tambi én con’base,gnkgl
- ECP (37) por el sistema de mlcrntitula:idn. A continu;:{oﬁ s

-1y des:riben ambas tecnxcas.

‘T:TU;AC!DN'PoR‘HEhAGLurxNAc;nN.

Para esta' tu;nica se utiiiﬁarun microplacas dé‘,u~'
<43, snlu—

—pléstico de 98 pocitns, cen fondo en, farma de "u"

vVQDJNUHC,1CI£L:ND;'262176. Piﬁémarca;f



cion salina (SS) (0.83%, pH 6.2) y eritrocitos de gallo di-
luidos al 0.5% en SS.

1.- Con una micropipeta (5} de punta de acero calibrada -a
0.05 ml por gota, se agregaron 0.05 ml de 585 en cada uno de
los 96 pocitos.

2.— Después se -introdujeron los microdilutores {63, de
punta calibrada para retener 0.05 ml, en la muestra de virus
Yy se pusieron en los pocitos de la primera fila de 12 pozos
_{fila AYj vy se giraron ‘dentro del pocito aproximadamente 15
‘ve:gs. Por cada muestra se emplearon 4 pocitos para cada ﬁi”
lucidén, ;
3.~ Se pasaron los microdilutores a la siguiente fila (B) vy
“se realizo la misma operacién  hasta 'la fiia G, (el esqguema
de diluciones dobles fue de 1:2 a 1:128). ' ’

‘4.— La dltima fila (H) “se dejé como control de eri‘trocitcs.
‘5.~ Para eilo . se agregaron. 0.05 @l  de . la suspension de
‘eritrocitos al 0.5% en todos | los pocitosi lns':uales, como
va se mancinno, va tenian 0.05 mlr‘ de .8S. ) :
b — Be agité suavemente la plaéa. . i
7. Sé incubs a témperaﬁura ambiente, de apréximadamente
'éo C,'durante cuando menes 30 . min, o el tiemba necesario ba—
ra que en. la fila H, los Eritroﬁitns se sedimentaran 'y fbf4
;maran un botén tircu]ar perFe:tamente delimitado. Por 10 que
“en ocasiones: se xncubo durante "60-min." e '
V1_ 8.-" Se .realiz¢ . la lec@ural la hemaglutinacicn pnsitiva:*~

,esfdvo indicada por una red: o' capa delgada y difusa de eri-
trocifos, que cubria todo el fondo de los pocitns, v les da—;

;ba una caloraciﬁn rojo salm0n.’ La -falta de hemag}utinacicn

‘. (HA negativa) fue indicada por la formacion de un botén cnm-’ -

r‘pactu, ¢1namente delimitadn. en el fcr\do dE 105 pncitns

\{5} Dynqtech Laburatories In:. Cat. Nn;: 220717,_Epé;f‘-

*(6} Cnoke Engineertng Co.”




El titulo HA obtenido fue expresado por cada 0.05 ml de

virus utilizado.

TITULACION CON BASE EN EL EFECTO CITOFPATICO (ECP).

Para esta prueba se usaraon microplacas de plastico de
96 pocitos, de fondo plano, comn tapa (7).
l.~ Con cada muestra del virus LPM, se hicleron diluciones
logaritmicas (xo— a 10_ ), wusando MEM sin suero, como di-
luente.
2.« Con 1la micropipeta de punta de acero calibrada a 0.025:
ml {8}, se agregaron ©¢.025 ml de MEM adicionadoe de 10% de -
suero fetal de ternera irradiado y ultrafiltrado, en todos
los pocitos de la placa.’ . .
3.~ . Con una . micropipeta automatica de puntas
intercambiables (%), se agregaron 0.025 ml, de cada dilucidén
del - virus, en cada uno de . los B poci tos ¢utilizando una co-
.lumna'dé B\po:itcs por dilucién)} se usé una bunta‘diferenfe'
para depositar cada dilucién. £n la primera:cqlumha de B8 po-
citos ée‘agregﬂ la suspensidon viral driginal;»sin diluir, vy.
las 7 coldmnas restantes se wusaron para las diluciones del
virus (de 10 " a 10 3. :
4.~ Con la micropipeta de 0.05 'ml se agregaron 0,15 mf’ de
una sﬁﬁpensidn de células PK-15, en todos 1os pocitos en los

‘que se agrego virus,

Por  cada prueba realizada, ‘se_ ugilizarnn lbvﬁdzas, en

'1bs'que en .cada uno . se ‘agregaron  0.15 ml:de;suépeﬁ519n délg7

células y d.OS'm; de MEM mds 10% de suero.‘estostuznshsxf—»'

’:vieron como controles de células.

5473 Ndne,” Cats No. 167008, -Dinamarca. :
(83 Cooke Engineering Co. Cat. No. B 1186-1, EUA. L
... 493 Eppéndorf  Digital . Pipette,. 4710, ~10-100 ‘microlitros,
U cakl Noy 022-33-385-1, Canada.. o - S




La suspension de - células 'se prepardt de la siguiente
maneras dos monoestratos de células PK-15, de 2 dias de
edad, contenidas en 2 botellas de dilucidn de leche, con una
confluencia de aproximadamente 90-100%, se desprendieron con
tripsina (al 0.05%, a 37 €), se centrifugaron en refrigera—
cidn a 1000 r.p.Ma, y el paqguete celular se recuperd. en
F0-100 ml de MEM adicionado de 10% de sueroc fetal de terne-
ra, irradiado y ultrafiltrado. A partir de la suspensidén cer
lular se separd una muestra para realizar el conteo celular,
usando la técnica descrita . anteriormente, y se encontrﬁ'qﬁe
el numero de células contenido en 0.15 ml. varid de 21 455 a

28 200 células.

5.- Se cubrid la'pla;a con una . gasa estéril y con su tapsa
de plastico.
6.~ Se incubaron-las placas a 37 -C en.gns'estuia de . cO_. -

durante & 6 7 dias Y entonces se procedid a realizar'la lec—

.tura en_ el microscopio invertido, observando el ECPF :aracte—'

ristico del virus LPM. ]
7.- Interpretacion:. Con los datos obtenidos, mediante ‘@l mé-
fédo de Rarber: (37) se calculd el tiéglo viral,~expr§éado en. -
Dosis Fnrmadoras de Efecto Citopéti;c {DFEC) por cada O. 0 5

ml, T Lo

- DBSERVACIONES CITOLOGICAS.

Lluciént de Clarke (20):y pnsteriormente se txne ]
‘tuyilina Y ecsina.,Ll solucibn de Clarke :cntenia 757 de al—

‘nillas fi jadas cada 12 h.ky gnilcs éiguiehteé‘s‘dias»PlfcédéA

_éf-medfn'sobrehédahte, las laminillas Ffueron f‘,adas en s

filas ‘se fijaron‘en. la solucion’_de ‘Clari

‘Durante 1as primeros. 5. dias, 10s .monoestratos. de las

laminillas del Experimento B, fueron. obseérvados; y -sus 1amis

24 h. Las.lTaminillas de los. TL :ontroles. se cole:tarnd ¥y
iijgnunﬂarloé 3.75, 6. 25 ¥y 10,25 d:as PX. Despuss de extraer

cohol absolutu y 25%.ide Acxdo acétxco glacial. Las lamin




forma:z

1.-.5e sumergiod la laminilla en la solucidn dEVCIarke duran—
te 10-20 min. .

2.- Se lavs ta laminilla. en alcohol al 70% durante S minu-
tos.

3.—- Se mantuvieron las  laminillas en alcohol al 0% hasta

que se tiferon.




RESUL.TADOS.

CURVA DE MULTIPLICACION DEL FARAMYXIVIRUS PORCINO LPM.

Experimento A.- Con base en el titulo del virus origi-
nal (10 DFEC_ sml1) y el numerc de células utilizadas {328
000), la multiplicidad de infeccién (MI) utilizada, o sea 15
relacién entre el ndmero de viriones y el ndmero de células
{11} fue de aproximadamente ©0.009? DFEC por célula. Los re-
sultaqus obtenidaos se muestran en el . Cuadro 1, en donde se
observa que con esta MI, en el TL cosechado a los 1.75 dias
Pl se empezaron a notar indicios de ECP. Este fue aumentando
gradual mente, de modo que a Ios 3,7 dias PI ya era de ur .S0%
y de los 7.4 dias en adelante del 100%. ‘

La actividad HA se detectd a ‘partir dé las' 34 h PX con
un_ titulo de 1£4/0.05 ml3 cuando aun no se observaba ECP. El
‘titulo Hb subid gradualmente hasta ‘alcanzar, un,ééximﬁ de |
1164 ‘a 105 4.4 dias cuando se abserve un 85% de ECP. Entre
los 4.75 y 7.75 dias, ‘los titulos oscilaron eﬁt‘ré 1216 y
1164, con excepcidén de dus‘ﬁubcs que tquean titulos de t:8
-{a los 6 08y 7.75 dias). Entre .los B. OE Yy 9. 75 d;as. los
titulos Dscilarun entre 1132 ¥ 1364. Estos datos se muestran
‘en la Grafica i, en donde s observa quet hacia el final del’

erperimentn los titulos HA fueron mas altoéﬁque‘lns'abtenl—

dos al inicio; esto a pesar de las vafia:ianesrobservadas.;

El titulo con base en el ECP, determinadc'ed‘:exdlasr:
‘PK—-15; se detecté a partir de las células y el snbrenadante'

,coséchadc a las 18 h PI y fue’ de 10 DFEC 70.025 ml: (Cua—
dro..y Grtfica 1) _No ubstante que cuando fueron: Dbservadasj*

‘Kantes de . la :nngelacxon) no mostraban ECP, - Pnstericrmente,“

;dias se al:anzara un txtulo mAximu ‘de 10 B En‘las'siggignr '

es nbservncinnes,

a-las“2&'h, el titulo: viral'jaumen;o a XOA'4. MAs tarde, a?t_vf

lds 1, 4‘&ias 34 Ry, ée'elévé 'a‘“10 . ‘paré que,a 1Q541.7Sﬂ“;‘

de los 2. os a los 3.75 dias, 61 tituro’



Cuadro 1.- Experimento A: Titulo HA (a) g por ECF {b} del virus
LPR inoculado en células PK—-15, Ereparadas en tubos
de Leighton. sin laminilla, caosechando el 1lquida so-
brenagdante y las ceélulas, a diferentes periodos.

Tubo Horas Dias ECP Titulo Lo;!tyé?oggpml
No. PI () P (%) HA/O. 05 ml 10
1 10 0.4 78 ) o -2
2 18 0.75 o ) 0. 62
3 26 1.08 o [ 2.0
4 34 1.4 Q 4 ¢dy 4,25
3 42 1.75 Indicios 8 5.0
6 50 z.08 3 ] e 4.12
7 s8 2.2 s 16 a.7s
=] &6 2.75 10 16 3.75
q 74 3. 08 15 16 4.75
10 az 3.4 20 32 4.87
11 %0 3.75 50 32 4.87
1z 78 4.08 75 L& 4.5
13 106 4.4 85 (-T2 4.5
14 . 114 43.75 as 16 4.5
15 122 1 s,08 . %0 16 a.25
14 130 5.4 C 95 16- 4.0
17 158 5.75 70 16 387 .
i8 144 &6.08 ?S 8 3.87 Co
19 154 &. 4 95 &4 " 4.0 :
20 162 6.75 90 32 2.87
21 170 7.08 95 16 2.7
2z 178 7.a 100 32 3.5
23 186 7«75 : 100 a8 1,0
24 tos 8.08 100 64 . 2.75
25 202 8.4 100 32 - 2.87"
26 4 I L 4 . x
27 218 .08 100 &8 %8 R
28 . 226 "T9.4 100 P ) ETE Ll
- 29 A . T 234 .75 S S 100 . BRI R L 2.75
.29 B . 234 9.75 © 100 . .32 - S 20820 . ; :
“iControl -1{- - 178" S 7. R < L T S et R
Contral ‘21 194 1. 8.08 o = TS sy
Control Ii° 210" a.75 o (=3 o =) 2

‘{ay Hemaglutinacidng (bl Efecto Citopaticoj (e} Postinoculaciéng: . .
{d} Los titulos representan 'la recfproca de la'dltima: dilucién

. en.-donde ge servd una HA' completa. RN
.. '"% No se procesd . Rk -No se tituld, N . . N

- g4 -




Experimente A {Tubos de Leighton sin laminillas)
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GRAF!CA 1,- Curva de mulnp]lcacidn del Paramzxovlrus porcino LPM
(tituTado por efecto citopstico (ECP) y :por hemagluti—
nacién (HA}), en la-linea ce‘lu]ar PK-15, utﬂvando "

i 0 009 DFEC/céiuIa, S



",tiéenc-a las 18 h PI en .

4.12 .73 4.87
varié entra 10 s 10 10

. A laa 4.0B, 4.4 y 4.78
dias e1 t{tulo bajé a 10 y de ahi

serva en la Grafica i,

en adelante, como s© ob—~

el titulo fue disminuyendn gradual -

mente, aunque con algunas variaciones. De tal manera gue al

final de este experimenta, a los %.75 dias, en dos tubos

:ngg;éadnsz simultaneamente, los titulos Ffueron de ———~

107 Ty "77, respectivamente. Hay ue
7.75 dias se encontré un titulo de 10

en la Brafica,

sefalar que a los
jdato no considerado
debido a8 que desde antes de inocular el mono-
estrate se notd que el.desarrnllc dae estas cdélulas no era
normal, pues el pH del medic estaba
mantuvo durante todo &1 experimentoj

mostraban una morfologia normal.

el
@muy alcalino y asi se
ademas las celulas no

Los controles siempre permanecleron negativos.

Experimento  B.~  En este caso

la  MI -foe de 0.0
DFEC/célula. Con esta Ml se

observd que el ECP se inicid a,
tas 20 h P! (Cuadro 2), a los 2.25 dias (54 h, 1 ECP fue
de 20% v 12 h despu#s, a 155 2.75 dias (&é& h), el ECP-se in-
crement d conslderablemente hasta alcanzar un 80%.

En1as dos
observaciones siguientes hubn diferencia en

el ECP de cada

uno de los dos monoestratos. observados, va que a los 3.25

dias se encontré FO% an - un mohoestrato,
707 en el otro. A los 3.75 dias
monoestrato 'y 804 en el otro.

mientras gue tubo .
también fue de 60% en un

Aungue en géneral, de los 2.73
‘a.llos 4.75 dias, el ECP fue . de B80%.

contrd un. 95% de ECP  en - ambos
dias en adelante fue del-. 100%

‘Alos $.25 dias se en
monoestratos. Y de los 6.25 .
en todos los moncestratos.

Al titular.por HA los énbrenadan;es; se detecté al an-.

una de 1as,muestras tcon titulo' de

LR 2/0 05 @iy, mientras que el'ntrp sabr:n dahte :ongelado a

“Ya misma hora resulto negativn (por HA 'y ECF)-.
vsobrengdante positivc por - HaA tuvo un’t:tula.:por,ECP;

de 10 . DFECsb(O,OZJ Ml El- titulo ' HA se incrementd. gra-~

~ a8 -

&Cuadra 2. Eliu




dualmente, de modo que en la observaclion de las 30 h PI, se
encontraron titulos de 1:2 y 124, En el siguiente muestreo,
heche a las 42 h PI ambos sobrenadantes tuvieron un titulo
de 1i4. Posteriormente a los 2.25 dias (34 h) se encontré un
titulo de‘l:E,en un sobrenadante (el otro sobrenadante no se
tituls). En €1 muestreo hecho a los 2.75 dias ambos sobrena-—
dantes alcanzaron un titulo de 1(:1é. Entre los 2.75 y 4,25
dias’' los titulos oscilaron entre 1:B.y 1216, En las tres ob-
servacionfes siguientes (4.75, S5.25 y 6.25 dias) los titulos
variaron de 1:1&6 a 1532, A los 7.25 dias los titulos fueron
de 1:32 y 1th64. En la siguiente observacién ambos sobrena;
dantes mostrarom titulos de 1116. Finalmente a los ?.25 d;as
el titulo fue de 1:32 y a 1los 10.25 dias de 1:64. :

Al titular los sebrenadantes con base. en el ECP, se lo-

grd detectar al virus en uno de lcs scbrenadantes congel ados
e las 18 h PI' eon un titulo de 10 - DFEC o/O,O.«_S mls el
otro sobrenadante congelado a la misma hora resulté negati-
vo. El titule wviral fue ‘aumenﬁando grédualmente’(tuadru 9'
Grafica 2), 'de tal forma que a las 30 h' se encontraron txtu—

2.25 2.62
los QE 10 vy 10 » gn la siguiente nbservaciép, a 13?532‘ 
h (}.75 dias), hupo ligerm ascenso ‘enylns titulua-(l?s Y
10 e Alos 2.20 diasy, los titulos aumentaron.a 19 © y =
103i7d;'Eh laéktres oﬁseryacinnes siguientes, cnrrésﬁundieh—‘

:fes a los 2.75, 3.25 y 3.75 diaé, sélc se tituld un sobre;g-

qante‘en'caga observacidén, -y ‘lasz t;gulcs fuerpn_ 10 - R
10 N y 10 ° . respegtivament%- Alos 4. 25 dias se alcan~ ..’
zaron titulos de 10 "_y 10" . Apartir de- entan_e5, los

t{tulos virales fueran. disminuyendn gradualmente, de ‘tal ma=’
nera ‘que -en el anxco 5obrenadante de lns 4 75 d;as, ‘el txtu—>
1o File de 107" . Entre. los SS.25 Y 8 Zg dias,. las txtUlDF

. 12 . 4,12
varxaron Entre 10 _y 10 - Para que fxnalmente, N ;105!

'5obrenadante5 de los 9.25 Y. 10.25‘d£a5, los titulos bagaran’f
3.0 i : :

'hasta 10 i~ X ', S ; ; ; )

- Lns controles sxempre permanecieron negativos. -




Cuadro 2.~ Ex erimento B: Yftulo por HA {a) y por ECP <{b} del virus
inoculado en, células PK-15, preparadas en tubos de

Lei?hton con laminxlla, cosechando el liquido sobrenadante

ferentes perfodos. .

R . I
Tubo iHoras ll)tels ECP Titule Titulo Titulo. ECP Titulo
No. 1PI (c3}! PI %) HA/O .05 mt HA Log 70.025 ml €CP

X ted 10 X t43
o 2 td3y 2 {dd
18 {075 Je—m—m—mem o — s o e e 0. 56
[:) [ (~) ?
Indicios 2
30 11.2% 3 2,49
Indicios 4
10 4
42 {1,758 jeem——mmm e —— e 4 2.48
10 4
20 8 8 :
54 2,25 3.62
20 ND  {g} ND
- BO 14
66 2.75 16 3.75
ao 16 .
20 B .
78 - 13.25 12 . 4,12
70 16
7 &0 ND
~ 50 i%.7% a 3.12
7 : a0 8 .
:] - a0 16 .
— 102  i4.2% 18 4.18
] 80 16
.9 80 32
- 114 4.75 25 3.5
. . 70 16 E
10 a : Eo 16
————— 126 15.2% ts 3.93
10 b Ces 16 : S
© 100 ND :
150 - 16.25 32 3.8
A 100 32 :
100 &4
174 17.25 24 3.3
: 100 3z
5 100 16 s
198 8.325 — 18 3.87 -
e T 100 e i
222 19,25 100 - Umzeol b cu 3o
286 - 110.251. 100 | &4 64 .. .. '3.0
R0 1375 Lo (=) ) R b
150 &2 [ =) TS lx . (=)
246 10.25 o) =) =) .4 (=)

‘fa) Hemaglutinacidng (b) Efecto citopAtico; (c) Pustinoculacibni k
Jfdy Los titulos- representan la re:lproca de- 1a .dltima dilucidn.en dun (=
- sd observd.. HA mpletas (e} Tituloc por  HA "prpmedlo"! {fD T!tu- -
L lo por- ECP ”pr‘nmtdiu"; {g) No_ determlnado.”_

& Con rnles 1y 2y 3. v




Experimento 8 (Tubos de Leighton con Yaminillas)

5
= 4
g
=
E
T 37
2 2,
E |
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[ o - 764 Tiwlo
o i N R S R O X7 HA. "L
/f ae  _Fow o 16
1 1 RN : .
| oa” @ 1
.,‘/'/ 12
Bt t t f o et + 4

Dfas PI

‘- ='Serfe a
©——0 = Serie b -
9 = Mismo ttulo HA para ambas muestras (a ¥y b)

(1) Titulo por ECP
(2) Titulo por HA

GRAFICA 2.- Curva de multiplicactén de) Paramyxovirus purc{no LPM_‘ Dt
(titulado por efecto c1topatico (ECP) ¥ por hemagluti‘ o
~nacidn {HA)), en-la linea celular PK—15, utinando

,fo 09 DFEC/célu]a

G AR 7 .




Experimento C.- En-.este experimento se utilizaron apro-
“imadamente 0.02 DFEC/célula, para infectar a los monoestra-
tos. Con esta MI, el ECP se inicié a 1los.1.7 dias PI {(Cuadro
31, y s incrementé de manera gradual, de modo que a los I.2
dias fue de 50-&0%, a los 4.2 dias fue del 80%L. y a partir
de las 7.2 dias del 100%. A las 17 b PI no fue posible de-
tectar al virus ni por HA, ni por ECP, sin embargo, 12 h
después (29 h), va se logr o detectar al virus, encontrando

" un i:‘iti.\lu por HA de 1:2/0.05 ml Y por ECF de 10 " DFEC_ 7/
0.025 ml. Ambos titules aumentaron en forma gradual, aunat:e

con algunas variaciones (Cuadro y Grafica 3I).

La HA que se detectd a las 29 h PI (1.2 dias) presentd
un t:‘.t;.ulu de 1:23 y -aumente  a 1:8 en las dos observaciones
siguientes (1.7 y 2.2 dias). En la siguiente ubserva:iqg, a
los 2.7 dias, el titulo aumentd a1:32. A los 3.2 dias bajo
una dilucieén (1:1&). En las tres observaciones siguientes
(3.7, 4.2 y 4.7 dias), el titwlo. fue de 1332, Pésteriurmenﬂ
te, a los S.2 ¢y 6.2 dias e1 titulo fue de 1:14. Para aumen-—
tar hasta»l:lbtt a.los 7.2 vy B8.2 dias. Finalmente, de los 9.2
a 10s 12.2 dias 1os titulos fueron de 1: 32, con excepcion de . )
la. muestra correspondiente a los 1t.2 dias, que tuvo un e
tulo de 1:1ié.

Al igual 'que la HA, se detectd al virus por EéP a las -

29-h PI1, observandose un titulor de 103' DFEC /0.025 ml. El

titulo viral aumentd a 10 3 en. las dos observatipnés' é}—

.guién;ég (1.7 v -2.2 dias). En. la siquxgr'\tg cbserv_a:im-.‘ ~(2'.7
dias) fue de 1Q s+ aumentando hasta.10 a los 3,2 diasi 'y

' bajando a 10 *Ta los 3.7_ dias. Posterriorment‘e'el titulo de-
. crecid hasta 10" "a'los 4.2 "d_iés‘. El'titulo volvit a2 aumen-:
i,'t}ar- en lag siguientes’ observaciones, .alcanzando los t_itl.il_cs

" mas ‘altos entre los 7.2y F:2 dias (10 Ty10. 5 ), respec—

tivamente. En las dos’ Glti mas DEservaci_dnés, el titﬁln?.v‘i‘r;al‘i.'_., B

“volvié al’ide;:;'re:er'_' siendo de_l‘o" a-los 12.2 dias. l.:omc'puer-r
“ de ‘observarse. en el Cuadro 3, a .los 5.2 vy .11.2 dias P1, 108"




Cuadro 3.~ Exgerimentn C: Titulo HA {a) g por ECP (b} del virus
1noculado en células PK~-1 preparadas en botellas
de. DL (cl), cosechando el liqu xdo sobrenadante y las

células a diterentes perfodos.

Botella de Hbras ! Dias ECP Titulo Titulo ECP
oL Ne. FI (a? PI %) HA/0.05 mlilag, /0.025 ml
1 BT 0.7 ) TGS <y
2 9. 1.2 Q 2 {ert 3.0
= Py 1.7 fndicios s .12
_____ a i sz i 2.7 i =me t & i a.1z
= &5 2.7 So-40 32 4.0
& 77 i3l Tiseseo 16 i- 4.75
7 ay 3.7 70-80 | 3z 4.5
- 1
= 101 4.2 80 i 32 35
< 113 i 4.7 3.87 K
10 125 B N P T
11 149 6.2 5 16 4.12 -
12 175 7.2 100 &8 i a.87.
13 197 8.2 100 T ea TaL7s
14 231 5.2 “Tloo 35 387
. 15 245 10.2 100 =2 x‘ 2.75 -
:
RS 16 Z69 11.2 i . 100 re 1.0
17 293 . | 12.2 100 32 | 2.5
Cantral 1 125 5.2 ° (<1 1:_“ -
i .Control 2 293 - 1202 [ (=) H =)

Hema lutinacion.
Efecto citopdtico.

Positinfeceidn. Lo R :
Recrproca de fa artima. dxlu:xﬁn en dcnde hubo una HA completa.




T{tulo viral (Logw)

Experimento-C  (Botellas de diluci6n de leche)

\/;)\\\/ B \

f - 64 \)TTtulo
] /\/\_——/\_\/ 32 HA .
1‘16 .

/ ST @
’ 18

i ) 7 1,4 .
: ' iz
: i e T e 1S P

1 2 ‘3 4 £ € 7 8 9--10 11 12 : 13
_Dfas. PI

(1) TTtulo por ECP
(2) Tftulo por HA

GRAFICA 3.~ Curva de mu‘l tiphcac‘lﬁn del Paramyxovirus porcmo LPM
(titulado por efecto citopitico (ECP) y por hemagluti—
nacién (HA) )}, en la linea te]ular PK—15, utﬂ]zando -

0. 02 DFEC/cé'lu]a.




) 1.5 1.0
titulos obtenidos por ECP fueron muy bajos (10 Yy 10 ).

Estos dos datos no se consideraron en la Grafica X, porque
en ambos casos el  crecimiento de los monoestratos no fue
normal: y el pH del medio siempre se mantuvo anormalmente al-—
calino. Lo cual indica que el metabolismo de las células no
fue el normal. Por otra parte, en el resto de los monoestra—
tos inoculados y en los controles, el pH del medio se mantu-—

vo siempre dentro del rango esperado.

CAMBIOS CELULARES.

Experimento Bi

El mongestrato control No. 2 (no inocul ado).— Fue fija—
do a las 150 h PI y se encontré que estaba homogéneo, con
100 de confluencia celular, - escasas cdlulas con nucleo gi-— -
rante (4 veces mas de 10 normal), nq:leqs redondas v ovales,

Y escasas vacuolas intracitoplasmicas (IC).

MONDESTRATOS INOCULADOS. |
Los cambins observados ‘en  1o0s monoeatratos inocul ados
con’ el virus LF'r1.‘ ccrreénonﬁlentes a las laminillas del ‘ex-
perimento B, se describen a continuacion: ;
Moncestrato 1.- Al ser fi_jadq a. las 18 h:Pl, se ubéer\}é qﬁe
estaba homogéneo, . con 100%Z de ci:nfluerq:ia, escasas células
coﬁ nacleo gigante, gran actividad celular (5 células Ven mi-~-
‘tusis poF campo observado). Se notd.una zana con marcada se-
_paraciodn ‘entre los 1xm1tes celul.ares : Aentre 1as membranas !
'»:i'topl'asmi:as)l ¥ marcada separaci on de ios nu:lecs con res- -
'pectn al :xtcplasma de las celulas cur‘respondxentes. :

’-Mo.m:estrfatn 2.- Fi Jado a las 30 h PI. mustro mcno_estr'at'oyﬁn-,
"mvugé‘neo'. 1‘00‘/ ‘de c:cm-fluem:ia y ndu':.'le'c-s mas grandes que Ios
del monnestrato contrnl h,:ado a’ las 150 h PI; gran activi-
'daq_ cglu)ar (3 células en-mi tosis/campc). marc‘ad_n separ_a:i,an

“'de los'limites celulares y' marcada ‘separacién ent‘r'efely na-

-85 -




cleo y el citoplasma de cada célula.

Monoestrato 3.—~ Fijado a las 42 h PI, estaba homogéneo, con
100% de coﬁfluencia, escasas células éigantes, nacl eas de
mayor -tama’fo que los del monoestrato control. Habia menos
células en mitosis (0 a 1 célula/campo). Se mantenia la se~
paracion entre 1los limites celulares. Ademas; se cbservod Qna

zona en donde habia separacién del nicleo y el citoaplasma. de

cada célulaj en otra zona del monoestrato esta alteracién no
se presenté. También se abservéd una moderada cantidad de va-

cuplas IC.

Monpestrato 4.~ Fijado a las 54 h PI, top 1007 de confluen-
cia, nuacleos homogéneos, escasas células gigantes, escasas
células en mitosis, sepatracién entre 1os limites celulares vy
moderada cantidad de vacuolas IC.

Monoestrato S.~ Fijado a las &6 bh PI, con 98% de confluen~
cia, nucleos homogéneos, escasas células en mitosis, se man—
tuvo la‘separaciOn entre los limites celulareaes, y hubo mode—

rada cantidad de vacuolas IC.
Monocestrato 66—~ No fue tefido. -

Monaestrato 7.— Fijado a las 90 -h FPI,. con 98% QE confliuen=

cia, nacleos homogéneos, escasas células en mitosis, -mayor .

presencia de células con ndcleo gigante, la separacién celu-

‘lar’ estaba menos marcada y habia moderada cantidad de vacuo-—

las IC.

. Monoestrato 8.- Fijado a las 102 h PI, con '100% de :nnfluen~:

cia, escasas células en mitosis, habia una zona con separa-ﬂiA

'éién.enﬁre‘los ndcieos y los c;toplasmag ;elulares. Presen— ‘L

cia-de grandes grupos - de. “células: en . diferentes fases de -

muerte celular. Noderada cantidad de va:uolas IC.

jMOnnestrato Qe Fi;adc a las 114 (2] P!L_;cn ?OA §E cnnf}ueﬁ-

;;a, escasas células en mitosis. . Presencia dévgrupus defge7

~ 56,




lulas en diferentes fases de. muerte celular y gran cantidad
de células, separadas del monoestrato. Nicleos picnéticos,
reducidos de tamaio, y moderada cantidad de wvacuolas IC.

Monoestrato 10.- Fijado a las 126 h FI, con B0%L de confluen-—
cia. Presencia de agrupaciones celulares con diferentes gra~
dos de muerte celular. Gran cantidad de nucleos picndtxcus
reducidos de tamaiRo. Células con nécleos mostrando cariorre-—
+ wis o cariolisis;i citoplasmas acidofilicos (muerte celular).
Mayor distancia entre célula y célula. (separaciéen del mono-

estrato). Gran cantidad de vacuolas IC.

Monoestrato 11.- Fi jado a las 150 h PI, unicamente existia
‘el 30%Z del monoestrato; sin’ embargo, sdlo un 25-307% del mo- -
noestrato ccnténia células vivas. Habia gran cantidad de na-
cleos picnéticos, reducidos. de tamafp, con cariorrexis o :aF

rionlisis y gran cantidad de vacuolas IC.

Monoestrate 12.- Fijado a-las 174 h FI, en el cual "casi no
"habia células, :

Monoestrato 13.- Fijado a las 198 h PI, en e1 cual ya no ﬁavv

bia ceélulas.

'EFECTO CI1TOPATICO. -

En'los‘Experimentos A, B vy C, el efectobcitupéticn
(ECP), pFovucadu hur el virus LwPM, en los monoestratos de
celﬁlés‘PK—ls, se inicio entre 1lps " 1.25 'y 1.75 diasxPi;,y
fue completn’ (100%), entre los.  6.25 y 7.4 dias. Consistid

“eft Iniclalmenta se observaron. grumos  de.células (¢e 5-307.
celulas) pegédns a la superficie del vidrio. y mucﬁas‘céld;aé
,indiQiduales, muertas, flotando -en el medio. Células redon—
‘das QEhtr03del monneétréim“ (10-30 - 0 mas por aampo @bsé?QéQ

dod;3 -y cé{ulas,redondas,individualés; aumentadas de tama®o y
pegadas. al vidrio. Fosteriarmente (53-77 h FI) 'se empezaron
jyé observar espacios vacios  en’ el - monoestrato, donde’ ‘ca-=’




brian desde una, hasta 5 ¢ & células normalesy mas tafde,
los espacios aumentaron de tama®o y en cantidad, observando-—
se 10—-15 espatios por campo {y en cada espacio cabrian de S
a 10 células normales o ﬁasta 30 células). En las botellas
de DL se observaron espacios de 1-2 cm de diametro. Aproxi-—
madamente al mismo tiempo de que se iniciaba la formacion de |
e5pé:ios en el monuestrato, se empezaron a observar gran
‘cantidad de "racimos" de ceélulas (3—& celulas por racimod
flotando en el medioc. Tambi¢n se observaron. racimes de ceélu—
las (S5-15 o hasta 50 células por racimo). que estabén su-—
" jetos. por un apéndice al mohoestrate y que Se movian al-agi-
tar el ﬁedio, sin déspegarse. Finalmente se ‘observaron ce— 
lulas agrandadas y alargadas con forma parecida a las "neu-—.
ronas" (celulas estrelladas), vy cglul’as '7 redondas Qr'rqgéda‘;.—?"

pegadas‘ai vidfiu.




DISCUSION

DETECCION DEL VIRUS.

En el Experimento B, en el que se titularon los sobre-
nadantes - (virus extracelular), en. una de las dos muestras
congeladas a las 18 h PI, fue posible detectar al virus por
HA y por ECP, mientras que en la otra muestra no se detecté
la presentia del virus por ninguna de estas dos pruebas
{Cuadro 2). Por otro lado, en 1o0s Experimentos A y T en. los
que se titulé la mezcla del ligquido sobrenadante y de las

' célul as congel adas, en el Experimento C, no se detectdé al
virus a las 17 h' FI, pero si a las 29 h PI (Cuadro 3); mien-
tras que en el Experimento A, si fue posible detectar al vi-
rus a las 18 h PI (Cuadro  1). fodo esto {nqica dué es muy
‘prnbable que el periodo de latencia del ﬁaramyxavirus poreci~
no LPM sea de aproximadamente 17-18 h.‘Este dato se aproxima
ale mencionado para el virus de la Parotiditis,. en el cual,
el periodo de eclipse es de 16-18 h (li)}'y para el virus
del Moguillo Canino, en el cual, un ciclc de. crecimiento
“tiene una duracisn de aproximadamente 18 h- (15).

_MAXIMA PRODUCCION VIRAL, MEDIDA POR ECP.

En la Grafica 4 f en 1lops Cuadros 1, 2 vy 3,‘5é observa
que los mAximos titulos detectados por ECP, en el Expefihen%
to A, se‘encontrarcn entre los "1.75 . y los 3.75 dias Pli en
el Exper;mentu B-entre los 3 25 y 4.25 diasj-y en el Experi—‘

: mento Cs ‘los max:mos txtulos se Encontraron en. dos momentus,,
diferentes- primero entre 1los 1.7 y;3.7 d;as P y pnsterior—
mente entre los 7.2 Y. LR.2 'dias. A Pbsgrvar, en-la Grafica
4, las 3 :urvas de multipli:aCSOn :viralbobteniﬂas de "los 3"
expgrlmentns, ‘se aprecna ‘que - inicialmente . 1ns maxxmoa txtu-

 1:§ porlEcP‘ correspundieran aproximadamente a las muestras;

“cosechadas entre ‘1os 2y los. 4 dias Pt. ) pesar de haber EL
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s GRAFICA 4.~ comparac16n de’ Jas tres curvas, de multipHcacwn del
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usada I Ml diferentes {0.Q00%, 0.09 y 0.02 DFEC/célulal,en
respectivamente, las 3 curvas de
ya que hubo pocas

los Experimentos A, By C,
multiplicacién tienen ciertas similitudes,
diferencias notables entre las 3 curvas, en la primera mitad
del estudio. En la segunda mitad, en el Experimento C, se
obtuvier-on 2 picos de produccién mas altoas (Grafica 3). Es—
tas diferencias entre las 3 curvas, probablemente se deban a
las distintas MI usadas. Sin embargo, las I MI utilizadas

fueron bajas, y seria convenliente realizar mas experimentos

para conocer el comportamiento del virus al usar M! mé&s al-~

tas.

Al observar las curvas de cada uno de los experimentos

{(Graficas 1, 2 y 3, se nota due ne hay un crecimiento con-—

tinuo sino que hay altibajas en los titules obtenidos por

ECP. Estas variaciones quizas se deban a las bajas MI emple~
Lo gue probablemente ~ocasiond que muchas células, que

adas.
se

no se infectaron al momento de inpcular los menoestratos,
infectaron posteriormente; ya sea con virus extracelular o
por infeccidén de célula - a célula.

pueden deberse a . diferencias individuales entre los 57 mono—

Las variaciones tambi#n

estratos de 1gs TL, 0 entre los 17 monoestratos de las bote-
‘1las . de DL, utilizados.

‘En general se pudo apreciar que el titulo vira]é calcu-
lado por ECP, alcanzé los titiulos maximos de 10 en los -
extracelular) (Cuadro .y Grafica 2);

ce-"

sobrenadantes (virus
mientras que en lns especimenes en ‘los que se ccngelarcn

lul as y sobrenadantes (Exper;mento Ay, el tituloe 1l1egé a ser

hasta de 10 ) (Cuadro y Grafica 1). Este titulo virél, en el
aumentd mdas rApido y alcanzé¢ nlveles_ligeréf

Eyperimento A,
titule vi-

‘mente mas altos. y decling  mas rapidamente gue el
§ ral detectado en las butellas déADL 1Experimentnbc). en:las
Hasta el noveno: diaf

cuales 105 titulos altos persistieron: .
(Experimentcxy

ipara entonces en los sobrenadantes sin células
B) (TL con laminiliad, y ‘con células (TL sxn laminilxa), el




titulo. ya  hahia descendido  aproximadamente 2 logaritmos
{Grafica 4).

Hay que sefalar gue el titulo por ECP . disminuyod gra-
dualmente conforme el virus permanecié por mas dias a 37 C.
Este mismo fenémeno fue observado en otro trabajo en el que
se estudid la viabilidaed del Paramyxovirus porcino a dife-
rentes temperaturas (10).

TITULACION POR HA.

Las curvas obtenidas en. los 3 experimentos, al titular

‘por HA, ce comportaron de manera diferente a sus curvas co-
rrespondientes obtenidas por ECP} ya que los titulos mas al-

tos por HA se encantraron hacia el final de los experimentos
(Cuadros y Graficas 1, 2 vy 3),  cuando va los titulds por

ECP estaban decreciendo o ya habian disminuido notablemente.
Esto puede deberse a que €1 Paramyxovirus porcino LFM es es-—

table, en cuanto a 'su capacidad HA, pues se ha en:cntr?du
gque conserva esta capacidad por 110 dias o mAs de tratamien-

to a 37 €T (10). Debido a esto no se obtuvo, en la parte §i-
nal de los euperimentos, un descenso de la curva. Los datos
encontrados en la parte final de los experimentos, nas indi-
can que pueden haber lotes de virus con altos t;tuios detec-
tables por HA, pero con cada vez mads bajos titulos de virus
con capacidad infectante para }as células PK—~15. Focas veces
se encontraron muestras  que tuvieran simultansamente altos
titulos por ECP y altos titulos  por HA Por ejemplo: 1as
miestras colectadas a los 3.4 y 3.75 dias. PI del Experimento
A (Cuadroy Brafica 115.y a los 7.2.y 8.2 dias Pl en el Ex-
per?menta C (Cuwadro y Grafica 3). for otro lado,.en la pé?te
inicial ae los‘Experimeﬁtos Ay C. se enconﬁréron'muestfas h

qqg‘ﬁﬁv!érdn-altus tituquApcr ‘ECP . 'y bajos t;lulns_ppr HA.
“Esto sucedit én el Experimeﬁto_A,vgntreylos 1;75‘y-3.0B dkas’
PI {Cuadro y'GrAflca’l); Y en el Exﬁerimento C, a loé‘l.},f

ez o




2,2 ¥y 3.2 dias PI (Cuadro y Grafica 3). En el Experimento B,
ésto no se observa claramente, porque cuando hubo titulos
altos por ECF, los titulos por HA fueron bajos y estaban as—
cendiendo (Cuadro y Grafica 2). Lo anterior indica que puede'
suceder que se obtenga un titulo  alto por ECP, aunado a un
titulo bajo por HA y viceversaj por lop tanto, esto quiere
decir gque no neiesariamente hay una correlacién entre el ti-
tulo por HA de una muestra y el titulo por ECP de esa misma
muestra. Los titulos por HA, tanto en el Experimento A como
en el Experimento C (Cuadros y Graficas 1 y 3, respectiva-
mente), aumentaron un poco mas rapido que los encontrados en
el Experimento B (Cuadro y Grafica 2), donde s5élpo se titula-
ron los sobrenadantes (virus extracelular).

En general, los titulos mas altos por HA (1:32-1:648),
se obtuvieron a partir de los &-7.2 dias P1. Pero fue posi-—
ble obtener titulos de 1:32 o mayorés desde antes. 0 sea
desdé los 2.7 dias FI en el Experimento C (Cuadro y'GrAfita‘
3)i a partir de los 3.4 dias en el Experimento A (Cuadro.y
Gréfica 1Y} y desde 1os 4.75 dias en .el Experimento B'(Cga—
dro y Brafica 2). '

Al relacionar el titulo HA con el titulo pnr_ECﬁ. en-
contramos que, para poder detectar una unidad hemoaglutinan-
te (UHAY, en el Experimento B, fue necesaria la presencia de
aproximadamente 2&.36 DFEC /0.05 ml, del virus-LPH,(lO
/70,025 pl, a las 18 h P (Cuédro 2}. Eghsf Experimgntq c,
se necesitaron 2000 DFEC A /0.05 ml <10 70.025 ml, a los

2.2 dias PI) (Cuadro 3). Y en el Expefimento A, fueron nece-
sarias 50 000 DFEC _ /0.05 ‘ml, a ‘1o 1.75 dias FPI) (Cuadro
1). La gran diferencia-en ’ei numero defDFEC necesafﬂaé para
detectar una UHA, probablemente podria -deberse a’'que al

bpr;nciﬁio hay  particulas virales tviriones) con capacidad

‘infectante pero sin capacidad HA. En ctro‘éstﬁhio; Se encon-.

tro qpé;al.Qarxé a est¢ virhé 7 pases conse:utivos,'inacu—r
- ‘1andolo ‘en embrien’ de-pollo, por la via del saco de la.yema;




producia 1la muerte de estos embriones en 36 4 diasi pero no
se pudo detectar actividad HA en 1os liquidos de 1la yema y
sﬁco amniodotico, en ninguno de estos 7 pases. Sin embargo si
se pudo detectar la replicacién viral por medio de las prue-
bas de hemoadsorcién y por ECP, cuando los fluidos de cada
uno de estos pases fueron inoculados en células PK-15. Des-
pués ﬁe 10 pases seriados, el virus LPM fue adaptado a cre-
cer en el saco de la yema y en el saco amnidtico. Y entonces
mostrdé titulos HA de 1:B a 1:44 (30}. Se seRala, en el caso
del virus de la Enfermedad de Newcastle, gue aproximadamedte
100 000 unidades infectantes virales eguivalen a una UHA
1) .

Se menciona gue el EC# en celulas PH-15 se inicia a los
2 dias FlI v es completo.a lIos S diés PI. (303, Estajse aseme-=
Ja ﬁpcho a lo én:ontradn en este estudio, pues en los Expé—
rimentos A y C (Cuadraos 1 y 3 respectivamente?, el ECP se’
iﬁicjé a lpg 1.7 dias Y fue completo élradednr de loz 7 qiés_
PI. Mientras gque en el Expérimento B (Cuadro 2}, el ECP‘EE.
ini&id a'los l.ZS'diaS'y fue completo a los 6.25 dias PI. El
ECF . en el Experimento B (Cuadro 2}, se presentot maAs répidc
que en: los Experimentos A y CZ (Cuadrcs‘1 y 3), esto quizds
s& deba a que en el Expertmento B se inocularon las células
con Q.09 DFEC/célulajg mzentras que en los Experxmentgs C Yy A~
. se utilizaron 0.02 y 0.009 DFEC/célula. o . o B

En los 3 experimentcs, fue posible detectar al virus
par HA y gbr ECP antes - de que hubiera ECP en el mqnpesfra;n
(Cuadros 1, 2 y 3.

Al rela:ionar el grado de ECP ubservado en-el micrnscov
JECP,. s

Experimentn A (Cuadro 1), los max!mns € tulos se” Encnntraronf

jobserva quel en el

‘pio 1nvert1do con ‘el titulo por

‘entre las 1. 75 oy B 75 dan PIs cuando apenas habaa dasde'xn
; du:ios de. ECP y/ hasta ‘insou de ECP. En el E«penmentc B
’(Cuadro 2),'lns mé imos t:tulns’ estuvieron entre los 3.25




4,25 dias FI; en este lapso, el grado de ECP estuvo alrede—
dor del BOY (60~90%). En el Evperimentc C (Cuadro 3), los
titulos mas altos se encontraron en Z momentos diferentes,
primero entre 1.7 y 3.7 dias FI cuando el grado de ECP, os-—
cilaba entre e! inicio y un B80%, respectivamente; y poste-
" riormente entre los 7.2y 9.2 dias, cuando el ECF. fue del
100%. Como se mencions anteriormente, los i&tulus mas altos
por HA se encontraron a partir de los &-7 dias PIl, cuando el
ECP era ya de 100%Z (Cuadros i1, 2 y 3). En base a estos. datos
podemos decir gue no necesariamente hay que esperar a gue el
grado de ECF sea considerable para poder abtener buenos ti-
tulos, medidos por ECPj yé que puede suceder qQue se obtengan
buenos titulos cuando el grado de ECF apenas se inicia. De
modo contrario, es preferible esperar a que el grado de ECP
sea considerable ksoz o mas) para poder obtener buenos titu-
los por HA.

CAMB1OS CELULARES.

Finalmente, se sefala en la literatura que las células
PK=1S inoculadas ccnrel virus LPM y posteriormente te‘ﬁidas‘
con heniatoxilina y 20Sina, mostraron vacuolizé;idn del ci-
‘toplasma en. un plazo de 10 h PI, seguida por formacion de
sincitios que a menudo contenian mds de S5O nacleos (30). En
cambio, en el presente  trabajo, la vacuol izacildn del cito-
rﬂasma se empezé a notar a las 42 h PI'. En &l trabajq citédo
(30), se menciona gque dentro de.  las priméras 24 h Pl se .ab-
s‘er_'Avar'on células con citoplasma acidoefilo, nacleo picnotii:p;
cariorrexis y cariolisis; en cambio en este trabajo, estos
.cambios se observaron a fd;h{.ir» de las.102 'h PIi y 'a. las 18y
’30 h PI no sé observeé: muerte celular (plecnosis, carlorrexis :
-y cartolisis), sir‘\o'cél'ul'as en mitosis: Los cambios. celula— o
res encontrados en este trabajo :Drrespnnden a, los rnencxon )
dos . en la literatura (30). Sin:. embargo, los txempns 234 en
b,lclls' que .es:tios' se observaron ) no "-:.;Jr’\‘ i‘gu'ales (hay leer‘enci as -




notables). Fosiblemente esto se deba a las diferentes M1 em-
pleadas, y/o0 a ;aracteristicas 'partsculares en cuanto a la
susceptibilidad de las células PK-1S

empleadas. Ya qﬂe se
han detectado cé¢lulas PK-15 de diferentes procedencias, que
muestran diferente grado de susceptibhilidad a este virus
€30y .




2)

3

a)

)

&)

8)

(Experzmento B).

CONCLUSIONES.

E1 periodo de latencia del Faramyxovirus porcino LFM es

de aproximadamente 17-18 h.

Al titular por ECP. se encontrd que, inicialmente,. los
maximos titulos del virus LPM se obtuvieron entre los 2 y
los 4 dias PI, al wusar 0.009, 0.0% y 0.02 DFEC/célula.
Posteriormente, en la segunda etapa, hubo titulos altos
entre los 7 v 1ps 7 dias PI, al emplear 0.0%7 y 0.02 DFEC.

Los titulos mas altos por HA se obtuvieron hacia el final
de los experimentos; a partir de los 6~7 dias Pl. S8in em¥
bargo, a partir de los 2.7 dias FI, en el Experimento C,
fue posible abtener un buen tituleo por HA (1:32).

El ECP se inicid entre los 1.25-1.7 dias PI y fue comple—
to (100%L) entre los &6.25-7.4 dias PI. :

Los maximos titulos detectados con base en el EGF, en los
Experimentos A vy C, se obtuvieron cuando el grado de' ECF,
en los monoestratos, oscilaban entre indicios y 80%; vy

entre &0 y 0% en el Experimento B.

Los titulos mas altos por HA, general@enté se encnntfaron
cuando el grado de ECP fue de 804100%. Sin embargo, tam;
bidn se obtuve un. titulo. alto, cuando el grado de ECP
fue de aprbximadamente 20 'y 50% (Exberimento A).

No siempre hubo relacidn entre . -el alto titulo viral y éy

valtn grado de ECP observado en .los monoestratos.

LDs t;culo= virales pcr ECP y  por Hay fueron ligeramante
mas altos cuando se utilizaron :e1u1as :nngeladas con ‘sus
Snbrenadantes‘(Experxmentos Ay Q). Y fueron ligeramente

vmas ba;os cuando se colectd solémehte el sobrenadante ..’

- &7 -




9) Hubo poca relacion entre el crecimiento del titulo detec—
tado por ECP y el titulo HA. De modo que se pueden obte—
ner altos titulos por ECP y bajos por HA, y viceversa. )

10) Es problabie que exiétan viriones con capacidad infec—
tante pero sin capacidad HA.

11) Los cambios celulares Se asemejan  a los sefalados en

otro estudic realizado anteriormente (30).

- 12) -Seria conveniente, real izar otrbs ex peri mentos de  este
_tipa, utilizande HMI mds altas (por ejemplo: § y 20
DFEC/célula), para comparar los  resultados con los de

este trabajo.

13) Seria conveniente emplear otras técnicas (inmunofluores=
cenci a, tincién con naranja de acridina, etc.), para de
detectar el virus, O a sus antigenos, con mayor precl_—
€ién, durante las diferentes fases de mul‘tipliica::SOn Vi

ral.

-14) Se observd el mismq tipo de ECF en los TL ,cbn o sin l‘a-',
minilla, por io tanto pueden uisarse 1aminilias para’ paos-—

cteriores estudios del virus. : . .
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