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RESUMEN, 

En 1984, a partir del cerebro de un cerdo con signos 

nerviosos, y opacidad de la cornea, procedente del área de 

La Piedad, Mic:hoac~n, correspondiente ü un brote con 15-20X 

de mortalidadp se aisló un virus que mostró propiedades he­

maglutinantes y morfología parecida a la de los Paramyxovi­

rus. En 1986 fue caracterizado y denominado Paramyxovirus 

porcino de La Piedad, Michoac:án <LPM>. El presente trabajo 

se hizo con la .final ida.d de c::onocer la curva de multiplic:a­

ción de este virus LPH~ en células PK-15. Estas se infecta­

ron con di·F. dosis del virus LPM, monoestratos contenidos en 

tu~os de Leighton <TL> con laminilla <Experimento A>, TL sin 

laminilla <Experimento B> y botellas de dilución de leche 

(Experimento C). En cada experimento, uno o dos monoestratos 

-fueron sac:ri fic:ados <c:ongel .!.ndolos a -70 C) a diferentes in.­

tervalos, durante 9.75 d:ías PI, en el E>-ip. A; durante 10.25 

di as en el Exp. BI y durante 12. 2 d:i. as en el Exp. c. En el 

Exp. B, la laminilla, conteniendo el' monoestrato, -fue fijada 

y teñida c:on HE. Todos los especimenes c:olec:tados' de Cadil 

e><perimento,. fueron titulados por hemaglutinación CHA>. y por 

efecto citop.!tico <ECP>,. en lllicroplá.cas. Se encontró· que el 

ECP se inició entre los 1.25-1.7 días PI y fue completo en­

tre los b.2:S y 7 .. 4 días PI. Los máxi11os titu1os por E~P se 

obtuv_ier-on aproximadamente entre los 2 y los 4 días PI. Los' 

títulos más altos por HA, se'. encontraron a partir de los 6-7 

días 'p¡ .. Sin embargo, _en el 

buen ti tul o por HA a p~rt ir 

latencia_del virus LPM es 

Exp. ·e, fue posible Obtener· _un 

de los. 2._? ,dias. El _per::i.odo,.de 

de a~ro~·~m~d.ame~"t_e·-177~0 ·h~. No 
siempre' hubo c~rr~la~ión entr_c el alto .t~-t'Ulo :viral y·' el~. ·~i-. 
to grado de .EcP observado en los monoestratos. Ni entre· e1 
alto t.itL1lo .detec_tad_o por·ElY .Y por HA .. 

-· 1 ~ 



lNTRODUCCICN 

Debido a sus características biológicas y económicas 

los cerdos se crian y utilizan en diversas partes del mundo 

desde tiempo inmemorial. La alta capacidad reproductiva del 

cerdo, su rApido ritmo de engorda y su relativamente alta 

capacidad para transformar los alimentos, lo ubican en pri­

mer lugar a nivel mundial en la producción de carne <31>. 

Actualmente la mayor parte de los cerdos se crian en 

Asia~ correspondiendo a China BOX del inventario de la 

zona; en segundo lugar se encuentra Europa donde la U.R.S.S. 

participa con un 30%. En cuatro grandes paises: China, URSS, 

EUA y Brasil, se localiza el 63% de la cria mundial de cer­

dos. Sin embargo, los principales paises productore$, consu­

midores y comercializadores de carne de cerdo se encuentran. 

en contadas excepciones, en Europa y America del Norte t31). 

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 producción, la relación porcentual entre el inven­

tario porcino y la magnitud de la matanza, lo que se denomi­

na tasa de extracción, en un momento determinado es relati­

vamente baja (90%), en comparación con los paises que tienen 

una porcicultura avanzada <31>. Segón ciTras de la Secreta­

ria de Agricultura y Recursos Hidraulicos <SARH>, a partir 

de 1975, los cerdos se convierten en el sistema ganadero mas 

importante en el pais, aportando en ese año 810 mil tonela­

das de carne eri canal, que representaron el· 42."l'Y. ·del total 

de la prod~cci On .• En 1983 la bree.ha entre! la producci on d_e 

1 a carne de cerdo· y 1 a de bovino se. amplía, de ma.ner.a que 1 a 

carne de c:er:-do 11.ega a representar e"l 48. 3% del total de 

_carnes producidas, mientras que la de vacunos declina-a un. 

33.5% C31)~ 
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El vertiginoso desarrollo de la porcicultura ha sido 

afectado pcr la crisis económica general que se agudiza a 

p•rtir de 1982 <31). De los diversos factores que están 

afectando a la porcicultura en Terma negativa, sin lugar a 
dudas, el aspecto sanitario es un ~actor que limita mucho la 

eficiencia de la industria porcina. Esto es causado por los 

escasos controles que se tienen en las granjas, o que no 

cuentan realmente con programas especiTicos, además de la 

movilización de ganado sin restricciones <16). 

Las enfermedades de presentación más notcria'son: Cóle-

Porcino, aunque desde 1983 ha disminuido notablemente; 

Gastroenteritis Transmisible, Aujeszky y Haemophilus. Otras 

que no son tan notorias por los estragos de momento,. pero 

que si afectan fuertemente a la economía de la industria 

porcina, son: Colibacilosis, Salmcne1·osis, Leoptospirosis, 

Rinitis Atrófica <aunque esta óltima ha resuÍtado controver­

tida). V otras nuevas, dentro de las-· cuales ha ganado terre­

no el Síndrome del Ojo Azul <SOA) <16). 

"SINDROl'IE DEL O.JO AZUL" 

a. ANTECEDENTES. 

En 1991· se comunicó por primera vez la presencia· de una 

nueva enfermedad de los cerdos denominada "s:f: ndrome del ojo 

azul o cer:-dos Zil!rcos" C2> .. Esta enTermedad aparerltemente hi­

zo su aparicidn en el .irea porc.icola de La Piedads Michoa­

c_An, Mf!xico, a principios de 1980 <2, 3 y 4>·~. El ··.'s.indrofne 

afectaba a cerdos de· diferentes edades, en 1os que se obser:-·· 

.vo ,· o'pacid~d azul turque-=.il :.en · .. ~no. O- en ambos ~jos,.·· h~P.~.ti :tfS::: -
y m·ortalidad· del 1% o menos~. El pitdeé:imiento iriic.ia1me_~te 

Tu@ atribuido a la presencia de insectiCidas ór9anoc1Órad9s 

: en ·e1 .~lime_ntc, _coildiciOÍl Que· al áfect~r ·e1_ hi~ad~,· se .argU-· 
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mentó que oca&ionabA una interferencia en el metabolismo de 

la riboflavina; lo que producía una deficiencia que se mani­

festaba como queratitis <2 y 3). En otro trabajo se informó 

de la aparición de la enfermedad, a mediados de 1980, en le­

chones lactantes de 4 A 10 dias de edad, en donde la morbi­

lidad ~ue del 20Y. y la mortalidad del 90Y.. En ese brote, que 

duro 9 semana&~ murieron apreKimadamente 600 lechone9. Loe 

animales morían entre les 2 y les 7 dia& despufs de loe pri­

meros signos, que consistian enz incoordinaciOn, temblores 

musculares, postración, movimientos de carrera.y opacidad de 

la córnea. Del brote ~e aisló un virus hemaglutinante <HA> 

(38>. Posteriormente ese virus fue designado virus del sín­
drome del ojo azul <VSOA> (47), y fue ciaracteri zado como un 

nuevo miembro de los paramiMovirus <49>. 

En 19041 en el Laboratorio de Virologia del INIP, ahora 

INIFAP, en Palo Alto, D.F., Martinez et al, aislaron un vi­

rus que nostró propiedades hemoaglutinantes, a partir del 

encfTalo de un cerdo que proven1a de una granja de engorda 

loca1izada en el Area de La Piedad,MichoacAn (21~22, 23>. En 

la granja a~ectada se habia preSentado un sindrome caracte­
rizado por enc.~alitis, si9nos respiratorios, opacidad de la 

córnea <9> y mortalidad del 1:5 •1 20% C21,23>. El vir,us ais­

lado en esa granja mostró características similares a los 

ParamyMcvirus <9, 21 y 30); y al inocular con el esp6cimen 

original. por las vi.as intramuscular <IM>, intravenosa ·<IV>, 

subcut•nea <SC>, conjuntival, oral y na&al, un cerdo de -

~proximadamente 4 9•~AMAB de.edad, libre da. •nticuerpos co~­

tra l~ en~errnedad de AujeaZky y Cólera. Porcino, y_ de ·~.ti­

cuerpos inhibidores de la he.maa;lutinación· CIH> contra el 

mi•mo Paramy><.ovirus C27>, se reprodujeren en .61 los· si.gnos 

clinices de la enfermedad obwerv•da en la granja .de RngOrda 

a~ectada. Los SiQOCS obs•rvados fueronl fi•bre (40.2 C~, 

·anorexias.. depresión, c,anju,r:'tivitis pronunciada, ~.iQnos _r••-
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piratorios, inflamación del área periorbital y exudado na­
sal; a partir del noveno dia se presentó ceguera parcial 

unilateral, con ligera opacidad de la córnea, tortícolis, 

incoordinación, tremares, desplazamiento en circulas, hundi­

miento de flancos, disminución de la grasa subcutánea y 

dificultad para levantarse <21,23). Esta fue la primera oca­

primera ocasión en la que se noto~ en cerdos inoculados ex­

perimental mente, la presencia de signos respirudado nasal y 

dado nasal y opacidad cornea!; aunque esta ~!tima ~ue lige­

ra. Posteriormente se inocularon 4 cerdos de 3 meses de e­

dad y en el inoculado por via parenteral, se observaron sig­

rios, conjuntivitis, lagrimeo, cianosis en la región ven­

región ventral, ligeros signos de incoordinación, ijares uñ' 

poco hundidos y lomo arqueado .. Mientras que en el inoculado 

por vía oral, se observó conjuntivitis, lomo arqueado, dia­

rrea y ligera respira.ci dn abdo111i nal. ~bos cerdos mostraron 

respectivamente temperaturas máximas de 40 ... 4 y 40.1 C a los 

16 días postinoculaciOn <21>. 

b. ETIOLOBIA. 

Inicialmente, en 1981:0 se aisló un virus hemoaglutinan­

te <39>; posteriormente se realizaron otros aislamientos 

C21, 22, 23,41, .43 y 44) .. Mediante la inoculación d~ cerdos, 

se ha demostrado que este virus es el agente causal de -la 

.en.f~rmedad; ya _que se han logrado r.eproducir los misffios sig­

nos clínicos _Y. lesiones observadas durante los brotes· <21, 

23,,41·, 43 y 44>. L¿¡- opacidad ·de la córnea no pudo ser repro­

ducida en los pri neros estudios _exper~ mefltaleSJ en dos ·e~tu-

. di os 'se 1 ogró producir 1 i gera opacidad de 1 a córnéa en dos 

c~"."".d,os <21 >;·y postericri:ente é-stá l1a- si.d~ reP"r:-odué::ida cla~. 
ramente en 1 os cerdos ·de experimentaci on. Cl.3, 26, .. 3.2 y 52> ." 

El virus aislado en 1981 fue denominado virus del Sin-

dro1ne del Ojo Azul __ · C'-'.'SOA> <47> ,.. mientras· qua· al·-. ai Sládo· de 
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choac•n <LPMJ <9. 30). EMi•t•n &el'lajanzas entre esto• v~rus, 

sin embargo, se requieren pruebas serolóoicas especi~icas 

que permitan relacionarlos <21 y 22>. 

c. CARACTERISTICAS DEL VIRUS LPM. 

El aislamiento inicial_ de este viru• LPM se realizó en 

c•Iula5 de cornete de bovino <CB> en 1904 <21>. Tambi~n se 

han usado c6lulas de riWón de cerdo <PK-15> para aislar este 

virus y para realizar aislamientos posteriores (21,30 y 33). 

El sobrenadant• del weMto pase del viruB LPM en células 

de es, fue dializado, 

,...diante la t6cnica de 
centriTugado y poateriormente teñido 

tinciOn negativa, con Acido ~osfo-

tO.ngstico, .enc:ontr•ndo•• ••tructuras con .morTolooía parecida 

a 1• de los P•r•mixovirus, con tamaño de aproximadamente 165 

nanómetrosS con proyecciones cortas en la periTeria, de.dis­

tribución hOfnOQ•nea (21J.En otro estudio se corroboraron es­

ta• observaciones C30> ,· Fioura 1. 

El virus LPM se rg.plica en una amplia variedad de cul­

-tivos celular-e& de origen porcino, bovino, s_imio• células 

pulmonares de vison y c•lulas fatal•a de oriQen humano. En 

todas las células empleadas el virus LPM produjo "efecto ci­

topAtico <ECP> C21, 22, 23 y 30>. 

En células PK-15 inoculadas con 10
5 

TCID del virus 
50 

LPM, por tubo, el ECP •• inició.• los 2 di_•• .postinoc:u;i.ación 

CPI> y fue completo a los ~ dia& PI. Cuando. el virus LPH fué 

inoculado en c•lula• PK-lS de otra fuente··u or.iQ•n, •1 ECP 

no se.obs~~v6 o -f=ue··mu.y li~~r:-o."<~c::>>.-~:L.•.•-c .. iulas PK.:....15 .. 1~0'::~-

. Xilina y •o~ina,· imostraron 
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Figura 1. La foto muestra una partícula del Paramyxovirus 

porcino LPM parc:ialmente rota, -fotografía obtenida en 1.~84, 

&mablemente proporcionada por Ata.lo Martínez Lara, M.v.z. y 
Pablo Correa Girón, M.V.Z., M.A., del Proyecto_Paramyxovirus 

Porcino LPM, _CENID-M, INIFAP, SARH •. La barra indica _100 nm. 
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un plazo de 10 h, seguido por Tormación masiva de sincitios, 

que frecuentemente contenian más de 50 nócleos. Numerosos 

cuerpos de inclusión intracitoplásmicos rodeados por un halo 

Tueron observados en células de mono <GMKl, pero sólo se ob­

servaron algunos cuerpos de inclusión en células PK-15. Cé­

lulas con citoplasma acidófilo, nücleo picnótico 1 cariorre­

Mis y carioliSi5 fueron observadas a la 24 h PI <30>. 

En muestras del sobrenadante de células PK-15 inocula-

das con el 
7 

hasta 10 

virus LPM, se encontraron títulos virale5 de 

los 3 o 4 días PI <30>. 

El virus mue~tra actividad HA ante eritrocitos de·po-

lle, cobayo, bovino, cerdo, 

rata, pavo y humano tipo O. 

tuvieron con eritrocitos de 

cabal lo, conejo, oveja, cabra, 

Los titules HA más altOs se ob­

pollo, cobayo y pavo (i.e.: 

1:120 6 1:256>. El virus también posee actividad hemoabsor­

bente,. hemolítica y de neuraminidasa; el fenómeno de eluciórt 

ocurre a los pocos minutos de.incubación a 37 e (30). 

El virus LPM conserva sus propiedades HA e infectivas 

en células PK-15 por 110 o más dias de tratamiento a 37 c. 
A ~b e, sus propiedades HA se conservan por lo menos hasta 

los 30 minutos, y su infectividad hasta ·los 15 o mAs minu­

tos. A 87 e conserva su HA durante 1 minuto y su infectivi­

dad por lo menos durante 3 minutos (10). 

Las proteinas .del virus LPM fueron c~mparadas con las 

del -virus de Pai-ainfluenza bovina ti'po 3 <PIV-31 cepa U-23. y 

con las del virus de la.Enfermedad·de_Newcastl~·cep~.Mo~ta~ 
na, por medio d~ electrcfo,resis. en gel de poliacrilar.iida.~Por 

lo menos 4 ·proteinas fuer:cn determinadas a partir d,el ·virus 

LPM 11 siendo _su p_erTil similar· al de PIV-3, pero .Uf' poCo di-

- 8 -



~erente al del virus de Newcast1e (9 y 30>. 

En pruebas de sueroneutralización, fijación del comple­

mento. doble inmungdifusi6n e inhibiciOn de la hemoaglutina­

ción CIH>, los sueros hiperimunes contra los virus de Pa­

rainfluenza humana tipos 1, 2 y 3, Paperas, Sarampión, Sin­

citial Respiratorio y el de la Enfermedad de Newcastle no 

reaccionaron contra el virus LPM. El suero anti LPM no reac­

cionó contra el virus PIV-3 ni contra el virus de la EnTer­

medad de Newcastle <30). 

d. DISTRIBUCION. 

La enfermedad hizo su aparición en el área porcicola de 

La Piedad, ~ichcac6n, en 1980 <2, 4 y 38). DurAnte ese.año 

la enfermedad afectó a·cerdom de granjas próximas a los es­

tados de Guanajuato, Valisco y MichoacAn. Para.diciembre de 

1962, ia enfermedad se difundi6' a. cerdOs de diversos c"entros 

porcácolas de esto• estados <39>. También a fines de 1992 se 

di~gnosticó en el Estado de México. En 1983 en el Distrito 

·Federal• Nuevo León, Hidalgo, Tlaxcal•, Vucatán~ Tabasco y 

Querétaro. En 1994 en Tamaulipas. Estos bretes se han diag­

nost.icado por ahilamiento vira1 y por &erologia <47). 

Hasta 1984 se consideró que ·se habían preseritado más de 

500 brotes en el ·pais (45> ¡ de5aforturladan1ente en el trillbajo 

en cuesti _ón no se menciona si estos brotes fueron di ~gnos~i­

cados clánicamente, o si fueron comprobadOQ mediante el 

diagn6atico·del laboratorio. 

. - -- ' . 
·otros· grupos de investigadores han estudiado_ -?··brotes 

·de 198:4 a 1997. Des en La Piedad, Michoac~n-en ~·i9B4, ·ctlt ·-105' 

.· cuaies. uno· ft..ie. compr:ob.Sdo., por ai sl·amie~tc>" CÍ~l v.ir.us ~21. -2'2 ... x·:;· 



30)J y el otro por serología retrospectiva <24). Otro en la 

misma area, en 1987, comprobado por serologia (25>. Otros 3 

brotes se presentaron en el Estado de México: 1 en Toluca, 

en 1987, comprobado por serologia <2S>, y 2 por el rumbo del 

~ago de Guadalupe, en 1987, comprobado por aislamiento (33). 

Y 1 brote en Jalisco, estudiado con b•se en los stgnoB clí­
nicos (17>. 

En un estudio serológico, se encontraron anticuerpos IH 
contra el virus LPM, en sueroa colectados y congelados desde 

1972 !35). 

e. ESPECIES AFECTADAS. 

Hasta la fech• parece que el cerdo es el dnico animal 
a~actado en Torma natural por el VSOA <14)J o por el Paramy­

xovirus porcino LPM (30>. Se menciona que el SOY. de los em­

briones de pollo de ó dias de edad murieron en un periodo de 

72 h cuando el VSOA Tue inoculado en la c•vidad alan~oidea 

<47>. ·Por otra parte, .el virus LPr"I al ser inoculadO en em­

briones de pollo de S y 11 días de edad, por via del saco de 

la yema, les provocó la muerte a todos en 3 ó 4 dia.s; pero 

esto no sucedió cuando .se inocularon en la cavidad alantoi­

dea d en el saco amniótico (30>. 

El conejo adulto inoculado con el VSOA por via IM, ~ni­

c.,~ente desa.rr.olló ant~cuerpos <47>. En otro estudie se en­

contró que los conejos murieron en 24 h al ser .. tfloculad~s, 

par las - vJ. a• paranteral • oral y conjuntival,, con el sobr-an·a~ 

d.:~t.': a_e ·un 111acer~do d~.-en_Cé+a10,, ·p~ocRdente_ de.·cerd~s-·de :~n 
brote de c•mpo, qUa murieron -pr"f!'sen-tAiidO -·.1 s5:ln_drO*:ft~· ·~e;.-'i' 

no ·111urierorl al ·ser inoculados con el Qui~to··p~sé :del: vir·U_,~ 
LPM, repraduct cio en ctl ul als de ca: -<2.1 > • ;0esaTortJn~é:tamÍtn~~ ·"~ _ 

· se.-tían .corlC1u:1.d0 estos e~tudios, ·para determihar·s11 ~>::.en 
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el tejido ence~Alico original existía algan contaminante; b) 

si el virus LPM del material original mato inicialmente a 

los conejos; e> o si el virus LPM perdid su patoQenicidad 

para el conejo al ser pasado 3 v&ces en células de CB. 

Siete perros a los que se les did de comer carne· de 

cerdo con SOA, permanecieron asintomático9 durante 30 días, 

y ninguno desarrollo anticuerpos IH contra el VSOA (14). De­

sa~ortunadamente en este estudio no se menciona que se haya 

comprobado la presencia de virus en la carne utilizada; los 

autores señalan la necesidad de repetir el estudio (14>. 

Tambi•n se inoculó un perro mestizo recién destetado de 4 

sm~anas de edad con el primer pase en células PK-15, del ma­

cer•do de una tonsila, procedente de un cerdo in~ectado en 

~or~A natural. Previamente se había aislado un virus similar 

al LPM en las mencionadas células. Se le inocularon 2·ml por 

vía se, 2 ml por vía lM, 2 ml por vía oral <suspendidos·en 

la leche>, 0.1 ml en el saco c~njunti~al de cada ojo y 0.2 

Ml por tn9tilación nasal (0.1 ml en c•da fo~a nasal). El pe­
rro Tue observado durante 1 mes sin que se presentar~n sig­

nos aparentes (33). 

En otro· trabajo se encontró que algunas ratas·captura­

das en granjas porcinas, tenían antic.uerpos IH "contra el vi­

rus LPM. En una granja, 4 de las 12 cerdas estudiadas fueron 

positivas~ con títulos IH de 1120 a 1:40, y ónicamente',el 

suero de una de las 9 ratas estudiadas fue positivo éo~ .ti­

tulo. de 1120. En otra granja, de 5 sueros de-ratas estudia­
dos, 3 -fuapp··on postttyos·.con título:¡ de ~:20,··y.'iiólO se,estu~:· 

dió un ·auero de· c:erda, el cual _fue .ne;iati vo .. (36). 

Se desconoce si el virus LPM puede infectar .o .ma~a.r- en 

Terma natural a otras especies Ani inal••I desde el Pr'.i·mer 

-· 11 -



brote descrito en 1980 en cerdos, la enfermedad no se ha in­
formado que se presente en otras especies animales, ni en 

los humanos <30). 

~. SIGNOS CLINICOS. 

Los signos clínicos son variables dependiendo princi­

pal~ente de la edad de los cerdos aiectados. Los lechones de 

2 a 15 días de edad los mAs susceptibles y los signos 

clínicos se presentan sóbitamente. Los primeros signos sonl 

fiebre, eritema c:ut6neo, pelo erizado, lomo arqueado; acom­

pañados principalmente de constipación, pero en ocasiones de 

~iarrea. Posteriormente se observan signos.nerviosos prog~e-

5ivos tales como: incoordinaci_ón, debilidad, rigidez princi­

palmente en miembros poateriore&, temblores musculares, pos­

turas anorma.les <po15ic:ión de parro sentado 6 apoyo de tro·m­

pa>, marcha. rígida O a brincos. No hay anorexia, el le­

chón continua mamando mientras pueda desplazarse hacia la 

madre. Alguno& muestran hipersensibilidad, y si son levanta­

dos, hacen movimientos de pedaleo •. MAs tarde presentan pos­

tración, generalmente en dec~bito lateral, y finalmente es­

t4n letárgicos, con algunos movimientos involuntarios, mira­

da· perdida, pupil·a dilatada, ceguer·a y en ocasiones nistag.:.... 

trÍo. ·Al mismo tiempo.de los signos descritos, algunos cerdos· 

padecen conjuntivitis, ojos hinchados, lagrimeo~ parpados 

pegados y op~cidad de la córnea <OC> generalmente unilate­

ral, pero en ocasiones bilateral. Con frecuencia sólo se ob-

.,serva. oc, sin sionos nerviosos en lechones (47 y 51). En 

t_rabaj,o~ reali.zadr:>~ de 1983 a 1986 ~-ª menciona q~e. ~l .. por­
centaja··.de lechones que muestran OC ·pu•de .Variar deside 1 

·11asta :iOY. .<Tabla 1> .<~7, ;59,. 40, 4_2,· .44, 45,, _47· Y .. :51~. ~ 

En· un. es"tudio realizcido en una granja de 120 vientres, 
de donde se Bi &1-,0· el vi rus· i_p~, ~derñtis_·. de los ~i ;nos· ~eri~·i ~~ 



Tabla 1.- PORCENTAJES DE CERDOS CON OPACIDAD DE LA CORNEA 

1----------------T------------~--------------------------------------------------------~----1 

1 t AÑOS 1 
1 E·D AD 1--------------------------------------------------------------------------1 1 l 1 1 1 . ,. 
1 1 1993 1 1984 1 1995 11966 1 
1---------~-~---1-~-----------------------1--------------------1---------------1----------1 
t Lechones de 1 1 t 1 1 
1 4-10· dlas 1 50% <39) 1 1 1 1 
1----------------1------~-------------------1--------------------1-------~-------1----------l 
1 Lechones r . ·I 1 1 1 ¡ <si.n ~~~::¡¡:ificar¡ 20-4o:r. (40> 1 1-1o:r. <44, 45> ¡ 1-1o:r.. <47> 11-1o:r. <51>¡ 
1----------------1-----------~--------------1--------------------1~--------------1----------1 !Cerdos > :SO dlasl 1 1 1-4Y. <47> 1 . .. 1 

· 1 <en de<1arroll ol \ < 1 :r. (39 y 40> 1 1 lO:r.. <471 . ¡ 1-4':r. <51l 1 
1----------------1--------------------------1--------------------1-~-------------1----------1 
1 Cerdo& en 1 l 15Y. (17) 1 1 · · l 
\ engorda . \ < 1:r. (39 y 40) ¡207. ü 5_40 kgl <42, ¡ 1-207. <47) ¡ . I· 
1----------~----1-------------~---------~1----~-------~-----1---------------1----------1 
: Pie de cr1a ¡ .NOmero re~~cido <39> \· 1-i~~ni;¡)d~~slfes- f <p~r~~t~~f~&ntelOc:aSi~~.ª1 \'. 
1 tocasional <~rinciP.almente 1 lpr.imerizas> (47> 1 <51> 1 
11----------------1-----!:'.'.:~~~'.:-=-~=2._..<.~~2. _____ 1------=-~:_..<.:.?:2. ______ ¡ _______________ \ _:_.:__;.. _____ ¡ 
INo se especifica 1 l 1-:4Y., > 21 dta.s <44>: · 11-::SOY. de 1 
: 1 1- . . . 1 1109 enfer-1 
t 1 a edad 1 1 1-10Y. de ·los a-fec- 1 1-lOY.· <47) 1 mes .. (51>··1, 
~ ___ _: ___ . ______ ~ __ _!. __________________________ .!, _____ :.~~~:!-~~~!._..:. ___ _!. __ ~·:., ___________ .!,~_:_·_.;.·~~---.::.; 



nades anteriormente, se observo en lechones de 4 a 17 dias 

de edad, retraso en el crecimiento. caminar en circules y 

signos respiratorios (33). La muerte en los lechones ocurre 

entre 2 y 7 dias despu~s de los primer05 signos C33, 38 y 

47>. 

Se ha comunicado que en cerdos de engorda la enTermedad 

ge inicia generalmente 2 6 3 semanas después de que los cer­

dos son agrupados en los corrales y son sometidos a un in­

tenso manejo <vacunaciones, baño, reaorupaciOn, aglomera­

ci On,, tratamiento individual, etc .. > <24; '46 y 48> af'ectándo­

se principalmente cerdos de. 15 a 45 kilogramos de peso <24, 

42, 46. y 48) .. Los signos comunicados son: apatia, tristeza, 

anorexia, pelo erizado, estreñimiento, Tiebre, rehúsan mo­

verse, incoordinación posterior, caminan sin rumbo o en cir­

culo, adoptan posiciones anormales, tienen ~ics, opistóto­

mos, parálisis de miembros posteriores, muerden o golpean 

objetos hasta sangrar, chillan, se·quejan, hay conjuntivi­

tis, algunos presentan ojos hinchados, ceguera, opacidad de 

la córnea, postració~, temblores musculares, convulsiones, 

finalmente los· cerdos quedan letárgicos con los oj~s abier­

tos y mueren C42, 4ó y 48). El curso de la enfermedad es·de 

1 a-4 dias C42 y 46). S~ reporta que desde menos de 1 hasta 

207. de los cerdos de engorda desarrollan OC, uni o b i 1·ateral 

<Tabla 1) • 

. , Debido.ª las caracteristicas clinic~s_menciona~as,_ ~on 
signos nerviosas manifi•sta•, a·lcs anima'l••. se. les ha den·o­

minado "cerdos iOCos_11 <48)·. Les estudios realizad~s ~an de­

_mOst·rado que _el .vsoA ~~:t.A presente en les cerdo~· de engor:da 

·<"cerdos locos">;. ·sin embargo, en estos cerdos se han recu-

perado otros.diTerentes .agentes .etiológtcDS c:apaces 'da· af.ec­

ta~ .al siste~a nervi.oaci ce!ntr".li, así -cotrio a otros .que dañ&n 

a otros apara:t~a y siet&mas (42 y 46). 

- 14 -



En un estudio en el ~ue se inocularon cerdos experimen­

talmente, además de los signos nerviosos y ligera OC en uno, 

se menciona la presencia de signos respiratorios <21,22,23). 

El pie de cría generalmente está asintomático, inclu­

yendo a las cerdas con camadas afectadas, aunque en ocasio­

nes se observa opacid~d de la córnea en algunas cerdas <Ta­

bla 1>. En las hembras primerizas, se ha observado anorexia, 

depresión, letargia, con cierta incoordinación, y 2 ó 3 días 

después oc, sin otro signo <39). Sin embargo, al estudiar un 

brote de SOA en una granja de 760 vientres, se observo· que 

el 15% de los cerdos en engorda y reproductores, p~esentaron 

oc. predominantemente unilateral. Además se menciona que un 

20'l. de las reproductoras que se cubrían durante las semanas 

posteriores al brote <no se menciona cuantas semanas>, pre­

sentaron- repeticiones de calores, atrasadas hasta con 4~ ó 

50 días después de la monta inicial; y otro 257. de las re­

productoras entraban en una etapa de anestro prolongado has­

_ta p~r 4 d s meses; este comportamiento se fue normal izando 

lentamente. Tambi fon se menciona. que el "standard" de morti­

natos en la granja era del 4Y. y por el brote se elevó a 32Y. 

(17). Sin embargo, en ese trabajo no se menciona que se'ha­

yan realizad~ otros estudi~s serológicos y/o virológico~, 
con la finalidad de confirmar el diagnóstico·clinico, o de 

averiguar la po&ible eKistencia de otras enfermedades, pro­

ductoras de estas alteraciones. 

en un 

i-nocularon 2· cerdas gestantes, 

ct;.tudio ·exp·erimental • se 

clLnica~ente san_as y .Sin an-

ti cuerpos inhibi dorel!' de la _hemagl Utinaci ón < IH> contra el 

.vsó'A. 'una de ellas Cc:erda A) de_ 3er. parto se inoculó a los 

94-95 dí as de gestación, 1 a otra c~rda .Cé:erda, B), de :5to. 

parto se inoculó a los· 34-35 di.as. El. inoculo consistió de 
4.5 

VSOA con-titulo de lXlO TCI0
50 

y .se aplicaron 3 ml por 
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via 1ntratraqueal <IT>, y 2 ml intranasalmente <IN> 
<suponiendo que ese volumen de inóculo haya sido para 

cada cerda y que el titulo viral se esté expresando por ml, 

entonces ceda cerda recibió en total 158100 TCID ). Una 
so 

tercera <cerda C>, se dejó como control. La cerda A pario 19 

dias desputs de la inoculaciOn, 10 lechones nacidos vivos 

(peso procnedio de 1150 gr) sin signos de la enTermedad y 2 

nacidos muertos. El dia del parto se detectaron anticuerpos 

en el calostro de esta cerda (titules > 1:01 UIHAl y en el 

suero (lt270>, contra el VSOA. La cerda B parió 75 dias 

despu•s da la inoculaciOn, 4 

medio da 975 gr>, nacido 
1 echonas 'l'i vos <con peso pre­

muerto y 2 Tetas momificados~ 

Esta cerda tambi•n desarrolló titules de anticuerpos de 

1181 y su camada no presentó signos de la enfermedad. La 

cerda e parió a lechones clínicamente sanos, y no desarro-

11 ó anticuerpo5 contra el VSOA <43 y 44). En ·et trabajo no 

se menciona si esta c•rda permaneció en contacto o separada 

de las cerdas inoculadas. Tampoco se menciona si se aisló 

el virus del SOA de lo• 2 fetos momificados, ni de los 3 

l~chonea nacidos muertos. Tampoco se realizaron pruebas con 

el fin de descartar por lo menos otros padecimientos de 

etiolog.ia viral <Aujeszky, Parvovirus porcil')o, Cólera 

porcino, etc.>, que tambi6n pudieran haber sido la causa de 

las nacidos muertos y de los ?etos momi?icados. 

Sin embargo, una cerda de 103 dias de oestaciOn, sin 

anticuerpos IH vs. el Paramyxovirus porcino <_Pp LPM> e 

inmune -a Cólera -porcino, al ser inOcu.lada con ·el f'.>p. LPM 

_c10
6

•
35 

DFEC /ml), por l·as vias ConjuOtival <0.4 mll ~ na­

sal .<0.;4·m1> 5~ oral <2 m~~," rl.ci mo~tr:A .. ~}Qrio~ cl".tnlc~~-.-.y:po."7 
-rtO 7· lechonesJ S naciltron clinicam·ente .••nos Y. de l!=JS . . . 
otr:·ós 2, uno se encon.trO en. decO.bito latáral con· d•b1°11d·ad' 
·y. tremer general i zadoJ · .Y el otro se encentro muerto; - ambo._". 
lectió.neS tenían ·una -franca OC bil_•teral. El. día· d!!!l ·parte 



se encontraron en el suero de la cerda anticuerpos IH 

contra el Pp LPH (1110), en los lechones con OC no se detec­

taron anticuerpos IH, y en los S lechones que ingirieron ca­

lostro se encontraron anticuerpos IH (113) (26>. 

Q• MORBILIDAD Y MORTALIDAD. 

La morbilidad y la mortalidad son variables dependiendo 

principalmente de la edad. La enTermedad se caracteriza por 

aTectar a lechones de 2 a IS días <47>, con menos Trecuencia 

se aTectan cerdos destetados, en engorda o adultos <40>. Los 

porcentajes de morbilidad y mortalidad en lechones son va­

riable& seg~n las comunicaciones hechas de diversos brotes. 

Por ejemplo en brotes ocurridos en 1echones, el porcentaje 

de camadas afectadas varia del 20 al 65Y. (40 y 47). La mor­

bi1idad en las camadas a~ectadas varia del 20 al 90Y. <17, 

38, 40 y 47). El porciento de mortalidad de los que enTerman 

va del 40 al 100X <17, 33, 38• 40. y 47>, y la duración del 

brote, segó.n la literatura consultada varia de 2 a 9 semanas 

CTabl a 2>. 

Se ha mencionado que en las granjas engordadoras, la 

mortalidad es baja C< 1Z> a menos que eKista asociación con 

otros agentes etiológicos C46 y 47) a~ectándose 

princ:ipalmente Cerdos de 15-45 kg., de peso (42, 46 y 4S>; y 

que en cerdos mayores los 

dad son raros <46 y 48). 

signos neurológi~os y la mortali­

En una granja de engorda con.una 

población de aproximadamente 13900 cerdos, en donde se pre~ 

sentó un brote de SOA asociado con otras enTermedades. de 

6000 cer~os con un pes~.de 15-40 kg., se aTec:taron 3000 y de 
eato~ murieron 2034; hay·que observar que ~ue un· brote de 

campó ~r:t donde, además del VsoA, ta.m~ién estuvieron preSSnt.es 

aproximadamente otros 12 agentes etiolóoicos que inclu!an 
virus, bacterias y parásitos. Debido a esto es di~ícil. eva-

- 17 -



Tabla 2.- ALGUNAS CARACTERISTICAS EPIZOOTlOLOGICAS DE LOS BROTES 
DE SOA 

,--------------T-----------r-----------T----------------r----------: 
: Camadas 1 Morb. en 1 Mort. en lCaracterfsticas !Referencial 
!Afectadas <na-llas camada.afla.s c.amadasf del 1 1 
leidas durante : a-fectadas 1 afect-.da.s 1 brote 1 : 
1 el br-otel i : 1 1 1 
1 <X> 1 CU : (Y.> 1 1 1 
1--------------1-----------:-----------1----------------1----------1 
1 1 : 1 1 : 
1 20 - 65 l 20 - 50 1 87 - 99 1 2-9 sem. de * 1 <47> l 
: 1 : 1 durací On : : 1 : 1 r 1 1 1--------------1-----------:-----------1----------------1----------1 1 1 1 1 1 1 
1 30 1 70 - 90 : casi todos 1 3-9 sem. de f (40> r 
1 1 1 mueren 1 duraci 6n 1 : 1 1 1 1 1 1 1--------------1-----------1-----------1----------------1----------1 
1 1 1 1 \ 1 
1 : 20 : 90 : 9 sem. de dura- 1 1 
1 1 1 r ci On afectando 1 <38> 1 
1 1 t : 1 echones de 4 a 1 1 
: : 1 :1odtasdeedadl : 
1 : t l 1 1 
1--------------:-----------1-----------1----------------1----------1 
1 : 1 1 •• 1 1 
1 : S6 11 : 40 '* : se aiectan le- 1 1 
: 1 l 1 chones de 4· a : C33) 1 
t 1 : 117 df as de edad 1 1 1 1 1 l 1 1 
1--------------:-----------1-----------1----~-----------1----------: 1 1 1 1 1 1 
1 1 56 f 100 1 se aiectarcn 1 1 
1 r 1 llechcnes de 4 a f (17> 1 
1 1 1 1 10 df as de edad f 1 
1 •. ______________ !_ __ . _________ !_ ___________ _:. ________________ _: __________ ! 

S La duracion del brote' depende del tamaño de la piara y del nllmero 
de c:erdas que paren durante el .brote <40 .y 47>. 

•• Los datos reportados de un brote ocurrido en una granja. de. 120 

i~ªd~~:s,d~~~~¡:pd~~e~ri:e~g~ eMey~st~t~~: d~r~~j~ro~~' ~g~d~i~~ 
aislo al virus de LPM <33>. 



luar la importancia del VSOA en este brote <421. 

En otro trabajo se menciona que en un brote, en cerdos 

de engorda, la mortalidad fue del 15-20%; sin embargo, no 

se realizaron estudios para investigar la asociación con 

otras enfermedades (21 y 23). 

Al inocular lechones de 10 y 30 dias de edad y cerdos 
4.5 

de 90 dias de edad, por via IN e IT con 10 TCI0
50 

del vi-

rus del SOA, estos no mostraron signos de la enfermedad 

(44). Sin embargo no se hicieron pruebas para comprobar que 

no tenian anticuerpos contra el VSOA antes de la inocula­

ción. 

h. CAMBIOS MACROSCOPICOS. 

Las alteraciones macroscópicas observadas son: Neumonía 

en lóbulos craneales, atrofia serosa de la grasa coronaria, 

moderada distención gástrica con acumulación de leche, acu­

mulación de fluido con finas bandas de fibrina en la cavidad 

peritoneal (la cual se observa con mayor frecuencia en cer-· 

dos que han permanecido postrados> <47), ccnges:ti ón menin­

gea C26, 41 y 47>, congestión en encé~~lo (26 y 33), vejiga 

urinaria pletórica (33, 41, 47 y S2), y constipación en 

inte.stino grueso (41). Opacidad y edema de la córnea, uni­

lateral o .bilateral; aunque generalmente se observa que es 

u.ni lateral <47>. La oc·.s~ puede obser.va.r en ce.rdos de todas 

las edades· <Tabla 1) .. En .forma eKperimental se tia· logrado e~ 

nacimiento de lechones con OC bi 1 ateral ,. pulmones neumOni­

cos, higádc fri"able_, petequias e~ mucosa estomácal, conges­

tión en meni~ges y encéfalo, edema subcutáneo e~ la región 

abd~minal, congestión en tonsilas, y hemorragias en miocar­

dio Y. región coronaria (26) •. La córnea con e"dema 1 lega- ·a te;_ 

ner .un grosor de ha9ta 3 mm en .cerda·• destetados o en. engor-
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da y convalecientes, su humor acuoso es escaso. En ocasiones 

se observa Tormación de una vesícula de 2 a 3 mm o ólcera en 

la capa externa de la córnea, así como con menor frecuencia 

queratocono C47). En un estudio experimental en cerdos de 27 

dias de edad ino~ulados con el VSOA, se encontró edema sub­

cutAneo an las regiones inguinal y abdominal, petequias en 

riñón, congestión en encéfalo• abundante exudado mucopuru­

lento en tr~quaa y aumento del liquido ceTaloraquideo C52>. 

i. CAMBIOS HISTOLOBICOS. 

Los cambios histológicos encontrados en cerdos inTecta­

dos en Terma natural y experimental con el virus LPM Tueron 

meningoence~alitis no supurativa, con mar~ada inTiltraciOn 

linTocitaria perivascu1•r, glicsis y necrosis. NeuronoTagia, 

necrosfs neuronal y glial, meningitis y coroiditis. Las áre­

as más 4fectadas fueron el tálamo, cerebro medio y corteza 

cerebral. En el pulmón se observó neumonía inte~sticial 

aTectando los lóbulos apical y cardiaco <30).Cambios muy si­

milares se han encentrado en lechones inTectados con el VSOA 

(34, 38 y 41). Sin embargo en un estudio experimental en le­

chones de 1 dáa de edad, in~culados con el ,vsoA, se menciona 

que en el enclfalo, el dañO se observo casi exclusivamente 

en el cerebelo, en la capa molecul~r, y ·correspondfó ·a dege­

neración neuronal y axonal, necrosis neuronal 'y gliosis fo­

cal._ También se observaron Tocos de in.filtración por- células 

mononucleares en meninges e inclusiones intraci~O!l_lAs~icas 

en células de Purkinje. Estos cambios di~ieren en ·severidad 

de 1 os descritos en lechones muertos. t~n T orm~ natura1 ·por el 
VSOA C32). Alln en _cerdos sin "5ignos :iE!rviosos se observa da-· 

ño microscópico en el SNc· -(47,>. 

Hay tonsilitis moderada con descamación del epitelio y 



c6lulas in~lamatoria5 en las criptas (47). En un estudio 

experimental s~ encontró necrosis del tejida linfoide de 

la& tonsilas y deplesión linfoide de los oanglios (23). 

En el ojo sólo se observan cambios en los cerdos que 

tienen opacidad de la córnea. El edema corneal es vari~ble 

<47), hay uveiti5 anterior <48 y 51>, inTiltraciOn de 
c•lulas mononucleares y neutrdfilos en diferentes partes del 

ojo, endotelio corneal, uniOn esclerocorneal, en el angulo 

iridoccrneal, en el iris o en el nervio Optico. En la capa 

intern• de l• córna• •e observa en ocasiones una capa de ma­

crófago& y de neutrOTilos, asi come aúmento de la vasculari­

zación <47). Cabe aeWalar que en un estudio serolOgico se 
encontró que las cerdas y los lechones.con OC, mostraron 

t•ndencia a pree•ntar titulo• de anticuerpos inhibidoreg de 
la hemoaglutinación <IH>, contra el virus LPM, m4s elevados 

que los demas <25>; sin embargo. también se ha comunicado la 

e~istencia de cerdos éon OC en los cuales no se detectan· an­

ticuerpos XH contra •l virus LPM <25, 26 y·33>. 

j. ANTICUERPOS EN EL CALOSTRO. 

En una cerda inoculadada a"prat<ima~:'~ent~ a las 94-'9S 
dias da gestación por via IN e IT con 10 TCID~0 del VSOA, 
paco despu6s del parto se detectaron ·altos titulo~ de anti­

cu~rpos en el calostro. A sus le~hones_se les ~~~mitió mamar 
~a.lostro, y 48 h despu~s,se inocularon can 10 TCto

50 
del 

VSOA por diferentes vias, y no mostraron signas de la enfer­

medad (4:S y 44). Por otr.o l•do, en un estudio ser-oldgicC> re­

~lizad~ en una 9ranjil dB° ciclo co:mp~eto. en dond~·.1 _año an­

~e~ ~e hab.ia- pre•en"tado un brote de es~a en-f"ei:rnedad, se en­
.. c~trO que ·los "t!tulos más B.ltos d~ _&nticu~rpc!l ~H, 'contt""a· 

•l Paramyxcviru& porcino L...PM,- correspcndieron. a. las¡ cer-daS 

.en lactación y a sus "lechones~ mientr~s·que,en loa,_cerdo» 
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destetados, los anticuerpos decrecieron hasta el valor míni­

mo entre los 2 y 3 meses de edad y se incrementaron conforme 

tenían m•s edad. En granjas de engorda de La Piedad, Michoa­

c4n, 1& enfermedad se ha observado cuando los cerditos ad­

quiridos en diferentes áreas pesan de 15-25 kg.J pero antes 

cuando pesan de 10 a 15 kg. <•los 2-3 meses de edad>, estos 

cerditOK tienen los titulas m•s bajos da •nticuerpos IH con­

tra el Paremyxovirus LPM, razón por la que e& probable que 

s•a en ese período cuando se infectan <24>. 

k. TRANSMISION ENTRE GRANJAS. 

Se ~enciona que la enfermed•d se transmite a cerdos sa­

nos po-r 1 a introducción a la oran ja de cerdos provenientes 

de granja& afectadas, así como por vacunadores, Veterina­

rios, y otras personas, que van de granJ•• afectadas a gran~ 

jas no afectadas <46). En S explotaciones donde se presentó 

la enfermedad no se hablan introducido cerdos hasta por 3. 

mes•• ant•• del inicio de la en~ermedadf en 3 de ellas, se 

hab~a con~~rmado qua no eKistian anticuerpos en los cerdos 

mu.estreados <lOX). Sin en1bargo, tení.an antecedentes de haber 

estado.en contacto con personas o vehículos provenientes de 

La Piedad, Michoac~n •. Lo anterior sugiere la diseminación de 

la enTermedad por personas o vehá.cul'os contaminados ·C47> .. 

Por otra parte, en un estudio seroJOgico realizado.en 2 

granja• cercanas, pertenecient•& al mis~o dueño y at~~didas 

por· el mismo Mlldico Veterinario,. se ·encontró que a pesar de 

que •n una de las granjas, 1~ cerdos da 40 kg. de pesoJ~os~ 

traron· i.·. ~ Y. 9n 13 de ••toa•• enCant.raron.-·añt:lcuerpo~ IH" 

contra el Par&r11yKovirus-LPt1. <"titulo• fs:s • 1.1aÓ>.J· :en la otra· 

gra~ja, lo~ cerd~s. no. mos~t~-aro~ oc y •n,._1:5 c•rdos ~.uestrea.­
do•. no se det;ectaron Anticu•r:P~~ IH <25> ._ El pa~el . qU.!·.-:·Ju.e­

gan .ct.~o• ani'males· en ·la diseminación ~e la enier~edad' se:. 

d•scanoce <47>. 
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l. PERSISTENCIA DEL VIRUS. 

Se desconoce por cuanto tiempo persiste el virus en un 

hato infectado, y por cuanto tiempo diseminan virus los ani­

males enfermos. Cerdo~ sanos sin anticuerpos contra el VSOA, 

no enfermaron ni desarrollaron anticuerpo9 cuando ~a pusie­

ron en contacto con cerdo& convalecientes, 2 meses después 

de la enfermedad (47). Sin embargo en una granja d• 250 

vientres en donde hubo un brote de SOA, en la cual se intro­

dujeron 54 cerdos serolOgicamente negativos a la enfermedad, 

6 meses de&pufs del brote, si bien ninguno mostró signos de 

la enfermedad, en 25 cerdos se detectaron titules aacenden­

tes de •nticuerpo5 IH. En el mismo trabajo se señala que, 30 

cerdos libres de anticuerpos contra el VSOA se introdujeron 

en otra 9ranja de 500 vientres. 11 mese~ despu~s del brote, 

no mostraron si~nos. ni se detectaron anticuerpos tH en los 

3 muestreos realizado5, a intervalos de 21 días despu~s de 

su introducción en la granja <SO>. 

Se desconoce por cuanto tiempo resiste el virus LPM en 

condiciones ambientales~ En condiciones experiment~les·e1 

virus LPH conserva sus propiedades HA e in~ectivas en célu­

las PK-15 por 110 diaa o ·mAs de trat.ta.ntiento a 37 CI a Sb C 

sus prQPiedades HA se conservan por lo menos hasta los 30 

min y su inTeCtividad hagta lom 15 ó mAs mini a 87 e conser­

va su HA durante 1 min y su in~ectividad por lo menos duran­

te 3 min <10>. 

m. DIA13NOSTIC:O. 

Los siQno& clinicos clásico9 de la enfermedad dan bases 

para el· establecimiento de un diagnó•tico clinico presunc~o­

~nal • Sin emba~·ga·, e• ÍH:!<::esario demostrar 1 O.presencia _de vi. -

rus o da Antiéul!rpó• especificot1 contra el vir'-'!•· -L~ _.".'~c,:.pp-. 

sia y el estudie histcl~9ico tambi•n •yudan en •l_ di•Qnóa~i-
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co (47>. 

Las pruebas especificas utilizadas son• 

1.- Aislamiento del virus. Los tejidos de elección para in­

tentar el ai•l•miento son el enc,falo, tonsila (21,33 y 47> 

y pulmón <47). Sin embargo, tambifn se ha aislado el virus a 

partir de bazo, hioado, riñón, sanore, ganglio intestinal, 

corazón y cornete (41>. 

2.- Inmunofluorescencia directa (47>. 

3.- Inhibición da la hemoaglutinación (24 y 47>. 

4.- Seroneutralización <47>. 

n. PREl/ENCION. 

Como en otra& enTermedades, lo más importante estriba 

en evitar la entrada de la enTermedad .siguiendo medidas _sa­

nitarias preventiva& <47). Actualmente en el Proyecto Pa­

ra111yxovirus porcino LPM, del Centro Nacional de Investig~­
ciones Disciplinarias en MicrobiolDQia CCENID-M>, INI­
FAP-SARH, se está tratando de desarrollar una vacuna inacti­

vada, que sea efectiva para la prevención de esta enfermedad 

(27). 

o. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS PARAMIXOVIRUS. 

Los Paramixovirus CParamyxoviridae) se diferencian am­

pliamente ,en cuanto a su patogenicidad. No.obstante, ccn ba­

~ en sus propied&de• quimié:as y algunas. biológicas, los pa­

r-amixovirus son relativamente homog6naos. PDr. otra· par.te 

exi.Sten diferencias .suficie~te~ en ·~us-_ca~-.ct.~últi,~~~.,~~~·~-
.per:•i ti r ·Su, e~ aai -f i caci dn. en 

bi 11 i.vi rus ·y Pneum·ovi rus e 11 

3 9~neros1 Paramy>eovirus; .Mor:~ 

y 28>. .Todo& 'tos miambroS de 
los ottnero•. MDr~i 1.1.~·~ir~s ~ Pnéu~~'."i ~us c~~ec~_"·. t;t~··· l·~ ·. ~·é:!'-1~ª~ 
mtntdasa ·qu• tienen -los ~aramyxOvtrus. LA ·diT•rencia. entr:-a:. 

"- 24 -



Korbilliviru~ y PneumoviruB radica en el tamaño de la nucle­

nucleoc6pside y otras caracteristicas estructurales (28). 

Acido nucleicos Contiene una molécula de ARN de cadena 
6 

Onica, de gran tamaño <38 y 42>, PM = 5-7 K 10 1 m&a o me-

nos el o.~ del peso del virus. La mayor parte de las partí­

cula• contienen una cadena en sentido negativo, pero algunas 

contienen cadenas en s•ntido positivo (29). 

3 
Proteínas: 5-7 polipéptidosl PMs 35-200 x 10 (28). 

La nucleocApside constituye de un 20-2~i. de la masa 

del viri6nl dicha cApside estA formada por una •ola especie 

de proteínas <11>. 

La envoltura virica contiene 3 proteinas. 2 glicopro­

teinas Torman las proyecciones superficiales• una <HN> tiene 

actividades tanto de hemaolutinina como de neuraminidasa y 

la otra <F> .es re~ponsable de las funciones hemolitica y de 

TusiOn celular del virion. La tercera proteína <M>, que no 

est& glucosilada, ~arma la capa interna de la envoltura man­

teniendo su estructura e integridad <11). El viriOn de algu­

nos miembros de este orupo puede contener tambi•n enzimas 

como la ARN-polimerasa, dependiente del ARN <18>, Figu~a 2. 

Lipidos: 20-2~~ del peso¡ su composición es dependiente 

principalmente de la c~lula hospedadora (28). 

Carbohidratos~ 6~ del peso1 compaslción dependiente de 

la c~lula hospedadora (28>. 

Propiedades fisicoquimicas~ PM del vir.ión por Jo menos 
6 . . - . . 

~00 x 10, mucho más para viriones· ple~mórficos'. mu1t·ip_loide,sl 

densidad· an sacarosa - 1.18-1~20 g/cm · 1 sen9ib~•• • d1"tio1-· 

vente• de 10~ lip~dos, detergentes no.ióniccs, for~aldehid~ 



Protelna 
P (pol1meresa1 

Figura 2. Diagrama de un paramixovirus. (Se muestran Termas 

diTerentes para las glucoproteinas F y HN para indicar sus 

diferencias químicas, aunque no son distinguibles en las 

'microfotografías electrónicas>. Las glucoproteinas F y HN 

parecen penetrar en la bicapa lipídica y 

toda la envuelta. La pr-oteina M ·ferina 1a 

la envuelta y mantiene su estructura 

pueden atravesar. 

capa interna de 

e integridad. Se 

desconoce la disposición e~ectiva de la proteína NP en 

la nucleocápsida C11). 
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y •gentes oxidantes <20). 

Moriologia: la iorma de los viriones es pleomórfica, 

pero en gener•l es aproximadamente esTfrica; mide 150 nm o 

mAs de di~metro C28 y 29). La p•rtícula vírica intacta posee 

una envoltura externa bien deiinida, de un grosor aproximado 

de unos 10 nm C11>, derivada de la membrana plasmática de la 

c61ula incorporando glicoproteinaa virales y proteínas vira­

les no oticosiladas <2B>. Las proyecciones de super~icie 

(peplómeros> de B nm de longitud se encuentran de 8 a 10 nm 

espaciados entre sí <28 y 29>. La nucleoc&pside tiene sime­

tría helicoidalJ d16metro de 12-17 nm dependiendo del géne­

ro; y longitud de 1 ~J.1 en algunos género& (28>. 

Propiedades antig6nicasl hay uno o m69 antígenos de su­

perTicie involucrados en la neutralización; un antígeno.de 

nucleoc•pside descritoJ las especificidades de los antígenos 

varían entre los géneros <28). 

Efecto en las c6lulas1 9eneralmente citolítico, pero 

sen cc~unes las inTecciones moderada5 y persistentes; además 

forman inclusiones, sincitios y producen hemoadsorción (28). 

Otras características: los viriones son relativamente 

inestables, ya que pierden el 90-99% de su infectividad en 

2-4 h, cuando son suspendidos en un medio libre de proteinas 

a la temperatura ambiente~ da 4 e <11). 

p. MULTIPLICACIDN DE LOS VIRUS. 

Los virus sólo se multiplican en c•lul•• vivientes 

(18>. A diferencia de lo que ocu~re con l•s c~lulas, el ta­

maño de los virus no aumenta, ni su división &B de tipo ce­

lular., ya·. que .poseen .ª"· sU. cubi E7'rta. pCc~s o n..f ngun·as d~, las 

enzimas bi osinttticas nec:ew•rias J'.'~~a .su· ·~tt~l icac:;i Ó~; Por 

~sta raz.on, los virus se multiplicar:i por 'sintesfs .·Y luegO· 

por reunión de sus.co•ponentes· (11>. La.cflUla hue•pe~ deb~-
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r• proporcionar la energía y maquinaria de síntesis, también 

los precur•ore& de bajo peso molecular para la síntesis de 

las proteinas virales y de los Acidos nucleicos. El ácido 

nucleico viral transporta la especificidad genftica para ci­

frar todas las macromoléculas especiTicas virales en una 

forma altamente organizada <1B>. 

q. FASES DE LA MULTIPLICACION. 

Los ciclos de multiplicaciOn parecen ser idénticos 

para todos 109 Paramixovirus, excepto por la variación que 

se produce en la duraciOn de las distintas fases. Así, por 

•jemplo, 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 virus·de la 

Parotiditi9 y de 9 a 12 h para el virus.del Sarampión. Los 

fenómeno• bio•int•ttcos b6sicos <estudiados princi~al.me~te 

en el- virús de la Parainfluenza de tipo l y en el virus de 

la Enfermedad de Newcastle) son parecidos· a los que se' pro­

ducen en otros virus que contienen ARN de cadena ónica, y 

que poseen en sus viriones una ARN-pclimerasa dependiente de 

ARN < 11). 

A continuación se describe el mecanismo de 

multiplicación de estos virus, haciendo especial referencia 

a los·Paramixovirus. 

1.- Fijación o adsorción. Los virus y las células tienen re­

ceptores, y una afinidad entre ellos ~nduce su· f~jació~ •. La 

falt·a de receptores es l~ causa.· de la resiste_néia de _algunas 

c•lul•• a la in-Fección .. por ciertos· virU~ ·(29> .. Lá" p!9aSe'"'.'cfa 

o aus~nci a de receptores para ciertos virus· __ depeflde ,de~.la 

•sp9C1e Y. del tejido del que la ccHui~· pr:-oC:ede Y. de-~~ esta~-
do .. fisi_oldgi_co.·.Lo~ viru& en_capsul~.doS, como los CrtOrriixovt..:. 

rus-y los ~aramyx~virus, se.adhi~ren a .trav6s de-.ig~jas ~11-

coprot•Ícas <11>. 
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2.- Penetración. La penetración de un virus en el interior 

de una c6lula depende de la temperatura, y es más eficaz a 

37 C <29). Las microfotografias electrónicas muestran que en 

la mayoria de los virus encapsulados la penetración se pro­

duce cuando la cubierta viriónica se fusiona con la membrana 

celular, estos virus pueden penetrar también en las células 

por iagocitosis <11>. 

3.- Escape o salida. Se clasi~ica con este término la 

liberación del Acido nucleico in~eccioso desde la capa o cu­

bierta viral, e igual que la penetración, también depende de 

l• temperatura, siendo mAs eficaz a 37 C. Después de la ad­

~orci On, la cApside y la envoltura se hallan muy alteradas, 

y este cambio termina en disolución a su entrada en cito-

plasma. La proteina de la cápside no digerida por enzi-

mas, ·eKcepto en el caso de los reovirus <29) .. El mecanismo 

de degradación de la cápside varia entre los diTerentes vi­

rus <11 l. 

Eclipse.- El eclipse se pone de maniTiesto mediante. la 

imposibilidad de recuperar viriones infectantes a par~ir de 

las células destruidas <aunque si pueden recuperarse Acidos 

nucleicos infectante5). En el caso de los virus encapsula­

dos, 'el eclipse es el resultado de la pérdida de la cubierta 

en el mo~ento de la penetración <11). La iase de eclipse in­

cluye.transcripción, traducción, replicación o reproducción 

del Acido nucleico viral, reunión y maduración de l~s virio­

nes. El periodo latente es el tiempo entre la desaparición 

del. v:~riOn infeccioso de 1a cé1ula y la liberación de nuevos 

yiriones en liquido '5Dbrenadantc C?q) .. 

Transcripción.- Los Paramixovirus tienen una· molécula de 

.ARN de caden• ónica que no puede servir de mensajero y_·qu~ 

poeH una polaridad opuesta <anti._mensajero> •· En es.te fil~-· 

nient.o v·.irico neg.9.tivo, una tr:aliscript.asa· Viriónica. ini.cia_ la 

tran~cri.pción ·en un.promotor Si~ple para producir ~arias (de 
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5 a B> moltculas (de cadena positiva) mensajeras complemen­

tarias (12). El ARN no segmentado del virión tiene tan sólo 

un 5itio procnotor parA la ARN-polimerasa y, por tanto, los 

ARNm monocistrdnicos se obtienen probablemente ya sea por 

fragmentacidn de una copia de todo el genoma o bien por co­

pia secuencial, terminación y reiniciaciOn precisa. Lo que 

da lugar a una serie de ARNm de longitudes variables hasta 

el tamaño del ARN del viriOn. La fragmentación y elaboración 

de una gran copia parece mAs probable <11). 

Traducción.- La traducción de ARNm en virus que contienen 

ARN, como los virus ADN• tiene lugar en el citoplasma hacia 

los ribosomas. Los ARNm monocistrOnicos son traducidos en 

polipéptidos separados (29). En los Paramixovtrus no estA 

claro si la regulación de la producción de proteínas víri­

cas, se efecto.a en la transcripción o por modificaciOn de 

las copias primarias (12>. 

Replicación del ARN.- La reproducciOn réplica.del ARN 

viral ocurre en el citoplasma de la c•lula <11 y 29). El ARN 

viral actúa como plantilla para la síntesis de la descenden­

cia del ARN viral por las enzimas replicasas. Las cuales es­

tAn codificadas para virus, y tienden a ser especificas· para 

el ARN de su propia especie viral <29). Existe un interme­

diario repl i cante C IR> que cont.i en'e una cadena posi 'ti va com­

pleta y ~arias cadenas de crecimiento complementario <nega­

tivas). Las cadenas mensajeras o viriOnicas <positivas> son 

duplicadas en modelos complementarios <negativos> a través 

de un intermediario similar <11 y 12>. 

Maduración.- Las proteinas víricas tienen que estar primero 

asociadas con.el acido nucleico.para ~ermar la nucleoc~psi­

.de, que después es rodeada. por "1a e~v~ltura. En l.a form~c·1·oi:i 
de la nucleoc:ápside ·todas las pr:oteina& son"" sintetiiadas .en 

los:_polisom•s citoplamicos y se ensamblan rápidamente en 

compo11.entes de ·c.apside <reconocibles por inmunofiuorescencia 
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o microscopia electrónica>. En los ParamiKovirus estos com­

ponentes se acumulan en una zona perinuclear del citoplasma, 

inici4ndose a las 3 h después de la inTección (12). SOlo una 

pequeña proporción de las nucleocApsides +armadas llegan a 

ensamblarse para formar viriones. En ocasiones, las cadenas 

positivas, a causa de su exceso, pueden reunirse accidental­

mente en viriones. asi como en nucleocApsides. Los cuerpos 

de inclusión citoplásmicos son predominantemente acumulacio­

nes de nucleocápsides excesivas C11>. 

Los e5tudtos al microscopio electrónico de células tn­

~ectadas permiten detectar el interesante proceso de ensam­

blaje y maduración de los Paramixovirus a nivel de. la mem­

brana plasmática (11>. En el ensamble de la envoltura, las 

protelnas de l• envoltura especiTicadas por el virus Cglico­

pr-oteinas> van directamente a la membrana celulai- aPropiada, 

sustituyendo l•s proteinas del hospedador. Por el contrario, 

los lipidos son muy similares a los de las membranas celula­

res en cuanto a composición. Por lo tanto, el mismo vt~us 

diferir4 en sus lJpidos e hidratos de. carbono cuando es re­

p1icado en c•lulas diTerentes, con las consiguientes dife­

rencias en 1 as propiedades fi si cas, bi el ógi'cas y anti génicas 

(121. 

Cuando la envoltura vírica contiene una proteína de ma­

triz (como ocurre en los Paramixovirua>., se hace en los po­

liscmas y se pega al· lado citoplclsmico de la membf-ana plas:'"':"' 

metica, probablemente a las terminac·iones sobresalientes ,de 

la~ glicoproteinas viricas, estas membranas celular-es dife­

r-enciadas est6n destinad~s a ser las envolturas viricas.·La 

inT~ct"ivid•d del virus, ·asi co~o la& propteCIA~es :·hema'1ít"f~·as· 
·.y :de.:;ús.ión cÍ!-1~1.ar_, ~.equter:en. ·d·e _i·a -.~a-du-~ac1·on· d~ ·¡-~ ·gli-~o~ 
proteina F Por la 'rotüra de· Un -precur~Ór:··"!aYor· FO, p~,:. ~;;-~. 
erizima cel.ui ~r (11>. 
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Liberación de viriones.- En tos Paramixovirus, la liberación 

de las particulas víricas produce por gemación, en las 

regiones de la membrana celul•r modificadas por las proteí­

nas virales. Este brote <gemación> puede ser considerado el 

resultado de una adhesión intima de la nuc:teoc:ápside a la 

proteína matriz (M) presente en el lado citoplásmico de la 

membrana celular, donde fueron incluidas las glic:oproteinas 

víricas. La adhesión provoca que la membrana se curve dando 

lugar a la formación de una esfera sobresaliente que queda 

rodeando a la nucleocApside C12>. El ensamblaje final de la 

nucleocapside y la membrana plasm4tica alterada especifica­

mente, es particularmente destacado en los Paramixovirus 

( 11) • 

EFECTO CITOPATICO. 

En las células infectadas. susceptibles al virus 

estudio, ocurren algunos cambios bioquímicos, que en muchos 

casos, producen eTecto citopático <ECP> y la muerte de las 

células. De los diversos tipos de este efecto son caracte­

risticos la contracción, lisi~, acumulación de las células 

en grupos y Tormación de sincitio~ (29). 

El ECP se debe a un bloqueo de ADN,. ARN celular y de 

la síntesis de proteinas, a la que sigue la sintesis de pro­

teínas codiTicadas para el virus. La proteina.vira1 o los 

viriones se acumulan a veces en grandes agregados o inclu­

siones cristal ir.as que deTorman visiblemente .las células. 

Una concentraciOn elevada de virus o de proteina de cApside 

viral, ejerce efecto tóxico sobre la célul~ y produce efecto 

~itopA~ic'?, y .algu~os v~r":'s .causan t.al eTecto por. alteración 
de lo~ microtúbulos celulares. Cabe'también_ consignar._ que .1a­

alteraciOn de las membranas lisosOmicas puede aCtiv~r y ,l_i­

be~ar enzimas lisosómicas hidroliticas que a veces causan 
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ECP. Ocurre fusión celular o formación de sincitio Cc~lula 

gigante multinucle•da, policariocito), cuando el virus re­

cién sintetizado por gemación, en una c~lula. se fusiona con 

la membr•na pl•s~Atica de una célula vecina. o en la fusión 

d~ Areas especi~icas de virus de 2 células adyacentes (29). 

s. HEl'IAGLUTINACIDN. 

Muchos virus, tanto pequeños como Qrandes, pueden aglu­

tinar glóbulos rojos. Esta import•nte propiedad, désc~bierta 

independientemente para el virus de la gripe por Hirst, y 

por McClelland y Hare, en 1941 <11>, proporciona un m6todo 

simple y r.ipido para la titulación vírica .. En gen@r:al. ·1a 

hemaolutinaciOn es ca.usada por los propios virionesJ en a~­

gunos casos, sin embargo, como ocurre con los PoHvirus. ee 

causada por hemaolutininas producidas dura.nte la·multi'plica­

ción vírica. Los productos de desintegración de los viriones 

pueden causar también he~aglutinaciOn <11). 

Aunque el espeCtro de especies de eritroéitos que son 

aglutinados y las condiciones requeridas varian para dife­

rentes virus. el fenómeno es bAsicamente similar en. todos 

l~s casos, y es causado por la unión de 9itic9 ~sPeé!ficos 

de los viriones.con receptores de la membrana de los eritro­

citos.. Los receptores son residuos de .Acido 

N-acetilneuramínico (NANA> transportados sobre la glucopro~ 

tei·na principal de la super-ficie del eritrocito, la-glucofo­

rina. De hecho, los receptores son inactiv.ados por ·1a. n·eura­

rninidasa. que ·desdobla e'l NANA.. En loa P~r.ami>coVirus, un• 
sola clase de proveccic:'nes gl.ic~prot~tcas loc;!lli·zadas' en _'1·01· 

superficie: externa de l"os v1·.::.1on~s-- <gl t·cop,:.·ot~ina H~>, µ~$·~~, · 
·~c-ti,.;_.idad hemaoi"utinante-y· de .·~eur•,.:.inidas.a." A 37. ·e,.,. 1•: neU-

f".'4~intdasa yá.rica di.soci• flnAl•ente 

troci t~s. p·a·r 'd~sdobl "ami ~nto -. d!!l NANA 
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ceptores; después el virus se escapa espontáneamente de los 

eritrocitos, que se disgregan. Por el contrário, a cero e, 

la en::ima es mucho menos activa y la unión viriOn-eritrocito 
es estable (11). 

Una vez separado el virus,. las células no pueden ser 

nuevamente aolutinadas por un nuevo lote de virus, puesto 

que han perdido los receptores; se dice que estas células 

estan estabilizadas. El virus e1uido por levigación retiene, 

por el contrario, todas sus actividades. No obstante, las 

células estabilizadas por un Ortomixovirus o Paramixovirus 

determinado, pueden ser a veces aglutinadas por otro virus 

de estas familias <11 >. 

t. CELULAS PK-15 

La li~ea padre de PK-15, el original PK-2 , -fue origi-
. a 

-nada del riñón de un cerdo adu1to, en 195'5 por E. Stice, .d~ 

Laboratorios ,cut ter .. La linea -fue inici·almente m.3ntenida _en 

medio 199 de Morgan, Morton y Parker•s al -50%; Hank•s o' 

Earte•s ess, 40-457.; suero de cordero, 5-lOX; y antibióti~ 

ces. La clona de Pl<-15 fue originada ~ través de· clon-:-ció~ 

de una sola cl!-1ula, en 1957 por Margan Harris .. · "una vez 

clonada, el p·asaje 114 fue caracter.izado. La" linea es O:hora 

cultivada en MEM <Eagle> con aminoácidos no eSen~~ales-y 

pirÚvato de sodiO en Earle".s BSS, con bicarbonato reducido 

<o.es g/litrO>, 957.·; s.uer~.·.de ternera recién naci~a, "5;.J -sin 

antibióticos. Células· del pasaje clonal 129 fueron remitidás 

a ATCC. La linea celular PK-15 replica, ·cote:'ra ~o~ci.nó, 

Fiebre A.f'tcsa,. Exantema ves·icular del Cef:do, Pest~ Porcina 

-·Af.ri cana pre-via'mente. ~rasado en . . i euc:oci tc;>s P·c:>rt:'i.~Os_ 

· p_ubl i cado> ~*l. 

.'·~ '":f.~Y, R·.; M.3cy, 

19BB. American 

. . 

M.; C~en,· T .. R •. f Mc.Cl·into~k, .P.-.··.and Reid, · . 
Type. cut tur;-e co.t leCtio~.· Cat':alog~e .. Df-·.ce1'1 .· 

Lines a:nd H~br~doma.s, 6th. ed., ··.ATCC, ··Mar.yl~nd~ -"U~·s~A. 
p;·· 20. 

- 34 .. -:· 



OBJETIVOS 

1.- CONOCER EL CICLO DE MULTIPLICACION DEL Paramyxovirus 

PORCINO ~PM EN·LA LINEA CELULAR PK-15. 

2. - CO.NOCER LA SECUENCIA DE CAMBIOS CELULARES EN CELULAS 

PK-.15 INFECTADAS CON.EL Paramyxovirus PORCINO LPM. 

3.- RELACIONAR LOS TlTULOS VIRALES HEMAGLUTINANTES.<HA> CON 

LOS TITULOS VIRALES OBTENIDOS CON BASE EN EL .EFECTO CI­

TOPATICO !ECPI. 

4. - RELACIONAR EL GRADO O 7. DE .. ECP OBSERVADO CON EL TITULO 

VIRAL. 



MATERIAL V METODOS. 

VIRUS. 

Se utili=O el Paramyxovirus porcino LPM (9~ 21 y 30) al 

cual se le habían da.do pases en cultivos celulares; 

los primeros siete pases se dieron en células de CB, y los 

dos 1.Utimos en una línea celu1ar establecida de riñón de 

cerdo <PK-15). El virus utilizado tuvo un titulo inicial por 

hema.glLttinación <HA> de 1 :32/0.05 ml, ante eritrocitos de 

gallo y utilizando solución salina con un pH de 6.2. Su ,ti-
5.47 

tulo, basado en el ECP, era de 10 Dosis Formadoras de 

Efecto Citopático <DFECJ
50

tml, en células PK-15. 

CULTIVOS CELULARES. 

Se utilizaron monoestratos de células PK-15~ pase No. 

192;, de 2 días de edad y 90-lOOY. de confluencia; en ésta 1.i­

nea celular, el virus se había replicado· con anterioridad 

<21 y 23). 

Se realizaron tres experimentos: Experimento A.- Las 

células se propagaron en 33 tubos de Leighton <TL> sin lami­

nillas; Experimento B.- En este caso se prepararon monoes­

tratos en 32 TL con laminillas; y el Experimento C.- En el 

que se prepararon monoestratos en 20 botellas de diluciOn de 

1 eche COL> ~ 

INFECCION DE LOS' CULTIVOS CELULARES. 

Los mOf"loestratos «fueron i ni= ectados en forma si mUl tAnea 

cuando contenían alrededor de 328 ooo, 315 ººº y 3 700 000 

c'lUlas. raspectiv8raente, en lo~ monoestratos de los-TL sin 

laminilla, .TL cOn lamini.Jla .. y en· -las botel_las .DL_- -Aplica.n.~.0 

las si.gui~n~es dosis .de virus• A> Los -TL .sin lamin!~~~ _re­
cibieron O. 1 ml c:ad•. uno del virl..1s di luido 1: 10 < 10 

DFEC
50

> dej.indo·-3· mono~stratoS ·celulares en TL como ··ci:>ntro-_':' 
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less B> Los TL con laminilla se inocularon con 0.1 ml cada 
4.47 

uno del virus sin diluir (10 DFEC
50

>, deJando 3 monoes­

controles y¡ Cl Las botellas de tratos celulares en TL como 

DL recib~~~~n 3 ml cada una, del virus original diluido 
1:10 (10 DFEc

50
>, dejando 2 monoestratos celulares en bo­

tellas de OL como como controles. 

Para inocular los monoestrato~ celulares, se retiró el 

medio de crecimiento CMinimum Essential Medium <MEM>J {1) 

el cual contenía 10% de suero fetal de ternera irradiado y 

ultrafiltrado <6, 7 y B>. Luego se agregó el inoculo y se 

permitió la adsorción, moviendo los monoestratos cada 10 min 

durante 1 h, a 37 C, después se deshechó el inoculo y se 

agregó medio de mantenimiento, consistente en MEM mas 2Y. de 
suero fetal de ternera, irradiado y ultrafiltrado. A los TL 

con y sin laminilla, se les puso 1 ml, y a las botellas de 

OL, 20 ml, de este mismo medio. En seguida los monoestratos 

se incubaron a 37 e, durante 9. 75 di as en el Expe.rimento A; 

10.25 dias en el Experimento S; y 12.2 en el Experi~ento C. 

Se usaron TL y botellas DL par• ahorrar MEM y alargar el pe­

riodo de obs. El No. de TL y de botellas· DL dependió del ma­

terial disponible en el Lab. Las observaciones se hicieron 

cada B, 12 y 24 h para alargar el p~riodo de obs.¡ esto cau­

so los dif. tiempos (9.7:S, 10.25 y 12.2 dios PI). 

TECNICA DE CONTEO CELULAR C2>. 

El conteO de c~lulas se hlzo, en el momento de ·infectar 

los,monoestratos, a partir de cada uno de los monoestratos 

controles, contenidos en 1 TL sin laminilla, l TL·con lami­

nilla y_en 1 bot~lla de OL. 

---~------~-~--------~------------------
Cl> .MEM de GIBCO, Cat. 410-l:SOO.:EB, ·EUA~ 

<2>.T•cnica no publicada,· utilizada ~n el Baker lnstitute' 

'fer Animal Health, Ccrnell University, Ittiaca.~ N~w. 

York, E.U.A. 
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I. TRIPSINIZACION Y SUSPENSION DE LAS CELULAS. 

Procedimiento empleado para los monoestratos preparados 

en los TL• 

1.- Se retiró el medio de crecimiento. 

2.- Se lavó el monoestrato con 0.2 ml de tripsina <3> Cver 

Apfndi ce 1 > • 
3.- Se agregaron 0.2 ml de tripsina, y esto se incubo duran­

te 10 min a 37 c. 
4.- Se añadieron 1.3 ml de medio de crecimiento sin suero, 

de esta manera, las c~lulas quedaron suspendidas en un 

volumen total de 1.5 ml. 

~.- Se pipeteó varias veces la suspensión de cflulas para 

lograr que se separaran. 

Procedimiento utilizado para ta botell4 de DLJ 

1.- Se retiró el ~edio de crecimiento. 

2.- Se lavo el monoestrato con 3 ml de tripsina. 

3.- Se cubrid el monoestrato con 3.5 ml de tripsina, y se 

incubo durante 10 min a 37 c. 

4.- Se PiPeteó varias veces. 

~.- Se agreg•ron 16.5 ml de NEN sin suero, de esta forma las 

cflul•s quedaron suspendidas en 20 ml. 

II. CONTEO .DE LAS CELULAS: 

El conteo de c~lulas de las suspensiones obtenidas de 

los 2 TL y de la botella de DL, se realizó, en cada·casa, de 
la siguiente forma~ 

1.- S• _hDmoci•naizó l.a. susPenw'ion celula"".'· 

2._- Co~· un•» pipeta Pastef::1r, se tdmó Ur:ta mue!!stra de ra. sus..: 

. p~s1·o·r:-·.· e:-.1.~iar.· 
3.-·utilizando una camara de recúento·de Neuba~er, prev1~-

<:ú· TRVPSIN ;u25o; DIFCO, Cat. No. 01s2.:..1s, EUA. 
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mente preparada con un cubreobjetos, se tocaron con la punta 

de la pipeta Pasteur que contenia la muestra de· suspensión 

celular, ambos cuadrantes de la cámara, en el espacio entre 

el cubreobjetos y la plataforma de la c6mara. Se retiró la 

pipeta en el momento en que la muestra alcanzo el borde de 

la plata~orma y la muestra por si sola se desplazo debajo 

del cubreobjetos por capilaridad. 

4.- Posteriormente se colocó la camara en el microscopio y 

se cuantiTicaron las 8 áreas donde normalmente se realiza el 

conteo para glóbulos blancos <S). 

s.~ El resultado de la lectura dividió entre 8 y despu~s 

se multiplicó por 500. El resultado asi obtenido indico el 

n~mero de células que habia por cada O.OS ml. 

CICLO DE MULTIPLICACION. 

EKperimento A.- Los TL sin laminillas fueron observados 

cada 8 h; en cada ocasión se observaron en el microscopio 

invertido, un TL inoculado y un TL control¡ después de re­

gistrar el grado de ECP, el TL inoculado se congeló a -70 C. 

Los TL controles fueron observados y congelados a -70 c. 

ónicamente a los 7.4, 8 y B.75 dí.as postinoculación <PI>, el 

período de observación 

PI <234 h> <Cuadro 1). 

este eKperimento ~ue de 9.75 días 

EKperimento 8.- Cada 12 h, durante los primeros 5 días, 

y cada 24 h durante los 5 di as siguientes, se ob9ervaron· 2 

TL inocUlados, en las dos ~ltimas observaciones sólo_ se usó 

_un TL; en cada observación siempre se compararon !Os TL ino­

culad os con un TL control. En seguida se eKtrajo <poi- sepa­

.rada) el sobrenadante de cada- tubo inoculado ·y se congeló ·a 

.-.70 CJ . también se .extrajeron s_us l a~i rli 11 as par_~ T_i jarl ªS: y 

po.st~_riorr_n~nte. teñirlas. LaS lam·inilt'as_ de .I°o·s· _TL c~ntrole~ 

Se Colectaron y fijaron a foS 3. 75, 6 •. 25 y 10 .. 25 d:i. a!i PU al 

m.i s~o tiempo -se. congelaron SU1i 1 i qui d~s sob·r.enadanteS, c4da 
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uno por separado <Cuadro 2>. 

Experimento C. Cada 12 h durante los primeros 5 días y 

cada 24 h en los siguientes 7 días, se observó una botella 

de DL i nocul_ada y una betel 1 a de DL control. Despues de cada 

observación, se congeló a -70 C la botella de DL inoculada. 

Una de las botellas de DL controles congeló a los 5.2 

dias y la otra a los 12.2 d:tas PI <Cuadro 3) .. 

Los monoestratos y sobrenadantes de las batel las de- OL 

y los sobrenadantes de los TL con laminilla se congelaron y 

descongelaron 3 veces, a -70 C y a temperatura ambiente 

Caprox. 20 C) respectivamente; y los monoestratos y sobrena­

dantes de los TL sin laminilla 4 veces; y en Terma semejante 

los controles. Para separar los restos celular.es·, las sus­

penlii enes descongelad as fu.eren C:en_tri fug~das a 600 x G dU­
rante 15 min, a_ 4 C; luego se cosecharon los sobr_enadant~s y 

"se repartieron alícuotas, que d~ nuevo Tueron congeladas 

a -70 e, hasta su titulación. 

TITULACIÓN VIRAL. 

Las alícuotas de todas las suspensiones, incluyendo·las 

controles, fueron desconoeladas e inmediatamente tituladas 

Por la técnica de HA C19 y 24) y también con base. en el 

.ECP :c37> por el sistema de microtitulaciOn. A continuación 

·se describen· ambas técnicas. 

TITULACION POR HEMAGLUTINACION. 

Par:-a esta t~c:nica se utilizar;-on microplacás_. dEi 

-pl.t.5tico de 96 J:U:~Citos, _COI') 

. __ ..;.; ___ ..:..:: ___ _..: ___________ .:__~----·---·-...:.------
.. . . - . ' . 

(..,_) · Nunc, .C•t."- No. 26~170, .~ina~arca .. 
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ciOn salina <55> <0.9:57.., pH ó.2l y eritrocitos de gallo di­

luidos al o.~Y. en ss. 

1.- Con una micropipeta (5J de punta de acero calibrad~ 

O.O~ ml por gota, se agregaron 0.05 ml de 55 en cada uno de 

los 96 pocitos. 

2.- Despu~s se introdujeron los ~icrodilutores C6J, de 

punta CAiibrada para retener 0.05 ml, en la muestra de virus 

y se pusieron en los pocitos de la primera fila de 12 pozos 

(fila A>1 y se giraron dentro del pocito aproximadamente 15 

veces. Por cada muestra se emplearon 4 pocitos para cada di­

lución. 

3.- Se pasaron los microdilutores a la siguiente fila (8) y 

se r"ealizO la misma operación hasta la fila G, <el esquema 

de diluciones dobles ~ue de 1:2 a 1:120>. 

4.- La Ultima fila (H) se dejó como control de eritrocitos. 

~. - Para ello se agregaron O. 05 ml de l,a suspensi On de 

eritrocitos al O.S'r. en todos los pocitos; los cuales, como 

ya ·se mencionó, ya tenían O.OS ml de SS. 

6.- Se agito suavemente la placa. 

7. -. Se incubó a tE!mperatura ambiente, de aprélKimadamente 

20 e, durante cuando menos 30 min, o el tiempo necesario pa­

ra que en la Tila H, los eritrocitos se sedimentaran y for~ 

maran un botón circular perfec.tamente delimitado. ~or lo que 

en ocasiones se incubó dui·ante 60 min. 

B.- Se realizó la lectura• la hemaglutinación positiva 

estüvo indicada por una red:o capa.delgada y difusa de.eri._ 

trocitos, que cubría todo al fondo de los pccitos, y les da­

ba una color:ación_ rojo salmOn .. La falta de hemaglu.tirÍa~iÓn 
CHA negativa> fue indicad• p·or. ·1a··formac~ón de un botón com­

P.acto,- ·~i -~ªi:rt~nt~. ·de.1 <mi ta"C!º• .. ·e'"! _e~, -fo~do·-~e·· loS; p~ci ~O~··. 

(!5~· Dynatech ·.~aborator_ies l~C::~ C~~· No._ ·1-2~?-~7, EUA .. 

· ·· (6).:.. coC::,ke ·Engine~~i~g· 'Co •. ~at ... NO.~ 9-t 1~4:-:.5.-·. El.JA. 



El titulo HA obtenido fue expresado por cada 0.05 ml de 

virus utilizado. 

TITULACION CON BASE EN EL EFECTO CITOPATICO CECP>. 

Para esta prueba se usaron microplacas de plástico de 

96 pocitos, de ~onde plano, con tapa C7>. 

1.- Con cada muestra del virus LPN, se hicieron diluciones 
-1 -7 

logarítmicas C10 a 10 >, usando MEM sin suero, como di-

luente. 

2.- Con la micropipeta de punta de acero calibrada a 0.025 

ml <S>, se agregaron 0.025 ml de MEM adicionado de 10~ de 

suero ~etal de ternera irradiado y ultrafiltrado, en todos 

los pocitos de la placa. 

3. - Con una micropipeta automática de puntas 

intercambiables {9), se agregaron 0.025 ml, de cada dilución 

del virus, en cada uno de los 8 pocitos <utilizando una co­

lumna de S pocitos por dilución>; se uso una punta diferente 

para depositar cada dilución. 

citos se agregó la suspensión 

las 7 columnas restantes se 
-1 -7 

vi~us (de 10 a 10 ) •. 

En la primera.columna de B po-. 

viral originalf sin diluir, y. 

usaron para las diluciones del 

4.- Con la micropipeta de 0.05 ml se agregaron 0.15 ml de 

una suspensión de células Pk-15, en todos los pocitos en los 

que se agregó virus. 

Por· cada prueba real izada, se uti l i :zaron 16 pozos en 

los que en cada uno se agregaron o. 15 ml de:.suSperisi~n di! 

c~1ulas y o.os m~ de MEM más 'º'l. de suero, estos po2os .sir­

vieron como controles de c6lulas. 

<7>.Nunc, Cat. No. 1-67008, Dinamarca. 

<Sj C:,ooke·· Eñgi.neering. CO. Ca~ •. No. B 1186-1, EUA. 

(9) Eps)endor-f Digital Pipette, 4710, 1.0-100"-microlitr::os, 

ca·t~· No. 022:..:.33-355-1, Cana.da .. 
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La suspensión de células se preparó de la siguiente 

manera: dos monoestratos de células PK-15, de 2 dias de 

edad, contenidas en 2 botellas de dilución de leche, con una 

confluencia de aproximadamente 90-100% 1 se desprendieron con 

tripsina Cal 0.05'1., a 37 C>, se centrifugaron en refrigera­

ción a 1000 r.p.m., y el paquete celular se recuperó en 

90-100 ml de MEM adicionado de lOY. de suero Tetal de terne­

ra, irradiado y ultrafiltrado. A partir de la suspensión ce­

lular se separo una muestra para realizar el conteo celular. 

usando la t~cnica descrita anteriormente, y se encontr~ que 

el número de células contenido en 0.15 ml varió de 21 455 a 

2B 200 células. 

~.- Se cubrió la placa con una gasa estéril y con su tapa 

de plástico. 

ó. -. Se incubaron 1 as pl a·cas a 37 C en. una ·estufa de co
2

• 

durante 6 6 7 dias y entonces se procedió a reali:ar la lec­

tura en el microscopía invertido, observando el ECP caract~­

risti·co del virus LPM. 

7.- Interpretación: Con los datos obtenidos, mediante el .mé­

todo de Karber (37) se calculó el titulo viral, expreSado en 

Dosis Formadoras de Efecto CitopAtico <DFEC> por cada 0.025 

ml. 

OBSERVACIONES CITOLOGICAS. 

Durante toS primeros 5 dias, los monoestratos. de las 

laminillas de:l Experimento B, fuer<=?n observados, .Y sus lámi-

_.nillas f"ijadas cada 12 h, y en los ·siguientes 5 días .PI .cB.da 

24 h .. Las_ laminil.las de los TL cont~oles,. s~ ~olectaror:l y 

Tijar.on ·.a los" 3.75, 6~2:i y 10 .. 25 di~s PI. Oespu~S de. ~xtr.aer 

el medio sobrenádante, lás laminilla~. _fueron f"i.jAdas'·en· so-
• - • • • ' • • '• • """' 

lución·.·de Clarke (20> ;·y posterio~men~e s~_:t~·ñer~':l-··~on_ ~ema.~.: 

~t:Jxi~ina y e~sfna. ~· so.luci.On de·c1Birke ,co':lten1a·7~?:.:·de: al-: 

coti~l· .absoll;l.~6, y 25Y. ·de .t.Cido.'iacético gla~fal .. Las l'arTiini­

l~as ·se .fijar.cn.-.~n la solución de··c1a.ri~~·, --e1:·/ia -~Íguie~~~:· 
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forma.: 

1. - Se sLtmergi ó 1 a 1 ami ni 11 a en 1 a. solución de Cl ar ke duran­

te 10-20 mi n. 

2.- Se lavó la laminilla en alcohol al 70X durante 5 minu­

tos. 

3.- Se mantuvieron las laminillas 

que se tiñeron* 

alcohol al 807. hasta 



RESULTADOS. 

CURVA DE MULTIPLICACION DEL PARAMYXIVIRUS PORCINO LPM. 

Exg~4~mento A.- Con base en el titulo del virus origi-

nal <10 DFEC /ml> y el número de células utilizadas (328 
50 

OOO>, la multiplicidad de infección CMI> utilizada, o sea Ja 

relación entre el nómero de viri ones y el nS:1mero de células 

(11> fue de aproximadamente 0.009 DFEC por cetula. Los re­

sultados obtenidos se muestran en el Cuadro 1, en donde se 

observa que con esta MI, en el TL cosechado a los 1.75 dias 

PI se.empezaron a notar indicios de ECP. Este fue aumentando 

gradualmente, de modo que a los 3.7 días PI ya era de un.SOY. 

y de los 7.4 dias en adelante del 100%. 

La actividad HA se detectó a partir de las 34 h PI con 

título de ti4/0.0S ml; cuando aún no se observaba ECP. El 

titulo HA subid gradualmente hasta 'alcanzar un máximo de 

1164 a 1 os 4. 4 di as c:uando se observo un 85'r. de ECP. ·Entre 

los 4.75 y 7 .. 7!5 dias·, los títulos oscilaron ent.re 1Z16 y 

1164, con excepción de dos tubos que tuvieron titules de 1:8 

(a los 6.0B y 7.75 días>. Entre los a.os y 9.75 días~ los 

ti tul os oscilaron entre 1•.32 y ts64 .. Estos datos .se ·muestran 

en la Gráfic:a 1,· en donde se observa quer J:lacicl el final .del 

exper~mento los títulos HA fueron mas altos qLle los obten.i­

dos al i ni ci o; esto ·ª pesar de 1 as variaciones observadas. 

El título con base en el ECP, determinado en células 

'PK-15, se_ detectó a partir de las células y el sobrenadante 
0.62 . 

cosec:hado a las 18 h PI y fue de 10 DFEC
50

to.025 .ml·. <C~a-

dro y Gr•Tica 1>. No obstante que cuando fueron observadas 
C.;1~teS de ·1 a c:ongel ·ac:i ·on> no .mos·t·rabaii EcP. Posteriormen1:.~, 

. . . . 2.0 
a-·1aS::26, h, ·el titulo viral a'umen_t~. 2~ 10_, • M~s tar:-d~; .ª 

10 • 
5

i::_gr:-a: que ª:los.; 1. 7.5 

·días se a1ca:nzci.r-a ~n titulo ·ma~imo de 10 ·• En·,l.as sig~if!!n­
los 1.4 .días <34 h), se elevo 

·tes observaciones, :de los 2.os los 3. 7~ ·dí.as, el. títUt.o 
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cuadro 1.- E~~er~~~Gr~d~:e~1¿~f~1~~ ~~~1~.Pº~e~;~ad~~ d:~ t~b~: 
de Leighton sin laminilla. cosec~ando el liquido so­
brenadante y las c~lulas, a diferentes periodos. 

1---------T---------1---------1---------r----------1--ni:üro-EcP--1 
1 T~~~ l ~Yr?~) i º~f5 f 7~) IHA~b~g~ºm1 ÍL09 10'º·º25 mi¡ 
1---------t---------1---------:---------1-----------1--------------l 
1 l l 10 1 o. 4 : o 1 <-> 1 <-> 1 1---------1---------1---------1---------:-----------1--------------1 1 2 t 18 l o. 75 l O 1 (-) 1 O. 62 1 1---------1---------1---------:---------1-----------1--------------1 1 3 1 2b 1 1. 08 1 O 1 <-l 1 2. O 1 
r---------1---------1---------1---------1-----------1--------------1 
1 4 1 34 t 1. 4 : o 1 4 (d) 1 4. 25 1 
1---------1---------1---------1---------1-----------1----~--------1 1 :5 1 42 1 1 .. 75 !Indicios 1 8 1 5.0 1 
1--~-----:---------1---------1---------1-----------1--------------1 1 b 1 50 1 2.oe 1 3 t 0 1 4. 12 1 1---------1 ---------: --------- [ ---------1-----------1-·------------- J 
1 7 1 58 1 2. 4 1 5 1 16 1 4. 75 1 
1---------r---------1---------1---------1-----------1-------~------1 1 8 1 66 1 2. 75 1 10 1 16 1 3. 75 1 1---------1---------1---------:---------1-----------1--------------1 1 9 l 74 J 3. 08 : 15 1 16 1 4. 75 1 1---------1---------1---------1---------1-----------1--------------1 1 10 1 82 1 3.4 1 20 1 32 1 4. 87 1 1---------1---------:---------:---------:-----------:--------------: 
1 11 1 90 1 3 .. 75 : 50 1 32 1 4 .. 87 1 
1---------f---------l---------:---------1-----------1--------------1 
1 12 1 98 1 4.08 : 75 1 16 f 4.5 1 1---------1---------1---------:---------1-----------1--------------1 1 13 : 106 1 4. 4 1 8:5 1 64 1 4.5 1 
r---------1---~----1---------1---------1-----------1--------------1 
: 14 1 114 1 4. 75 1 95 1 16 l 4. 5 1 J---------1---------1---------:---------1-----------1--------------1 
1 15 1 122 1 3.08 1 90 1 lb 1 4.25 l 1---------1---------f---------1---------1-----------1--------------1 1 16 1 130 1 S.4 1 95 l 16 T 4.0 1 1---------1---------1---------1---------t-----------1--------------1 1 17 1 138 1 :5 .. 7S 1 70 1 16 1 3. 87 1 1---------1---------1---------1---------:-----------1--------------1 1 1a 1 146 1 6. 00 1 95 1 0 t 3. e7 1 1---------1---------1---------1---------1-----------1--------------1 1 19 : 134 1 6. 4 1 93 1 64 1 4.0 t 1---------:---------1---------1---------1-----------:--------------1 1 20 1 162 1 ~h 75 1 90 1 32 1 2.87 1 1---------1---------1---------1---------1-----------1--------------1 
1 21 1 170 1 7.08 l 95 1 16 1 2.87 1 
1---------1---------1---------1---------1-----------1------------~1 
1 22 1 179 1 7.4 1 100 1 32 1 3.5 1 1---------1---------1---------:---------1-----------1--------------1 1 23 : 186 1 7. 75 . 1 100 1 B 1 1. O 1 
1---------1---------1---------:---------:---~-------1--------------1 1 24 1 194 1 8. 08 1 100 1 64 1 2 .. 75 1 
1---------1---------1---------1---------1------~----1--------------1 1 23 l 202 1 8- 4 1 100 : 32 1 2 .. 87 1 :---------:---------:---------1---------1-----------1--------------1 
126 l * 1 * 1. 1. 1 * t 1---------1---------1---------1---------1-----------1--------------1 
1 27 1 218 1 9. 08 1 100 1 64 1 *' 1 
1---------1---------1---------1---------1-----------1-----------~-1 
1 28 1 226 1 9.4 1 100 : 64 1 •• 1 1---------1---------:---------:---------1-----------1--------------1 1 29 A i 234· 1 9. 7:5 1 100 t 64 1 2. 7!5 . 1 
1~--------1---------1---------=~--------:-----------:--------------: 
1 29 B 1 234 t 9. 75 : 100 1 32 1 2.62 1 
1---------1---------1---------1---------1-----------1--------------1 
!Control 11 178 1 7.4 1 O t <-> 1 <-> · J 
1----~~---1---------:---------1---------1-------~---1--------------t 
1cantr.01 21 194 1 a.os 1 o 1 e-» 1 <-> 1 1---------1------7--1---------1---------1-----------1--------------1 !Control 31 210 ,t 8.7:5 : O : <-J . 1 <-> 1 ·------------------------------------------------------------------· <•> He11aolut·inaciOnl <b> Efecto Citop&.tico; <e> PostinocúlaciOnJ 

(d) Lo• titulas representan ·ta reclfroca de la Oltima · diluciOn 
, ·. N~n ~~º~~~c;:::oFse~~oN~":e H~ í ~~fg. eta_. 
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Experimento A (Tubos de leighton s1n lam1n1llas) 
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GRAFICA 1.- Curva de multiplicación de1 Paramyxovtl-us.porcfrio LP~ 
(titulado por efecto c1topSt1co (ECP) y por hema91ut1-
naci6n (HA))·. en la 1 inea celular PK-15, Ut.il iZarido -
0.009 DFEC/cé.Jula. 
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4.12 3.75 4.87 
varió entre 10 , 10 4 .~ 10 ~ A lo$ 4.0Bs q.4 y 4~75 

dias el titulo bajó a 10 y de ahi en ~delante, como s~ ob­

serva en la Gréfica 1, el titulo fue disminuyendo gradual­

mente, aunque con algunas variaciones. O~ tal manera que al 

final de este experimento, a los 9.7S dias. en dos tubos 

c:o~?~§ados2 ~~~multáneamente, los titulas fueron de 

10 y 10 , respectivamente. Hay
1

.gue señalar que a los 

7.75 días se encontró un titulo de 10 ;dato no considerado 

en la GráTica, debido ~ qu~ desde antes de inocular el mono­

estratc se not6 que el desarrollo de estas células no er~ el 

normal, pues el pH del medio estaba muy alcalino y asi se 

mantuvo durante todo et e~perimentoJ ademas las célulag no 

mostr~ban una morTologia normal. 

Los controles siempre permanecieron negativos. 

~xperimento B.- En este caso la MI TUe de 0.09 

DFEC?célula. Con esta Ml se obs~rv6 que el ECP se inició a 

las 30 h PI <Cuadro 2), a los 2.25 dias (54 h), el ECP fue 

de 2.0Y. y 12 h después, a los 2.75 d.ias (66 h), el ECF'. 5e in­

cremento considerablemente hasta alcanzar un ao;.. En las dos 

observaciones siguientes hubo di-ferenc:ia. en el ECP de cada 

uno de los dos monoestratos observados, ya que a los 3.25 

dLas se encontró 90% en un monoestrato, mientras que hubo 

70% en el otro. A los 3.75 dias también ~ue de 60% en un 

monoestrato y 80% en el otro .. Aunque en general, de los 2.75 

a los 4.·ns di.as, el ECP fue de SO% .. A los 5.25 días se en­

centró un. 9S'l. de ECP en ambos monoestratos. Y de los 6.25 

dias en adelante Tue del 100% en todos los monoestratos. 

Al titular. por HA los sobrenadantes, sa detectó .al an­

tigenc::> a l.:is 19 h PI en una dS: las muestras .<con titulo.,de 

1:210.05 ml >. mientras que et otr_o sobr_12nad~n~:e .congelado_.ª 

la misma hora resultó negativo (por HA- y_ECP> <Cuadro 2>. El 

sobre7~~~':1te. positivo por HA tuvo un ·titulo, ·por ECP·, 

de 10 DFEC
50

t0.025 ml. Et titulo· HA se· incre.ment1f gra-

- 48 -



dual mente, de modo que en 1 a observación de lag 30 h PI, se 

encontraron titules de 1:2 y lt4. En el siguiente muestreo, 

hecho a las 42 h PI ambos sobrenadantes tuvieron un titulo 

de 1:4. Posteriormente a los 2 .. 25 días C54 h> se encentro un 

titulo de t:B.en un sobrenadante <el otro sobrenadante no se 

tituló>. En eL muestreo hecho a los 2.75 dias ambos sobrena­

dantes alcanzaron un titulo de 1:16. Entre los 2.75 y 4.2~ 

días los titules oscilaron entre i:B y 1:16. En las tres ob­

se·rvacioñes siguientes <4. 75, 5.25 y 6. 25 días) los ti tul os 

variaron de 1:16 a 1:32. A los 7.25 dias los títulos fueron 

de 1:32 y 1:64. En la siguiente observación ambos sobrena­

dantes mostraron titules de 1t16. Finalmente a los 9.25 días 

el título fue de 1:32 y a los 10 .. 25 dias de 1:64 .. 

Al titular los sobrenadantes con base en el ECP, se lo­

gró detectar- al virus en uno de lo~ s~~~~nadant;es congelados. 

a las 18 h PI con un titulo de 10 DFEC /0.025 ml; el 
so 

o~ro sobrenadante congelado a la misma hora resultó neg~ti-

vo. El titulo viral fue aumentando gradualmente <Cuadro y 

Gr.:.\Ti.~a Z>, de 
2.2:; 

tal Terma que a l.as 30 h se encont'.aron .ti tu-
2. 62 . 

los de 10 y 10 , en la siguiente observación, a las 42 
2.62 

h Cl.75 dias>, hubo 
2.75 

ligero ascenso en los títulos (10 y 
3.5 

dias, los titules aumentaron a 10 10 >. A los 2.25 
3 .. 75 

y· -

10 ~ ·En 1 as tres observaci enes siguientes, corresp_ondi en-

t.es a los 2 .. 75, ·3.25 y 3.75 días, s610 se tituló un sob~~9;­

dante en cada Observación, y los· titL\los fueron 10 ' 
4.12 4.12 

10 y 10 , ~espectivamente. A los 4.25 días se alean-
. 4.25 4.12 

zaron títulos de .10 y 10 A partir de·· entán..:es, !Os 

titules virales fueron. disminuyendo gradu'aimen~e, de tal .ma-· 

nera que en el ünico sobrenada.nte 'de los 4.75 días; ·et .:~it."u-
. · .' 3.S · -.. ,. ·· . .. . · 
'l~ -fu.e de .10 • 3~7~re 1~~125 .. 25 y B.25 ~ia.s,_ lp=> ·tí.tUlcS· 

variaron entre 10 y 1_~ Para· qUe finalmente,;· e.n .Jo~ 

sob'renad~~8es de. to's 9.·25 y t0.25.dias, los .titulas b·aj·ara~ 

hasta 10 

L~s · .'?--o~tr'ol es· si emp~~. permaneci er:on 
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Cuadro 2.- [~~ert~~g~~a~~ T~~u1g~1e?~9HAP~:15; c~~P~~~d!~lendÍ~b6~rd: ;ea ?~~~~n~~~ ~=~1 g~b~~, cosechando el l t qui do sobrenadante 

·:~---r------T-----;--------T----------r-------T--------------r--------: 
!Tubo .IHora3 IDfas 1 ECP t Tttulo ITttulo 1 T!tulo ECP 1 TStulo 1 
l No. IPI (e} 1 Pl : (Y.,) :HA/0.05 ml 1 HA ILog /0.023 ml 1 ECP 1 
1 1 1 1 1 1 X Ce) l 10 1 X {f) 1 
1-----:------1-----:--------:----------1-------1--------------1--------1 
11af 1 l O : 2CdJ: 2CdJI 1.12 1 : 
1-----: 18 10.75 1--------1----------1-------:--------------1 0.56 l 
1 1 b 1 1 1 o 1 (-) : <-> 1 (-) 1 : 
1-----1------1-----:--------1----------1-------1--------------1--------1 
: 2 a f 1 1 Indicios 1 2 1 t 2. 25 1 : 
1-~--1 30 11.2~ :--------1----------1 3 :--------------1 2.49 : 
1 2 b 1 1 1 Indicios: 4 : 1 2. 62 1 1 
1---~1------:-----1--------1----------1-------:--------------1--------: 
1. ::s a : 1 : 10 t 4 1 1 2. 75 1 1 
1-----: 42 11.75 :--------1----------1 4 :-----------~--: 2.oe : 
1 3 •b 1 1 1 1 o : 4 : : . 2. 62 1 1 
\-4-~-1------1-----¡---20---¡----9-----~---9---¡-----3:;------¡~-------¡ 
1~---1 54 12.25 1--------1----------1-------:--------------1 3.62 1 

l-~-~-1------f-----1---~~---i--~~--~~~-l--~~---Í-----~~~~---1--------i 
: 5 a 1 1 l 80 : 16 1 1 NO 1 t 
:-----: 6b 12.75 1--------1----------1 16 1--------------1 3.75 : 
1 :s b 1 1 f 80 : 16 : 1 3. 7~ 1 1 
1-----1------1-----1----~--1----------:-------1--------------1--------t 1 ó a 1 1 : 90 : 8 1 1 NO 1 . : 
1-----1 78 13.25 :--------:----------: 12 :--------------! 4.12 : 
' ó b 1 1 : 70 : 16 1 1 4. 12 1 : 
1-----1~~--1-----1--------1----------1-------1------~------1--------: 
1 7 a : 1 1 60 1 NO 1 1 NO 1 : 
1-----: 90 13.75 1--------1----------t e 1--------------1 4.12 1 
1 7 b : 1 1 80 : 8 l 1 4. 12 1 : 
1-----1------:-----:--------1----------:-------1------------~1--------: 
: 8 a l 1 1 80 : 16 1 1 4;25 1 . 1 
1-----1 102 14.2~ [--------:----------: 16 :--------------1 4.18 : 
1 B b l l 1 BO : 16 : 1 4. 12 1 : 
1-----1------:-----1--------1----------1-------1--------------1--------1 
1 9 a : f 1 BO 1 32 l 1 NO 1 1 
:--~-1 114 14.75 :--------:----------: 24 1--------------1 3.5 : 
I, 9 b 1 1 1 70 1 16 1 1 3. 5 1 1 t-----1------1-----1-------:----------1-------1--------------1--------1 
l!~-~-f 126 i5.2S 1---~~---i----:~--\ 16 i~---=:!!.~-----i 3.93 1 
: 10 b 1 1 : 95 1 16 t 1 4. 12 1 t 
1-----1------:-----1--------:----------1-------1---------~---1-~-----: 
1 11 a 1 1 1 100 : NO 1 1 3. 75 ; : 1----: 150 16.25 1--------t---------: 32 1-------------1 3.B l 
: 11 b 1 1 . : 100 : 32 : 1 3. 87 f : 
1-----1------:-----1--------:----------1-------:--~---------~:--------1 112· a f 1 1 100 1 64 : 1 :s. 12 1 ; 
1-----1 174 17.2~ 1--------1-----~---1 24 1----~--------1 3.3 1 
112· b : 1 1 100 : 32 : 1 3. ~ 1 f 
~i;-;~~------¡-----¡--100---¡-~--16----:---~--~:~--~-3;75-7-~-¡--------1 :-----1 198 18.25 :--------:----------: 16 1---------------1 3.87 : 
113 b 1 1 1 100 . : 16 1 1 4. o- •' t . : 
1-----1------:-----1--------:~--------:-~-----:----~---~---...:._1-~~--~--: 
: 14 :. 222 19.2~ 1 100 1 32 : '.32 1 3.0 ' 1 3.0 - : 
1-----1------1-----1--~----1----------1--~---:-----~-------1-~------: 
:-;~-- :-~~~--· i !~:~ i--~~--- i ----~~---- i --~~---i----~~:~-----~ '~-~=-~-~- ¡ 
r ·c1• : 90 . :3.75 1 . o - : <-) 1 <-> : . <-> 1 <-> . 1 1-----1------1-----1--------: ---------· 1 _______ , ___ .;.: __ .:...-------1---..:; ___ .;;..1 
: c2• 1 1so : 6. 2s 1 o : e-> : <-) r <-> : <-> 1 
1--~-1------1-----1--------:----------:-------1--------------1--------: r c:s• : 246 110.2s1 o 1 <-> 1 <-> : <-> . : .<-> _1 
·------------------~~-----~-------~--------------------------------~ 
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Experimento B (Tubos de Leighton con laminillas) 

5 .• . ¡ 
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--- = Serie a 
~=Serie b 
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64 

32 
16 
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tJ =Mismo tHulo HA para ambas muestras (a y b)' 

(1) Titulo por ECP 

(2) Titulo por HA 

Tltul o 
HA 

GRAFICA 2.- Curva de rnul tipl icac16n del Paranwxovirus ·porcino LPM 
(titulado por efecto citop!tic.ó (ECP) y por hemaglutiC 

nac16n (HA)), en_ la linea celular PK-1s, utiliz~ndo· -
D.09 DFEC/célula 

- 51 e 



Experimento C.- En este experimento se utili2aron apro­

ximadamente o.02 DFEC/c~lula, para infectar a los monoestra­

tos. Con esta MI, el ECP se inició a los 1.7 dias PI <Cu~dro 

3), y se incremento de manera gradual, de modo que a los 3 .. 2 

dí.as fue de 50-60Y., a los 4.2 días Tue del 80~. y a partir 

de los 7.Z dias del 10C1Y... A las 17 h PI no fue posible de-

tectar al virus ni por HA, ni por ECP, sin embargo, 12 h 

d.espues (29 h), ya logro detectar al virus, eg~gntrando_ 

un ti tl.\l o por HA de 1; 210.0'5 ml y por ECP de 10 DFEC I 
5(1 

0.025 ml. Ambos ti tul os aumenta.ron en forma gradual, aunq'-1e 

con algunas variaciones <Cuadro y Gráfica 3). 

La HA que se detectó a las ::!9 h PI <1.2 dí.as) presento 

un titulo de 1:21 y aumento a 1:8 en las dos observ"'ciones 

siguientes <1.7 y 2 .. 2 dí.as>. En la siguiente observación, a 

los 2.7 dí.as, el titulo aumentó a 1:32 .. A los 3.2 dí.as baJó 

una dilución (1:16> .. En las tres observaciones siguientes 

(3.7, 4.2 y 4.7 dias>. el titulo fue de 1:32. Posteriormen­

te, a los 5.2 y 6.2 días e1 titulo fue de 1: 16 .. Para i\L\men­

tar hasta 1:64 a los 7.2 y 8.2 dí.as. Finalmente, de los 9.2 

a· los 12.2 dí.as los títulos fueron de 1:32, con excepción de 

la muestra correspondiente a los 11.2·dias, que tuvo un ti­

tulo de t: 16. 

Al igual que la HA, se detectó al vi rus por ECP a las 

29 h PI, observ4ndose un titulo 
4 .. 12 

titulo viral aumentó a 10 

3.0 
de 10 DFEC /0.025 ml. El so 

en las dos observaciones si-

guientes Cl.7 y 2.2 dias>. En la siguiente observación (2~7 
4.0 ' 4.7:5 

dí.as> ~ue de 10 , aumentando hasta 10 a los 3.2 dí.as; y 
4. 5 

bajan_d~ .ª 10 ~-~os 3.7 días. Posteriormente el titulo de-

creció hasta 10 .ª los 4.2 ~i~s. El tttulo vol~iO a aume~­

tar en lás siguientes observac·iones, _alcanzando -1os ti tu los 
' 4.75, '4.87 ' ' ' 

mAs altos entre los 7.2. y 9.2 di.as < 10 y 10 > • respec-

tivamente. En: 1 as dos· última~ o~:~rvaci_on.es~ ei ti tul o .v·i ra.~ 

volvió a .decrecer:· siendo de 10 a los 12.2 .dia.s. ~omo·_pue­

de observ~r·se_ en el Cuadro 3~ a los :S.2 y 11.2 dLa~ Pt, loS 
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cuadro 3.- [~~e~~~~~f~dg=e~1 ¿~lB1~~ ~~:1~, g~~P~~~d!~Jendg~t~Íi~~ 
de DL {el, cosechando el liquido sobrenadante y las 
cflulas a diíerentes per!odos. 

:------------r-~------T--------1--------T----------r--------------
: Bote U a de i Horas : DI as 1 ECP 1 T! tul o : T! tul o E:CP 
: l : : : 1 
: DL No. 1 PI {d} i PI : <X> lHA/0.05 m1¡Loo10'º·º2s ml 

1------------:--------:--------:--------1----------1--------------1 1 : 17 1 o. 7 : o 1 (-) 1 (-) 1------------1--------1--------:--------1----------1--------------1 2 1 29 1 1. 2 1 O 1 2 {e) 1 3. O 1------------1--------1--------1--------1----------:--------------1 3 l 41 : 1 .. 7 :Jndictosl e 1 4.12 1------------ :--------: --------1-------- :------·----: ------------- -
: 4 : :s3 : 2. 2 r 20 : e 1 4. 12 1------------1--------1--------·--------·----------·--------------I 5 : 65 : 2. 7 : 30-40 : 32 1 4. O 1------------1--------:--------1--------·----------·--------------I 6 1 77 1 3. 2 : 50-60 : 16 : 4. 75 :------------:--------:--------1--------:----------1--------------: 7 : 89 1 3. 7 : 70-80 1 32 : 4. 5 
1-----------~1--------:--------:--------:-----------1------------~-
I 8 : 101 1 4. 2 : 80 1 32 1 3. S 1------------1--------:--------:--------:----------:--------------1 q : 113 : 4. 7 : 90 : 32 1 "3. 97 1------------1--------:--------:--------:----------:--------------l 10 : 125 : 5.2 : 95 1 16 1 1. 55 1------------:--------1--------:--------1----------1--------------: 11 1 149 1 6.2 : 95 : 16 1 4. 12 
:------------: --------: -------- l --------: ---------- :---------------
' 12 : 173 : 7. 2 : 100 ; 64 ¡ 4. 87 :------------:--------:--------1--------1----------1--------------l 13 : 197 : 8.2 : 100 : 64 1 . 4,75 
:~-----------:--------:--------1--------1----------1--------------1 14 : 221 : 9.2 : 100 1 32 l 4.87 1------------:--------:--------:--------1----------1--------------1 1.s : 245 1 10. 2 1 100 1 :s2 1 2. 75 1------------1--------:--------1--------1----------:--------------f 16 : 269 : 11.2 : 100 1 16 : 1.0 
1------------:--------:--------r-~------:----------1----------~---r 17 1 293 1 · 12.2 : 100 : 32 1 2.s :------------: --------: -------- :--------: ----------1------·------~--
f Control l : 125 : s.:: : O 1 <-> 1 <-> 
1------------:--------:--------1--------1----------1--------------

~~~~:~~:-~ __ : __ ~~~---~--!~~:--~---~----~---:=~----:-----~=~------
~b~ ~:~€~u~1~~~1~r~o~ 
Ce> D11uciOn·de leche. 
{d) Postinfecc:iOn. 
<e> Rectproca de la óltima diluciOn en dende hubo una HA completa. 
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Experimento·C (Botellas de diluci6n de leche) 
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GRA.FICA 3.- Curva de mu1tiplicaci6n del Paraf'lYxovirus porcino LPM .. 
(titulado por efecto citop~tico (ECP) y por hemagluti" 
naci6n (HA)), en la linea celular PK-15,· utilüando ·-
0.02 DFEC/ciólula. 
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1.'5 1.0 
títulos obtenidos por ECP fueron muy bajos <10 y 10 ). 

Estos dos datos no se consideraron en la Gráfica 3, porque 

en ambos casos el creci mi en to 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. 

Ex peri mento BI 

El monoestrato control No. 2 <no inoculado>.- Fue Tija­

do a 1 as 150 h PI y se encontró que estaba homogéneo, con 

tOOX de confluencia celular, escasas células con nOcleo gi­

rante <4 veces más de lo normal>, nócleos redondos ·r ovales. 

y escasas vacuolas intracitoplásmicas <ICJ. 

MONOESTRATDS INOCULADOS. 
Los cambios observados en los monoeatratos inoculados 

c:on. el virus LPM, correspondientes a las Iamini 1 las del ex­

perime~to B, se describen a continuación: 

Monoestrato 1.- Al ser fijado a las 18 h PI. se observó que 

estaba homogéneo, con lOOY. de confluencia, escasas célL1las 

c:on nt:tcleo gigante, gran actividad celular <S c,élulas en mi­

tosis por campo observado). Se notó una zona con marcada se­

Pc:'raci 6n entre los limites c:elul ares <e:ntre 1..._s."·membranas 

C:i.top~.,,ismicas) J y marcada ~epar.aci ón d_e los ntl.cleos c:on res­

pecto al citoplasma de las c:•lulas correspondiente~. 

Ho~oestrato 2.- Fijado a las 30 h PI mostró mon6estrato ho­

mogéneo~ 100'Y. de confluencia y nócleOs más _grandes que tos 

del monoestrato control ~ijada a las 150 h PI; gran activi­

dad celular· (3 c~tulas en mitosi.5/Campo> 11 marc.ad_a··separac:i.ón 

de tos'.limites celulares y marcada .separación ent,re et nú-
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cleo y el citoplasma de.cada célula. 

Monoestrato 3.- Fijado a las 42 h PI, estaba homog~neo, con 

100'l. de confluencia, escasas células gigantes, núcleos de 

mayor tamaño que los del monoestrato control. Habia menos 

c~lulas en mitosis <O a 1 célula/campo>. Se mantenía la se­

paración entre los limites celulares~ Además, se observó una 

zona en donde había separación del núcleo y el citoplasma de 

cada célula; en otra zona del monoestrato esta alteración no 

se presento. También se o~servó una moderada cantidad de va­

c:uolas IC. 

Monoestrato 4.- Fijado a las 54 h PI, con 1007. de confluen­

cia, núcleos homogéneos, escasas c:~lt.1las gigantes, escasas 

células en mitosis, separación entre los limites celulares y 

moderada cantidad de vacuolas re. 

Monoestrato s.- Fijado a las 66 h PI, con 9SZ de confluen­

cia, nUcleos homogéneos, escasas células en mitosis, se man­

tuvo la separación entre los limites celulares, y hubo mo_de­

rada cantidad de vac:uolas IC. 

Monoestrato 6- No fue teñido. 

Monoestrato 7.- Fijado a las 90 h PI, con 98Y. de confluen­

cia, nllcleos homogéneos, escasas ctHulas en· mitosis, ·mayor 

presencia de cl!lulas c:on n1lcleo gigante, la separación celu­

lar estaba menos marcada y había moderada.cantidad de vacuo-

1 as te. 

Honcestrato s.- Fijado,·a_las 102 h PI, con ·1007. de·con-fluen..:.. · 

cia,. esc:aaas ctHulas en mi tesis, habia una· .zona con sePara­

.ción .entre los n~cleos y los citoplasmas-celulares. Pre~en­
cia de grar:tdes grupos de célulaS en di-ferentes fases· de 

muerte celular. Moderada cantidad de vacuolas IC • 

. Monoestrato 9.- Fijado.a las 1_14 h P.I,. con 907. de 'confluen­

cia, escasas células en mitosis. Presencia de grupos de.sé-
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lulas en diferentes ~ases de muerte celular y gran cantidad 

de cflulas, separadas del monoestrato. Nacteos picnóticos, 

reducidos de tamaño, y moderada cantidad de vacuolas IC. 

Monoestrato 10.- Fijado a las 126 h PI, con SOY. de confluen­

cia. Presencia de agrupaciones celulares con diferentes gra­

dos de muerte celular. Gran cantidad de nUcleos picnóticos 

reducidos de tamaño. Células con nócleos mostrando cariorre­

xis o cariolisis; citoplasmas acidofilicos <muerte celular). 

Mayor distancia entre célula y célula (separación del mono­

estratol. Gran cantidad de vacuolas IC. 

Monoestrato 11.- Fijado a las 150 h PI, únicamente existía 

el 30%·del monoestrato; 5in embargo, sólo un 25-30% del 

noestrato contenía células vivas. Había gran cantidad de nó­

cleos _picndticos, reducidos de tamaño, con cariorrexis o ca­

riolisis y gran cantidad de vacuolas IC. 

Monoestrato 12.- Fi jade a las 174 h F'I, en el cual ·casi no 

había células. 

Honoestrato 13.- Fijado a las 198 h PI, en el cual ya no ha~ 

bía· células. 

EFECTO CITOPATICO. 

En los Experimentos A, B y e, el e~ecto citopático 

CECP>, provocado por el virus LPM, en los monoestratos·de 

cél~l~s.P~-15, se inició entre los 1.2s y .1.75 días PI;_ y 

.fue c~mpletO <tOOiO, entr:-e los 6.25 y 7.4 días. coñs'isiió 

-en: Inicialmente se obser:varon grumos de células (de 5-20 

c~lulas> peg~dos a la super~icie del vidrio y muchas célu~a~ 

individuales, muertas, flotando en el medio. Células· reden-. 

das dentro del monoestrato (10~30 o más por campo Observa­

do~; .. Y cél.ulas redondas_.individuales, ~u!"en~a.das de tamaño y 

pegadas· al -.vidrio. Posterior,m.ente <53-77 h. PI> ·se empezaron 

a obse~var espacios vacíos en· el monoestrato, donde ca-
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brian desde una, hasta S 6 6 células normalesl más tarde. 

los espacios aumentaron de tamaño y en cantidad, observAndo­

se, 10-15 espacios por campo (y en cada espacio cabrían de 5 

a 10 células normales o hasta 30 c6lulas). En las botellas 

de DL se observaron espacios de 1-2 cm de diAmetro. Aproxi­

madamente al mismo tiempo de que se iniciaba la formación de 

espacíos en el monoestrato. se 

cantidad de 11 racimos" de cetulas 

empezaron observar gran 

<3-6 células por racimo) 

-t=lotando en el medio. También se observaron r~cimos de céi.u­

las (5-15 o hasta 50 células por racimo) que estaban su­

jetos. por un apéndice al monoestrato y que se movían al agi­

tar el medio, sin despegarse. Finalmente se observaron cé-

1 Ul as agrandadas y alargadas cof-.. forma-parecida a 1 as "n·eu­

ronas" (c~lul as estrel 1 adas), y células redondas arrugadas 

pegadas al vidrio. 



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 lB h PI, fue posible detectar al virus por 

HA y por ECP, mientras que en la otra muestra no se detectó 

1 a presencia del vi rus por ninguna de estas dos pruebas 

<Cuadro 2). Por otro lado, en los Experimentos A y C en los 

~ue se tituló la mezcla del liquido sobrenadante y de las 

c~lulas congeladas, en el Experimento e, no se detecto al 

virus a las 17 h PI, 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). Todo esto indica que es muy 

probable que el periodo de latencia del Paramyxovirus porci­

no LPM sea de aproximadamente 17-18 h. Este date se aproxima 

a lo mencionado para el virus de la Parotiditis. en el cual, 

el período de eclipse es de 16-18 h C11); y para el virus 

del Moquillo Canino, en el cual, un ciclo.de crecimiento 

tiene una duracion de aproximadamente·1a h Cl5). 

MAXIMA PRODUCCION VIRAL, MEDIDA POR ECP. 

En 1 a Gráfica 4 y en 1 os Cuadros 1, 2 y 3, · se observa 

que los mAximos titules detectados por ECP, en el E~perimen­

to A, se encontraron entre los 1.75 y los 3.75 dias PI; en 

el Experimento B entre los 3.25 y 4.25 di.as; y en el Experi­

mento e, los mAximos :titules se encontraron en.dos momentos 

diferentes: primero entre los 1.7 y·3.7 dias PI y posterior­

mente entre los 7 .. 2 y 9.2 di.as. ·Al ob.servar,. en. la Gráfica 

:4, ,t~s :S curvas de. multiplicac.ión viral -obtenidas de los 3 

exp~rimentos, se aprecia .que inicialmente los máximos. titu~ 

los por. ECP correspondieron aprox.imadame!'te a las muestras 

Cósectiadas entre los 2. y los 4 di as PI.. A pesár de haber' 
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Parámy.<oviruS 'porcinO_LPH. eñ le! .linea"éé1Ü1ar·PK-J.s·. 

~· .60 -

Titulo 
HA 



usado 3 MI diferentes C0.009, 0.09 y 0.02 DFEC/célula>,en 

1. os Experimentos A, 'B y e, respectivamente, las 3 curvas de 

multiplicación tienen ciertas similitudes, ya que hubo pocas 

diferencias notables entre laS 3 curvas, en la primera mitad 

del estudio. En la segunda mitad, en el Experimento C, se 

obtuvieron 2 picos de producción más altos CGrAfica 3>. Es­

tas diferencias entre las 3 curvas, probablemente se deban a 

1 as distintas MI usadas. Sin embargo, 1 as 3 MI uti 1 izadas 

fueron bajas. y seria conveniente realizar más experimentos 

para conocer el comportamiento del vi rus al usar MI más al­

tas. 

Al observar las curvas de cada uno de los experimentos 

<Gr~ficas J, 2 y 3), se nota que no hay un crecimiento con­

tinuo sino que hay altibajas en los titules obtenidos por 

ECP. Estas variaciones quizás se deban a las bajas MI emple­

adas. Lo que probableme~te ocasionó que muchas células, que 

no se in~ectaron al momento de inocular tos monoestratos~ se 

in~ectaron posteriormente; ya sea con virus extracelular o 

por in-fección de célula célula. Las variaciones también 

pueden deberse a diTerencias individuales entre los 57 mono­

estratos de les TL, a entre los 17 monoestratos de las bote­

llas de OL, utilizados. 

En g"'!'neral se pudo apreciar que el títLtlo vir~~ 25calcu­
lado por ECP, alcanzó los ti tul os m..iximos de· 10 en los 

sobrenadantes Cvirus extracelular> CCuadro y Brá-fica 2>; 

mientras que en los especimen.es en los que se congelaron cé­

lulas y sobrenadantes <Experimento A>, el titulo llegó a ser 
5.0 

hasta de 10 CCuadro y Grá~ica 1>. Este titulo viral, en el 

E,xperimento A, aumentó más r.Apido y alcanzó n.tvele9: ligera­

mente más al.tos y declinó_ m~s rápidamente que e~ ti1;:ul0 vi­

ral detectado en las botellas de. DL -cExperimento C), en. las 

cúales ·tos titutCs altos persistieron hasta el noveno dia; 

pa~a entonces en los . sobrenadantes sin células ·(~xperímen_to 

B> CTL con laminilla>, y con célulaS (TL sin laminilla)', ·el 
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titulo ya había descendido aproximadamente 2 logaritmos 

<GrAf ica 4). 

Hay que señalar que el titulo por ECP disminuyó gra­

dualmente conforme el virus permaneció por mAs dias a 37 c. 

Este mismo fenómeno fue observado en otro trabajo en el que 

se estudió la viabilidad del Paramyxovirus porcino a dife­

rentes temperaturas < 10>. 

TITULACION POR HA. 

Las curvas obtenidas en los 3 experimentos, al titular 

por HA, se comportaron de manera diferente a su~ curvas co­

rrespondientes obtenidas por ECPJ ya que los titules mAs al­

tos por HA se encontraron hacia el final de los experimento5 

<Cuadros y.Gréficas 1, 2 y 3>, cuando ya los titules por 

ECP estaban decreciendo o ya habían disminuido notablemente.· 

Esto puede deberse a que el Pararnyxovirus porcino LPM es es­

table, en cuanto a su capacidad HA, pues se ha encontrado 

que conserva esta capacidad por 110 dias o más de tratamien­

to a 37 C <10). Debido a esto no se obtuvo, en la parte ti­

nal de los experimentos, un descenso de la curva. Los datos 

encontrados en la parte final de los experimentos, nos indi­

can que pueden haber lotes de virus con altos titules d_etec­

tables por HA, pero con cada vez más bajos titules de virus 

con capacidad infectante para las células PK-15. Pocas veces 

se encontraron muestras que tuvieran simultáneamente altos 

titules por ECP y altos títulos por HA. Por ejemplo: las 

muestras colectadas a los 3.4 y 3.75 dias PI del Experimento 

A <Cuadro y Grá"fica l>; y a los 7.2 y e.2 dias PI en el Ex­

per~mento C (Cuadro y G~Afica 3). Por otro lado, en la parte 

inicial de los Experimentos A y· c. se encontraron· muestras 

q~e tuvieron altos títulos por ECP y bajos ti_tulos por HA. 

Esto. sucedió en el Experime"rito A, entre los 1.75 y ::;.os d.ias 

PI <Cuadro y GrAfica l)i Y en el Experimento C, a los 1.7, 
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2.2 y 3.2 dias PI <Cuadro y GrAfica 31. En el Experimento B, 

ésto no se observa claramente, porque cuando hubo títulos 

altos por ECP, los titules por HA fueron bajos y estaban as­

cendiendo (Cuadro y Gráfica 2). Lo anterior indica que puede. 

suceder que se obtenga un titulo alto por ECP, aunado a un 

titulo bajo por HA y viceversa) por lo tanto, esto quiere 

decir que no necesariamente hay una correlación entre el tí­

tulo por HA de una muestra y el titulo por ECP de esa misma 

muestra. Los títulos por HA, tanto en el Experimento A como 

en el EKperimento C (Cuadros y Graficas 1 y 3, respectiva­

mente>, aumentaron un poco mAs rápido que los encontrados en 

el Experimento B <Cuadro y Grafica 21, donde sólo se titula­

ron los sobrenadantes <virus extracelular>. 

En general, los titules más altos por HA <1:32-1:64>, 

se obtuvieron a partir de log 6-7.2 dias PI. Pero fue posi­

ble obtener titules de 1:32 o mayores desde antes. O sea 

desde los 2.7 días PI en el Experimento C <Cuadro y GráTica 

3>; a partir de los 3.4 dias en el Experimento A <Cuadro y 
Gr4Tica 1); y desde los 4.75 días en el Experimento B (Cua­

dro y GrATica 2>. 

Al relacionar el titulo HA con el titulo por ECP, en­

contramos que, para poder detectar una unidad hemoaglutinan­

te <UHA>~ en el Experimento B, fue necesaria la presencia de 
1. 12 

aproximadamente 26.36 DFEC /O.OS ml, del virus-LPM <10 
50 

/0,025 ml, a las 19 h PI> <Cuadro 2). En el Experimento e, 
3.0 

se necesitaron 2000 DFEc
50

10.os ml <10 /0.025 ml, a ~os 

1.2 dá.as PI> (Cuadro 3). Y en el Experimento A, fueron nece­

sarias ~O 000 DFEC /0.05 ml, los 1.75 días Pll <Cuadro 

1 l. La gran dHere~gi a en el numero de.· DFEC necesarias para 

detectar una UHA, probablemente podria deberse a.qUe al 

princiPio hay particulaS Virales Cviricnes) eon. eapaci~_ad 

infecta.nte per"ó sin capacidad HA. En otro· est~d.io, ·se.e:nc0n­
tr6 que al darle a este viru~ 7 pases consecutivo"s, inocu­

lAndolo en embrión de pollo,. por. la vía del saco de la .yema, 
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producia la muerte de estos embriones en 3 ó 4 dias; pero no 

se pudo detectar actividad HA en los liquides de la yema y 

saco amniótico, en ninguno de estos 7 pases. Sin embargo si 

se pudo detectar la replicación viral por medio de las prue­

bas de hemoadsorción y por ECP, cuando los fluidos de cada 

uno de estos pases fueron inoculados en c~lulas PK-15. Des­

pués de 10 pases seriados, el virus LPM fue adaptado a cre­

cer en el saco de la yema y en el saco amniótico. Y entonces 

mostró titules HA de l:B a 1:64 C30). Se señala, en el caso 

del virus de la Enfermedad de Newcastle, que aproximadamente 

100 000 unidades infec:tantes virales equivalen a una UHA 
(I). 

Se menciona que el ECP en c~lulas P•"'.;-15 se inicia a los 

2 di as PI y es completo a los 5 d_ias PI C30). Esto .se aseme­

ja m"ucho a lo encontrado en este estudio, pues en los Expe­

rimentos A y C <Cuadros y 3 respectivamente>~ el ECP se 

inició a los 1.7 días y fue completo alrededor de los 7 dias 

PI. Mientras que en el Experimento B <Cuadro 21, el ECP se 

inició a los 1.25 dí.as- y fue completo a los·.6.25 dias Pt. El 

ECP· en el Experimento B <Cuadro 2), se presentó más rápido 

que en los Experimentos A y C <Cuadros 1 y 3>, esto quizás 

se deba a que en el Experimento B se inocula.ron las células 

con 0.09 DFEC/célula; mientras que en los Experimentos.e y A 

se utilizaron 0.02 y 0.009 DFEC/célula. 

En los 3 e><perimentos, fue posible det.ect"ar al virus 

por HA y por ECP antes de que hubiera ECP en el monoest·rato 

<Cuadros l~ 2 y 3). 

Al relacionar el grado de· ECP observado en el microsco-:­

pio invertido con el titulo por ECP:, '?e ·~bser:-v_a q~e.' .. ~_n __ el 

_ E~p~~im~·ritc_ _·A <Cu_a~r.O t> '· .~.o_s m·aXtm_os· ~~_tul_os. ~e e".l't;or"!_tr~rOi-t 
~nt~e los ·1.75 y. 3.75. días P-Ii .. cuando apenas ~ab.i'a des.d~ -·i-~:-·. 
d:icios de .. ECP y ·hasta un 507. de ECP. En ·e{ ExpE!rimento B' 

cc;:_uadr~- 2) ! :los -~A·xi.mos t.í.t~lo~ · eStuVi'eron·· entre .los :3.;:25 y 



4. 2S di as PJ; en este 1 apso, el grado de ECP estuvo alrede­

dor del 807. C60-90~). En el Experimento C CCuadro 3), los. 

títulos m~s altos se encontraron en 2 momentos diTerentes, 

primero entre t.7 y 3.7 días PI cuando el grado de ECP, os­

cilaba entre el inicio y un so;., respectivamente; y poste­

riormente entre los 7.Z y 9.2 días, cuando el ECP Tue del 

100%. Como se menciono anteriormente, los titulas más altos 

por HA se encontraron a partir de los 6-7 días PI, cuando el 

ECP era ya de 100% (Cuadros 1, 2 y 3>. En base a estos.datos 

podemos decir que no necesari~mente hay que esperar a que el 

grado de ECP sea considerable para poder obtener buenos tí­

tulos, medidos por ECP; ya que puede suceder que se obtengan 

buenos titules cuando el grado de ECP apenas se inicia. De 

modo contrario, es preTerible esperar a que el grado de ECP 

sea considerable (80% o más) para poder- obtener buenos titu­

les por HA .. 

CAMBIOS CELULARES. 

Finalmente, se señala en la literatura que las células 

Pl:::-15 inoculadas con el virus LPM y ·posteriormente teñidas 

con hematoxilina y eosina, mostraron vacuolización del ci­

toplasma en un plazo de 10 h PI, seguida por formaCiOn de 

sincitios que a menudo contenían más de 50 n~cleos (30>. En 

cambio, en el presente trabajo, la vacuolización del cito­

plasma se empezó a notar a .las 42 h PI. En el trabajo citado 

(3~l, se menciona que dentro de las primeras 24 h PI se·ob­

servaron células con citoplasma acidófilo, n~cleo picnótico, 

cariorrexis y cariolisis; en cambio en este trabajo.eStos 

cambios se Óbservaron a. :p'a,:.:lir· de lei.s lOZ h PI; y -a. las 18 y 

30 h PY -no se obser·vó ·muerte celular .<picnosis,. ·carior.rex.is 

y cariolisis>, sino celulas en,mitosis. Los cambios.'celula­

res encontrados en ·este tratJ:ajo corre~p_onden a i c;:>s me~ci·ona­

dos en ia· lfteratura (30). Sin embar.9o, ·1as tieffipcis·PI en· 

los que estos- se Observaron no ·son igu~leS <hay.dii;:~ren~i-as 
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notables>. Posiblemente esto se deba a las dl~erentes Ml em­

pleadas, y/o a caracteristicas particulares en cuanto a la 

susceptibilidad de las células PK-15 empleadas. Ya que se 

han detectado células PK-l:S de di .fe.rentes procedencias,, que 

muestran diferente grado de susceptibilidad a este vfrus 

<:SO). 



CONCLUSIONES. 

1) El periodo de latencia del Paramyxovirus porcino LPM es 

de aproximadamente 17-18 h. 

2> Al titular por ECP. encontró que, inicialmente, los 

miiximos ti.tules del virus LPM se obtuvieron entre los 2 y 

los 4 días PI, al usar 0.009, 0.09 y 0.02 OFEC/célula. 

Posteriormente, en la segunda etapa, hubo titules altos 

entre los 7 y los 9 días PI. al emplear 0.09 y 0.02 DFEC. 

3> Los títulos mas altos por HA obtuvieron hacia el Tinal 

de los experimentos; a partir de los 6-7 días PI. Sin em­

bargo, a partir de 1 os 2. 7 di as PI, en el E>:perimento C, 

fue posible obtener un buen titulo por HA <1:321-. 

4) El ECP se inició entre los 1.25-1.7 días PI y fue comple­

to <lOOY..> entre los 6.25-7 .. 4 días PI. 

5) Los máximos titules detectados con base en el ECP. en los 

Experimentos A y e, se obtuvieron cuando el grado de· ECP• 

en los monoestratos, oscilaban entre indicios y BOXi y 

entre 60 y 90Y. en el Experimento B. 

6) Los titules más altos por HA, generalmente se encontraron 

cuando el grado de ECP fue de eo-100;:;. Sin embargo, tam­

bién se obtuvo un titulo alto, cuando el grado de ECP 

fue de aproximadamente 20 y 50Z (Experimento A>. 

7> No siempre hubo relación entre el alto titulo viral y el 

alto grado de ECP observado en los monoestratos. 

S> Los t·;ttulo~ virales por ECP y por HA, ft.teron. ligeramente 

más altos cuando se util~%aron célulás ~ongeladas con '·sus 

sobrenadantes <Experim.entos A y C). V fueron ligeramerite 

más bajos cuando se colectó sol ame~te el_ sobrenadant.e 

<Experimento B>. 
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9> Hubo poca relacidn entre el crecimie~to del titulo detec­

tado por ECP y el titulo HA. De modo que se pueden obte­

ner altos títulos por ECP y bajos por HA, y viceversa. 

10) Es' problable que existan viriones con capacidad in.fec­

tante pero sin capacidad HA. 

11> Los cambios celulares se asemejan a los señalados en 

otro estudio realizado anteriormente (30). 

12) Sería conveniente" real iz:ar otros ex peri mentes de este 

tipo, utilizando MI más altas <por ejemplo 5 y 20 

DFEC/c:élula>, para comparar los resultados Con los de 

este trabajo. 

13) Seria conveniente emplear otras t~cnicas CinmunoTluores­

cenc:ia, tinciOn con naranja de .ac:ridina, etc.>, para de 

detectar el virus, o sus anti genes~ cOn mayor preci-

s.ión, durante las diferentes fases de multiplic:ac:ión vi­

ral. 

14 > Se observó el mismo tipo de ECP en 1 os TL con o sin 1 a­

mi ni 11 a., por lo tanto pueden USC\rse laminilias para pos­

teriores estudios del virus. 
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