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Empleo del mercaptostanol en la prueba de inhibicién de la
hemoaglutinacién para el diagnéstico del Paramixovirus de
0jo Azul en cerdos. Presenta: Guadalups Espinoza Rangel.
Asesores: N.V.Z. Humberto Ramirez Mendoza y M.V.Z. Marfa del
Carmen Mercado Garcia.

El pressnre trabajo consisti6é en un estudio experimental que
se realizd en el Departamento de Produccién Animal: Cerdos,
en el laboratorio de Virologia y consistié en la inoculacién
del virus de 0jo Azul (POA) en 3 cerdos jovenes y en 4 cuyass
jovenes libres de esta enfermedad. Se realizaron muestreos
semanales, iniciéndose el primero una semana antes de la
inoculacién y posterior a esta, siendo en total de 6 en
cerdos y 4 en cuyes. Se trabajaron todas las muestras juntas
por pecie, emp do con la prueba de Inhibicidon de 1la
Hemoaglutinacién (IHA) y posteriormente se trabajo esta
misma prueba mids el Mercaptoetanol, sustancia que ayudd a
determinar la presencia de una 1ntocc16n temprana. Cuando se
comparar6n ambas prueb se ob vé que en la prueba de
IHA durante la prhen semana los resultados fueron bajos
para ambas especie, los de anticuerpos a
partir de la segunda semana postinoculacién, presenténdose
en los cerdos una gran variacién en los sueros trabajados
con el Mercaptoetanol. Una vez obtenidos los resultados se
realizé un disefio por bloques completos al azar con el fin
de observar las diferencias entre molaridades de los
animales inoculados con los testigos. Se concluye que el
virus es especifico del cerdo ya que se obtuvo una notable
seroconversion, ademis de que en asta especie se pudo
observar una variacién significativa entre los sueros
trabajados con la prusba de IHA y la prusba de IHA m&s el
mercaptoetancl .De esta forma logramos comprobar que si es
posible detectar una infeccién temprana de una gue no lo es,
:ie:dg la concentracién 2 molar la aés adecuada para este
rabajo.




INTRODUCCION.

En La Piedad, Michoac&n, México aparecié una nusva
enfermedad en el cerdo detectada en el afioc de 1980 (3'5) que
se caracterizé por alteraciones en el sistema nervioso
central y afeccién en ojos (uni o bilateral) causando una
opacidad azul turquesa de la cérnea, siendo por este signo
que se le denominé Sindrome del Ojo Azul (SoA) (13),

Esta enfermedad se diseminé r&pidamente en algunos
estados colindantes y en otros del territorio nacional. En
1980 Jalisco y Guanajuato; 1982 Estado de México; 1983
Distrito Federal, Nuevo Leén, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro,
Tabasco, Yucatan, Puebla, Campeche y Quintana Roo y en 1984
en Tamaulipas (6/15,20)

Es causada por un virus que pertenece a la familia
Paramixoviridae, que posee propiedades hemoaglutinantes
diferentes a las gue se habian informado previamente para
otros virus capaces de afectar al sistema nervioso central
del cerdo, y de otros animales domésticos)(ZI).

La primera inoculacién experimental se realizé en dos
cerdos comerciales de 10 dfas de edad, en los que no se
observaron signos clinicos de la enfermedad;
desafortunadamente no se intenté el aislamiento del virus ni
se realizaron estudios serolégicos para analizar la

seroconversién (21).



Posteriormente se inocularon ratones por tres
diferentes vias, desarrolléndose signos nerviosos,
conjuntivitis y neumonia intersticial, recuperando el virus
de diferentes tejidos (encéfalo, pulmén, higado y rifén
(21).

CARACTERISTICAS DEL VIRUS

Se replica con facilidad en cultivos primarios de
células de rifisn de cerdo, tiroides de bovino y en lineas
celulares como: rifibn de cerdo (PK15) y testiculo de cerdo
(ST), rifén de mono (VYero maru), rifitn de gato (CK), embrién
de bovino (BEK), rifi6n de hamster (BHK) (21),

En las células PK15 produce efecto citopatico, con
formacién de sincitios (caracterizado por fusién de 3 a 20
nicleos o mas), dentro de las 24 a 48 horas después de la
inoculacién (7'8'12'21), también se observan células
individuales redondas voluminosas que se desprenden y quedan
suspendidas en el medio de cultivo.

Se forman vacuolas en el citoplasma, y a los 7 dias se

ve el efecto citopético completo (12'21) .

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL VIRUS

Tiene la capacidad de hemoaglutinar eritrocitos de una
gran variedad de mamiferos (vaca, caballo, cabra, cerdo,
conejo, cuye, gato, hamster, rata, ratén y humano) y aves

(gallina doméstica) (21'22). Causa elusién a 37°C entre los



30 y 60 minutos y existe hemoadsorcién de los eritrocitos
sefalados en células PK15 a las 72 horas postinteccién.

El virus se inactiva a 56°C despubs de ¢ horas,
mientras gue la hemoaglutinacién viral se pierde entre las
48 y 60 horas a 56°C. Es sensible a solventes de lipidos
(6ter y cloroformo) causando su inactivacién. Es resistente
a la actinomicina-d indicando la presencia de RNA en su
genoma (20,21,22).

Serolégicamente se observa que el virus aislado no est&
relacionado con el Paramixovirus 1 (PMV), Sendai-Newcastle
2,3,4,6,7, Parainfluenza 1,2,3,4a,4b,5 Y no se ha
relacionado con antisueros de Paramixovirus conocidos, ni
con el Coronavirus de la Encefalitis por Virus
Hemoaglutinante (EVH) (16/21,22),

EPIZOOTIOLOGIA

El cerdo es la Gnica éspecie en donde se¢ ha comprobado
la enfermedad, pero expérimenéalmente afecta al ratén y al
embrién de pollo, ademsis se intenté en conejo adulto pero
este no seroconvirtié (21) .

La principal via de entrada de la enfermedad a una
granja es la introduccién de cerdos infectados asintomiticos
con © sin opacidad de la c6érnea a hatos libres (21). La
transmisién por contacto directo se facilita debido a que
los cerdos de m&s de 30 dias son resistentes generalmente a

la presentacién de signos nerviosos, y 86lo un reducido



nimero de cerdos (1-10%) desarrolla opacidad de la cérnea,
siendo as{ portadores asintomiticos del virus (21),

La aparicién de la enfermedad en las diferentes etapas
de la vida del cerdo ha permitido la permanencia del virus
dentro de una granja (21,22),

En granjas engordadoras, la morbilidad (medida a partir
de 1la presentacion de opacidad de la cérnea) va del 1 al
20%, con una mortalidad aproximada del 1% que puede
incrementarse cuando se asocia con alguna enfersedad

bacteriana (23),

SIGNOLOGIA

Los signos clinicos son variables dependiendo de la
edad del animal afectado, siendo los 1lechones entre 2 y 15
dias de edad 1los m&s susceptibles, presentando signos
clinicos stbitamente, inicialmente fiebre, eritema cuténeo,
pelo erizado, lomo arqueado, constipacién, posteriormente
los signos nerviosos: incoordinacién, debilidad, rigidez
(principalmente de mniembros posteriores) tenblores
musculares, postura anormal (de perro sentado) marcha
rigida, hiperexitabilidad, posteriormente se postran de un
lado y finalmente se ven letérgicos, con movimientos
involuntarios, mirada perdida, pupila dilatada, nistagmus,
opacidad de la cérnea uni o bilateral, ceguera, ocurriendo

su muerte entre 30 y 48 horas después de su postracién (20,
22y,



En cerdos de més de 30 dfas, los signos nerviosos son
raros y la mortalidad es baja. Cuando llegan a presentar
signos nerviosos se observa: anorexia, depresion,
incoordinacién, marcha en circulo, movimientos pandulares de
la cabeza, conjuntivitis y opacidad de la cérnea.(21)

En los animales reproductores, al igual que las cerdas
en maternidad, ocasionalmente desarrollan opacidad de la
cérnea a excepcién de cerdas primerizas que no han tenido
contacto con el virus. Sin embargo también se producen

-

fallas en el ciclo reproductivo, como to en el -]

de lechones nacidos muertos (2-24%) aumento en las
repeticiones del celo (15-20%) aumento en el nGmero de
abortos, disminucién en el porcentaje de fertilidad (6-8
semanas) y presencia de fetos momificados (1-5%) (22, 23).
En granjas de ciclo completo, el brote agudo con
mortalidad en lechones, puede durar de 2 a 9 semanas
(dependiendo basicamente del namero de cerdas que paren
durante el brote y del numero de lechones nacidos).(19)
Presentindose casos de opacidad de la cérnea
continuamente entre uno y dos meses ®m&6 Yy desapareciendo

€sta progresivamente (18,20),

LESIONES MACROSCOPICAS

En la mayoria de los estudios postmortem de lechones se
puede observar: opacidad y edema de la cérnea uni o
bilateral del 1 al 10% de los lechones, el grosor del edema

llega a medir hasta 3 mm, presentan neumonia que afecta a
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los bordes ventrales de los 1l6bulos cranesales pulmonares,
asi como congestiSn meningea, atrofia serosa de la grasa
coronaria, moderada distension géstrica con leche,
acumulacién de 1liquido peritoneal con finas bandas de
fibrina en cavidad peritoneal y distensién de vejiga por
orina (18,20)

LESIONES MICROSCOPICAS
En lechones los principales caxzbios se observan en
sistema nervioso central, existiendo variantes en 1la
severidad y extensién de la enfermedad. Primordialmente se
observa encefalomielitis que afecta la sustancia gris del
t&lamo, cerebro wmedio y corteza cerebral. Hay marcada
gliosis focal Y difusa, inflamacién linfocitaria
perivascular (linfocitos, células plasm&ticas y células
reticulares), neuronofagia, necrosis neuronal y glial,
meningitis y coroiditis y no se observan cuerpos de

inclusien (20,22

A nivel pulmonar se observan neumonia intersticial,
caracterizada por engrosamiento alveolar por células

mononucleares (20.22),
En ojo se preAenta edema variable, infiltracién de
células mononucleares y neutr6filos en el endotelio corneal,
uni6én esclerocorneal, en el &ngulo iridocorneal, en iris y

nervio 6ptico (20,22,



DIAGNOSTICO
Los signos clinicos clésicos de la enfermedad dan bases
para el establecimiento de un diagnéstico clinico previo,
sin embargo para atribuirlos al virus de la enfermedad de
ojo azul es indispensable realizar estudios para demostrar
la presencia del virus o anticuerpos contra éste en el
animal.(7)
Las pruebas diagnésticas que se pueden utilizar son:
A) Aislamiento del virus principalmente de
encéfalo, tonsila y pulmén.
B) Inmunofluorescencia.
C) Sueroneutralizacién.

D) Inhibicién de la hemoaglutinacién.

Diagnéstico diferencial:
a) Gastroenteritis Transmisible de los cerdos (GET).

b

-

Enfermedad de Aujeszky (EA).
c) Deficiencia de Vitamina A.
d) SMEDI.

e) Parvovirosis (PV).

f) Influenza Porcina (IP).

g) Enfermedad del Edema. (EE)



TRATAMIENTO

No hay tratamiento especifico que pueda utilizarse
contra el virus, sin embargo, 1la wmedicacién contra
infecciones bacterianas concurrentes ayuda a reducir la

mortalidad y un posible retraso en el crecimiento.

PREVENCION Y CONTROL

Asf como en otras enfermedades, lo wmn&s importante
estriba en evitar la entrada de la enfermedad siguiendo
medidas preventivas que hagan minimo el riesgo de adquirir
la enfermedad.

No existe vacuna comercial contra la enfermedad del ojo

azul.

RESPUESTA INMUNE

Una vez que la infeccién se ha establecido y los signos
son evidentes poco se puede hacer para alterar el curso de
la enfermedad siendo clinicamente autolimitante.

Las principales inmunoglobulinas gque gse producen en una
infeccién temprana son IgG e IgM.

La clase IgG es la que incluye el mayor niGmero de

inmunoglobulinas (1700 a 2000 mg/100ml en el cerdo) ya gque
constituye el 80% del total en el plasma sanguineo, también

se encuentra en los liquidos corporales (saliva, l&grimas,

9



1iquido cefalo ragquideo) y es la sis pequefia de todas 2, una
1IgG especifica se forma solamente en pequefias cantidades
después de la primera exposicién del antigeno al sistema
insune, pero se producen y liberan cantidades elevadas
después de las exposiciones segunda y posteriores. Esta
inmunoglobulina suele ser divalente ya que en cada molécula
posee dos lugares de fijacién para antigenos. Su estructura
quinica esta compuesta por dos cadenas "H" idénticas, unidas
por un par de enlaces disulfuro y dos cadenas "L* idénticas
unidas cada una a una cadena pesada por un enlace cruzado de
disulfuro. Tiene una vida media aproximada de un mes (3).

La IgM es la de wmayor peso molecular. Son
predominantemente intravasculares, Y constituye
aproximadamente el 10% (100 a 500 mg/100 ml en el cerdo) del
total de inmunoglubulinas en el plasma. La proporcién de IgM
es m&xima después de la primera exposicién a un antfigeno,
pero también se producen pequefias cantidades con
exposiciones subsiguientes o con estimulacién continua, por
ejemplo la flora bacteriana del intestino. Los anticuerpos
para bacterias gram negativas son predominantes del tipo
IgM. Su estructura quimica esta compuesta por 10 cadenas
pesadas "H" y 10 cadenas ligeras "L®, por wolécula sélo hay
5 lugares de fijacién antigénica. Aproximadamente tiens una
vida media de 10 dias (2),

10



PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL MERCAPTOETANOL

El ne‘captoetanol es un compuesto orgénico, su
estructura nolecular (CH 2 OH CHSH) es el resultado de 1la
combinacién de un alcohol (etanol CH 3 CH 2 OH) y compuestos
azufrados (mercaptano R=-SH) que tiene 1la capacidad de
combinarse con compuestos que contengan enlaces disulfuro
formando dieros de mercaptano (2/8/15),

Sus p%opiedades fisicas incluyen ser incoloro,
insoluble en agua y de olor penetrante y desagradable, su

punto de ebullicién es de unos 30 grados menor que la del
etanol, la eLergia de disociacién de sus enlaces es de 80
Kcal/mol en| comparaciém con las 110 Kcal/mol de 1los
alcoholes (1 ).

Con el empleo de agentes quimicos como el
mercaptoetanadl se pueden facilitar 1los diagnésticos de
algunas infedciones tempranas, como por ejemplo en el caso
de Brucella Parvovirus en cerdos (1'8'12'15) ya que éste
fragmenta la| molécula de IgM que es producida durante la
primera exposicién con el antigeno, dejando moléculas libres
de IgG no funcionales y que no pueden ser detectadas por las
pruebas convencionales de diagnéstico (Pruebas de
Aglutinaci6 para Brucella y la prueba de IHA para PPV) ya
que estas solo detectan moléculas de IgG elaboradas en forma

natural y recijente (1,9,11 y 15).

11



HIPOTESIS

El uso del mercaptostanol en la prusba de Inhibicién de
la hemoaglutinacién (IHA) permite diferenciar una infeccién
reciente de una que no lo es, en la enfermedad causada por

o1 Paramyxovirus del 0jo Azul.

12



OBJETIVOS

1.- Disponer de una técnica o procedimiento en el
diagnéstico de infecciones recientes contra el POA en
cerdos.

2.~ Determinar la molaridad apropiada del mercaptostanol en
la prueba de IHA para el procesamiento de sueros de cerdo

con anticuerpos contra POA.

13



NATERIAL ¥ NETODOS

El pressnte estudio se realizd utilizando animales
libres del POA (cuyes y cerdos adultos) los cusles fueron
inoculados por via int lar e intr 1 con virus

virulento de ojo asul, de los cuales se tomaron varias
muestras de sueros que fueron trabajadas por la técnica de
Inhibicién de 1a Hemoaglutinacién e IHA e 1IHA ads
mercaptoetanocl en tres diferentes molaridades para observar

si existia variacién o né en los titulos de anticuerpos.

VIRUS
El antigeno que se empled fué la cepa PAC II pase I el
cual se replicé en células PK15 alcanzando un titulo de 128

Unidades gluti t (UHA) congeléndose Yy

descongel&ndose para la liberacién del virus de la célula.
El cual fué utilizado con ese titulo para la inoculacién de
los animales.

Posteriormente se titulé con 1la prueba de
hemcaglutinacién hemoaglutinacién (HA) Y se
hemoaglutinantes (UHA} cuando se realizé 1la prueba de
inhibici6n de 1a hemoaglutinacién (IHA).

ANIMALES
Se utilizaron 4 cuyes libres de POA, hembras, cepa
Hartley (pelo corto, blanco, ojos rojos), que pesaron 500g,

de 3 meses de edad, que fueron inoculados con el POA, por

14
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via intramuscular (1 ®ml) e intranasal (0.% ml); y 3 cerdos
jévenes libres de POA, machos, razas Landrace, Hampshire y
criollos, todos de 1 afio y dos weses de edad, a 1l0s cuales
se les aplicd 3 =l intramuscular y 3 ml intranasal del mismo
virus, siendo para ambas especies dosis Gnica.

Los animales se sangraron cada 7 dias después de la
inoculacién hasta completar 4 musstras en los cuyes y 6 en

los cerdos.

VIA Y VOLUMEN DEL SANGRADO
Los cuyes se sangraron por puncién intracardiaca
realizando asepsia del &rea precordial con una torunda
impregnada de alcchol, la sangre se recolectd en tubos
vacutainer ™ obteniendo 1 ml por toma.
De los cerdos la muestra se tomd de la vena yugular
obteniendo 3 ml por toma. Después de la puncién se les
aplicd un desinfectante y compresiédn digital con una torunda

seca hasta detener el sangrado.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El tubo colector con la muestra sanguinea se incliné a
45° hasta que se coaguldé y se procedid & la remocién del
cofgulo en forma estéril al separarse del suero; los tubos

se colocaron en una centrifuga a 2,000 rpm durante 10

minutos, tomé&ndose posterior te los sobr dant (sueros)

que fueron inactivados en bafio maria a 56°C durante 30
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via intramuscular (1 ml) e intranasal (0.5 ml); y 3 cerdos
j6venas libres de POA, machos, rasas Landrace, Hampshire y
criollos, todos de 1 afio y dos meses de edad, a 1l0s cuales
se les aplic6é 3 ml intramuscular y 3 ml intranasal del mismo
virus, siendo para ambas especies dosis dGnica.

Los animales se sangraron cada 7 dias después de la
inoculacién hasta completar 4 muestras en los cuyes y 6 en

los cerdos.

VIA Y VOLUMEN DEL SANGRADO
Los cuyes se sangraron por puncién intracardiaca
realizando asepsia del &rea precordial con una torunda
impregnada de alcohol, la sangre se recolecté6 en tubos
vacutainer ™ obtenjendo 1 ml por toma.
De los cerdos la muestra se tomé de la vena yugular
obteniendo 3 mwl por toma. Después de la puncién se les
aplicé un desinfectante y compresién digital con una torunda

seca hasta detener el sangrado.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El tubo colector con la muestra sanguinea se incliné a
45° hasta que se coagulé y se procedi6 a la remocién del
cofgulo en forma estéril al separarse del suero; los tubos
se colocaron en una centrifuga a 2,000 rpm durante 10
minutos, tom&ndose posteriormente los sobrenadantes (sueros)

que fueron inactivados en bafio marfa a 56°C durante 30
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minutos. Después se colocaron en un congelador a =-20°C hasta
que se colect6é la totalidad de las musstras.

Una vez obtenidas todas las muestras los sueros fueron
tratados para eliminar posibles inhibidores inespecificos de
la siguiente manera: en tubos de ensaye se colocaron de cada
suero 200 pul de este m&s 200 4l de caolin y 200 ul de
eritrocitos de cuye al 5%, se mezclaron ligeramente hasta
quedar uniformes y se dejaron 24 horas en refrigeracién a 4°
Celsius, posteriormente se centrifugaron a 500 rpam durante
10 minutos, se obtuvo el sobrenadante (suero) y se colocé en
placas de 96 pozos con fondo en "V* para facilitar el

trabajo.

PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (IHA)

La prueba se corri6 en placas de 96 pozos con fondo en
"V* utilizando diluciones dobles desde 1:6 hasta 1:986. Con
los siguientestestigos: suero positivo, suero negativo
glébulos rojos de cuye al 0.75% y del virus de ojo azul
diluido a 8 UHA,ademds se retitulé el virus utilizado,Sse
tomaron como positivos los sueros con un titulo 1:16 y
negativo menor a este titulo, haciéndose 3 lecturas a los
20, 40 y 60 minutos.

Procedimiento:
l.- Se colocaron 50 ul de scolucién buferada de fosfatos
(PBS) en cada uno de los pozos de la placa.
2.~ Se colocaron 50 ul del suero problema en los pozos de la

primera fila (1-12).
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3.~ Con una multipipeta se diluyeron los sueros problema
(diluciones dobles) toaéndose 50 ul de cada pozo (AH).

4.- Se desechSé lo que quedd en la Gltima dilucién (30 ul).
S.- Se pusieron 50 sl por pozo del antigeno (POA) a @
unidades hemoaglutinantes (UHA) en toda la placa incluyendo
108 testigos positivo, negativo y de virus.

6.~ Se dejaron las placas a temperatura ambiente durante 30
minutos.

7.- Se aplicaron en cada pozo 50 ul de eritrocitos de cuye
al 0.75% en toda 1la placa. Incluyendo el testigo de
eritrocitos.

8.- Se dejaron las placas a tempsratura ambiente hasta gue
empezaron a hacerse manifiestos los botones de sedimentacién
del control de eritrocitos (aprox. entre 20 y 30 minutos).

9.~ Se realizaron las lecturas.

PRUEBA DE LA INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION MAS
MERCAPTOETANOL

Se prepararon 3 placas de 96 pozos con fondo en “V®
colocindose en cada una 1los sueros previamente preparados
con tres diferentes molaridades de mercaptostanol (0.1, 1.0
y 2.0 Molar) en proporcién de 1:5 (25 ul de mercaptoetanol y
100 ul de suero). En seguida se colocaron en una plancha
agitadora-mezcladora durante 2 horas.

Procedimiento de la prueba:

1.- Se colocaron 50 ul de solucién buferada de fosfatos

(SBP) en cada uno de los pozos de la placa.
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2.~ Se colocaron S50 41 del suero preparado con
sercaptosetancl al 0.1 M en los posos de la primera fila.#*
3.~ Se continda con los mismos pasos de la prueba de IHA

esténdar (paso 3 en adslante).

* NOTA: Se realizaron los mismos pasos para repetir el
experimento con el suero preparado con mercaptoetanol al 1 M

y al 2 M.
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METODO ESTADISTICO

Se calculé la estadistica descriptiva de las variables
en estudio por animal y por tratamiento.

Se utilizé un disefio de blogues completos al azar y su
anilisis de la varianza utilizando el procedimiento GLM del
paguete estadistico SAS (que basa su solucién en el aétodo
de cuadrados minimos) para probar diferencias entre animales
(cuyes y cerdos, segin el caso) y los tratamientos (testigo,

0.1M, 1M y 2M).
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RESULTADOS

En la semana 1 existe un titulo de la inhibicién de la
hemoaglutinacién (IHA) bastante bajo para los tres cerdos.
En la semana 2 los niveles de anticuerpos fueron 1:192 para
los tres cerdos y al manejar las diferentes molaridades en
general se observé un descenso en el titulo de anticuerpos.
Debido a la gran variacién entre cerdos no es posible
detectar diferencias en el tiempo a partir de la tercera
semana (Cuadro 1).

El andlisis de 1la varianza del disefio de blogues
completos al azar permitié observar diferencias entre
molaridades al contrastar al testigo con el 2M y al 0.1M con
el 2M (p < 0.05) Cuadro 2

En el <Cuadro 3 aparecen los promedios y las
desviaciones estandar para cada uno de 1los cerdos Yy
encontramos en general diferencias importantes entre ellos.

En ambas especies al observar los valores obtenidos en
las diferentes molaridades (Testigo, 0.1 M, 1 My 2 M) se
presenté una disminucién en los titulos de anticuerpos.

En cuanto a los cuyes, en la primera semana se
observaron resultados serolbgicos negativos excepto en el
cuye 3. A partir de la semana 2 108 cuyes presentaron una
respuesta serolégica muy variable (cuadro 4) y-en el
anslisis de la varianza-(cuadro 5) precisamente esta gran
variabilidad no permitié observar diferencias entre los

tratamientos (diferentes molaridades y testigo) (p > 0.05).
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En el Cuadro 6 aparecen los promedios y las
desviaciones estindar para cada uno de los cuyes Yy

encontramos diferencias importantes entre los mismos.
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DISCUSION

Al inocular a los cerdos con el antigeno de 0jo Azul es

de esperarse que &stos g en una resp ta a través del
tiempo. Los resultados de este estudio evidenciaron que 1la
respuesta individual es muy irregular.

Las diferencias observadas entre tratamientos sustentan
la hipétesis de que es posible detectar diferencias entre
infecciones recientes con respecto a las viejas, pero sélo
en el cerdo y sélo al comparar el grupo testigo y al O0.1M
con el 2M.

La concentracién 2M tuvo un efecto que nulificé en
algunos casos totalmente (cerdo 2) la deteccitn de
anticuerpos a pesar de haber trancurrido mds de un mes de la
inoculacién. Esto indica que muchas de la 1gG también fueron
desnaturalizadas, por tal motivo su coeficiente de variacién
es tan elevado.

La diferencia entre los cerdos puede estar dada por la
idiosincrasia de cada uno a pesar de tratarse de animales de
la misma edad, peso y de ser mantenidos en las mismas
condiciones y por causas desconocidas no controladas.

Era de esperarse que existiera una diferencia
significativa entre los tratamientos con relacién a los
sueros sin mercaptoetanol dado al efecto que tiene éste en
las 119G producidas en las infecciones recjentes. Sin
embargo estadisticamente no existié diferencia entre las

soluciones .1M, 1M y los sueros no tratados o testigos
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(P>0.05) . Esto puede deberse fundamsntslmente a qus el
ndmero de observaciones en el superimento es muy bajo, lo
que origina que 10s errores estindares sean amplios.

En los cuyes pudo observarse una gran heterogeneidad.

circunstancia que no permite probar diferencias estadisticas

entre tratamient (diferent molaridad Yy testigo) aunado
al tamafio de muestra tan reducido. A los resultados, no
obstante, puede atribuirse tanbién una respuesta
inespecifica del suerc de cuye, a los diferentes

tratamientos con el mercaptoetanol.
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CONCLUSIONES

De los animales utilizados en esta prueba cuyes y
cerdos se observd que en 10s cuyes no se obtuvieron los
resultados qus se esperaban por ser posiblemente una especie

heteréloga al virus de 0jo Azul (POA. Por lo que se puede

Aaad

var que un inicio no se pueda detectar una
variabilidad en su respuesta inmune

8in embargo en el cerdo se observdé una respuesta mayor
a la generacidn de anticuerpos.

Las diferencias observadas entre tratamiento afirman la
hipétesis de que es posible detectar diferencias entre ‘
infecciones recientes con respecto a las anteriores que
hubieran padecido los animales, pero sol6 en el cerdo al
utilizar la concentraciédn 2 molar, lo que nos indica que

esta dilicién es la adecuada.

24



LITERATURA CITADA

1.~ Argate. M.; Hern&n. F. y Sena. A.: La prueba del
mercaptoetancl en el diagnéstico de brucelosis porcina.
cienc, Tec. Agric.2:47-53 (1980).

2.- Bowman y Rand: Farmacologia, bases bioquimicas y
patolégicas. Interamerjcana. México, D.F., 13.1-13.10.
(1984) .

3.= Carrebdn, N.R.; Fuentes, R.M.; Stephano, H.A. Yy
Ramirez, M.H.: Estudios preliminares del paramixovirus de
ojo azul en la Repiblica Mexicana. Memorias del curso de
'actualizacién de enfermedades virales del cerdo. AMVEC
México, D.F., 1989. 78-82. Asociacién Mexicana _ de
Veterinarijios Especjalistas en cerdos, México, D.F. (1989).

4.- carreén, N.R.: El sindrome de ojo azul. Sintesisg
porcina. 9: 60-62. (1990).

5.~ Flores, J.J.; Lo6pez, M.J. y Fuentes, R.M.:
Resultados preliminares sobre la inoculacién experimental
del paramixovirus de ojo azul POA en el pecari de collar
Dicotjiles tajacu. Tesis de licenciatura,_Fac. de Med, Vet. y
Zoot. UNAM, México, D.F. (1990).

25



6.- Galina, P.L.; NXartines, L.A.; Correa, G.P.;
Colinas, T.A.; Aguilar, R.T. y Ramirez, N.R.: Transmisién
experimental del paramixovirus porcino de La Piedad,
Michoacén (Pp-lpm) en cerdos. Memorias de la XXIV Convencién
de la Asociacién Nexicana de Veterinarios Especialistas en
cerdos. Morelia, Michoacén. 1989. p 84._Asociacion Mexicana
de  Veterinarios Especialistas .en cerdos, México. D.F.
(1989) .

7.- Gay, G.M.: Pruebas de laboratoric para el
diagnéstico de 0jo azul. Nemorias del curso de actualizacién
de enfermedades virales del cerdo. México, D.F, 1989 83~
S4u.Asociacién Mexicana de Vetsrinarios Especisalistas en
cerdon, México, D.F. (1989).

8.- H.S. Joo, R.H. Johnson and D.L. Watson.:
Serological procedures to determine time of infection of pig
with porcine parvovirus. yAust, Vet., J.. 54:125-26, March,
(1978) .

9.- Hedberg, G.; Reed, R.L. and Snyder, K.T.: Manual
the diagnostic virology laboratory. National _Veterinary
Service Laboratories, AMES, IOWA. (1989).

10.- Marin, C.N.T.: Sondeo serolégico de brucelosis en
cuatro granjas porcinas mediante distintas pruebas
diagnésticas. Tesis de licenciatura._[Fac, de Med. Vet., y
Z900t, UNAM. (1980).



11.- Martinez, L.A.; Correa, G.P.; Rosales, E.F.;
Vézquez, P.C. y Garibay, S.M.: Respuesta de anticuerpos
inhibidores de la hemoaglutinacién contra el paramixovirus
de ojo azul porcino de la Piedad, Michoac&n en cerdos de
diferentes edades. Memorias de la XXI Reunién Nacional de la
Asocigcidén Mexicana de Veterinariog Especialistas sn Cexrdos,
Puebla-Tlaxcala, 1986. 101-104. Asociacién MNexicana de
Veterinarios Especialistas en Cerdos. México, D.F. (1986).

12.~ Pérez. P.F.; Stephano, H.A. y Gay, G.M.: Estudios
histolégicos en lechones inoculados experimentalmente con el
paramixovirus de ojo azul. Memorias del XXIII congreso de la
Asociacién Mexjcana de Veterinarjos Especjialistas en cerdos.
Le6n, Gto. 1988, 81=-83. Asociacién Mexicana de Veterinarios
Especialistas en Cerdos. México, D.F. (1988).

13.~ Rosales, F.;Correa, P.: El sindrome del ojo azul.
Primera parte. Avances 4: 99-102 (1990).

14.~- Rosales, F.;Correa, P.: El sindrome del ojo azul.
Segundaparte. Avances 5: 133-38 (1990).

15.~ R. Montgomery; R.L. Pryer; T.W. Conway; A. A.
Spector. Bioquimica médica. Salvat, México, D.F., 57,71~
73,99 (1980).

16.- Stephano, H.A. and Gay, G.M.: Experimental studies
on a new viral syndrome in pigs called ‘blue eyes’,
characterized by encephalitis and corneal opacity.
Proceeding of International Pig_ Veterinary Society 8th.
Congress, Ghent, Belgium 1984, 71 inter. Pig.

Vet. Soc. Ghent, Belgium (1984).

27



17.- Stephano, MH.A.; Doporto, D.J,; y Gay, G.M.:
Estudio epidemiolégico en las granjas porcinas afectadas por
el sindrome de ojo azul. Memorias de | la reunién de
investigacién pecuaria en México. 1985, 93. SARH-UNAM,
México, D.F. (1985). ;

18.- Stephano, H.A. y Gay, G.M.: SlndFOIO de ojo azul

en cerdos. Sintesis porcina 4: 42-49, (19!5)?.
19.~ Stephano, H.A. y Gay, G.M.: n‘\-lndrono de ojo

azul en cerdos de granjas engordadoras. lﬁ‘lcriu de la XX
Reunién Nacional de la Asociacidén Mexicana de Veterinarios
Especialistas en Cerdos. Mérida, vucathk 1985, 71-74.
Asociacién Mexicana de Veterinarios Especjalistas en cerdos,
México, D.F. (1986).
20.- Stephano, H.A. y Gay, G.M.: Encefﬂlitn. falla

|
reproductiva y opacidad de la cérnea en cerdos, sindrome del
ojo azul, asociado a un paramixo?viru- . Estudio
cronolégico.Vet, Mex, 1:359-62 (1986). ;

21.- sStephano, H.A. y Gay, G.M.: Encefalitis, falla
reproductiva y opacidad de la cérnea, ojd azul. Sintesis
percina $:26-39 (1986).

22.- Stephano, H.A. y Gay, G.M.: El illndromo de ojo
azul. Una nueva enfermedad en cerdos asociada a un
paramixovirus. wmggum $303=7
(1985). ‘

23.- Stephano, H.A. y Gay, G.M.: El +indrou del ojo

|
azul en cerdos. Vet, Mex. 17:120-22 (1986). 3
|
I

28



4.~ Tizard, 1an.; Inmunoclogia vaterinaria.:
Interamericana, México, D.F., 45-63 (1985).

SR TESIS A8 DEBE
SHR B LA BGLATERK

29



RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE
INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION
(IHA) Y DE LA IHA MA8 MERCAPTOETANOL
EN CERDOS

No. IDENTI- TOTAL
FICACION WMUESTRAS

CUADRO # 1
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INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

VALORES COMPARATIVOS
EN CERDOS
UNIDADES
R
3sofLLEL T m

300 || |
250 o " -
200t |1 [
180 - - " -
100} |- ' /
sof | £

°0 7 14 21 28 35 42

DIAS POST INOCULACION

Evi+MEOI M
SHi+ME1M
Vv + ME2 M




.2

Andlisis por Tratamiento en Cerdos

CUADRO 2

No. de Valor Valor Deswacisn
Tx Qbservacicnes taximo Finimo Media Esténdard
™1 18 8.52 0 486 1.9
™2 18 8.58 g 4.27 3.28
™3 . 18 5.58 0 248 241
T4 18 8.58 9 6.35 238
Tx- Tralamicnlo Txi= C.i Nabsr 2= 10 Nolr
Ta3- 20 Mokr Ted = Tesligo
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CUADRO 2

Desviacisn Estandard de fas Pruebss de [H2 Normal en los Cerdos

‘ i No. de Y Valor | . Valer Desviacion
Especie ; Observaciones » Hfuimo i‘i HMinimo Media Esténdard
Cerdo 1 2 ! 7388 [ g L57 255
Cerds 2 24 | 7333 o 347 278
Cerdo 3 e c 383 G 5,48

R
W
I s




RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE
INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION
(IHA) Y DE LA IHA MAS MERCAPTOETANOL
EN CUYES

No. IDENTI- VA Y TOTAL
FICACION Do MUESTRAAS

-t m

Mt m

iN OGS m)

CUADRO # 4
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INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION.

VALORES COMPARATIVOS
EN CUYES
UNIDADES
() T
A ¥

DIAS POST INOCULACION

Bu

EEHI+ MEO.A M
Nui+METM
Dvi + me 2 M



INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

VALORES COMPARATIVOS
EN CUYES
UNIDADES
4 B T

EHi+MEOIM
SHI+METM
Vil + ME2 WM

DIAS POST INOCULACION



9¢

CUADRC &

Anélisis por Tratamiento en Cuyes

No. de Valor Valor Dasviacion
Tx Observaciones Maximo Minimo Media Esténdard
Txi 12 6,588 0 2 2,11
Tx2 12 4,385 g 1,87 2,02
Tx3 12 5,585 g 2.53 241
™4 12 7,558 0 342 3,07
Ti= Tralamienio Tal= 0.1 Molar 722 = 1.0 Nalar
a3 20 Nolw Ted = Tesligo




CULDRO 3

Desviacién Estandard de |as Fruehas de IHA Normal enlos Cuyes

LE

Ne.de 1} Valor Valor _ Desviacitn

Especies | Observacicnes ! Méxims Minimo Media Estandard
Cuye 1 12 i 8583 G 2 2.11
Cuye 2 i2 E 4383 C 1.‘87 2,02
Cuye 3 12 . h_.H 0 » 2:5 2.41
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