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RESUMEN.

RAMIRKZ HERRANDEZ GERARDO. Deteceiébn Virolégica y
Serolégica del Paramyxovirus del OJo Azul en la Rata. Baljo
la asesoria de : M.V.Z. Rosalba Carreén Napoles y W.V.Z.
Humberto Ramirez Mendoza.

El paramyxovirus del odo azul (POA) aparece en la
Reptblica Mexicana en el aiio de 1980 y hasta la fecha el
cerdo es 1la Unica especie afectada. Se desconoce el papel
que Juegan en la diseminacién de 1la enfermedad otras
especies animales silvestres y/o domésticos. Existiendo la
necesidad de determinar si &stas pueden tener implicacién en
la transmisién de la enfermedad. Para el presente trabajo se
selecciond a la rata. Se colectaron 25 especimenes de una
granja & la que previamente se le habia diagnosticado la
enfermedad del oJo azul., Postericrmente a sSu captura, para
el aislamiento viral se tomé el encéfalo realizéndose
inmunofluorescencia directa e inoculéndose un monoestrato
celular de la 1linea PK-15, éste se observé en el
microscopio., Se hizo la prueba de hemoaglutinacién de los
sobrenadantes de los <tubos de Leighton de las 896 horas
postinoculacién. Se tomaron muestras de sangre por punclén
cardiaca para la deteccién serolégica de anticuerpos contra
POA utilizando la técnica de inhiblecién de la
hemoaglutinacién (IHA) y sueroneutralizacién (SN), El
resultado de la inmunofluorescencia directa del encéfalo
mostrd tres muestras con fluorescencla. La inoculacién de
células PK-15 con macerado individuales de los encéfalos
para el aislamiento viral no mostraron reaccién en los tres
pases ciegos realizados por lo tanto se consideraron
negativos. La prueba de hemoaglutinacién en placa resultd
negativa. Las pruebas seroldgicas por IHA mostraron titulos
de anticuerpos de 1:12 en 8 ratas, 1:6 en 2 ratas y las 14
restantes no reaccionaron a la prueba. De acuerde a estos
titulos, los resultados fueron considerados negativos dado
que en la literatura se cita como criterioc de positividad a
titulos IH mayores de 1:16. En lo que respecta a la técnica
de SN, todos los sueros resultaron negativos.



INTRODUCCION.

A lo largo de la historia de la humanidad el hombre ha
disefiado una variedad infinita de técnicas para procurarse
un medio propicio para su desarrollo. La mayoria de éstas
técnicas han sido ideadas principalmente para aumentar la
produccién de alimentos de origen vegetal y animal. Se puede
considerar que una de 1las actividades pecuarias de més
desarrollo es la produccién porcina, ya qQue el consumo de
carne de cerdo es mayor que el de otras especies en todo el
orbe, ademds al cerdo se le ha considerado comc una
excelente fuente de proteina de origen animal. Por esto es
importante a nivel 4técnico mantener é&sta produccién y
fomentarla. Sin embargo, ¢sta se ve afectada por las
enfermedades ya que decrecen la productividad del 15 al 40
%; hay que tomar en cuenta que cuando se presentan por
primera vez, pueden afectar a toda la plara y posteriormente
permanecen en forma enzodtica en la granda (37). Este es el
caso de las enfermedades virales, como ejemplo tenemos a la
enfermedad del ojo azul.

Esta enfermedad, se present6 en la Piedad, Michoacén,
México en el afio de 1980 (1,33). Se caracteriza por afectar
al cerdo, siendo los lechones de 2 a 15 dias de edad los més
susceptibles, los principales signos son: nerviosos tales
como incoordinacién, rigidez vprincipalmente en miembros
posteriores, temblores musculares, marcha rigida o mediante
brincos. Algunos cerdos padecen opacidad corneal que puede

variar desde 1 hasta 50% de los animales afectados, ésta



genzralmente es unilateral, pero en ocasiones llega a ser
bilateral., Con frecuencia sélo se observa opacidad de la
cérnea sin signos nervicsos en lechones. No hay anorexia ya
que el animal continGa mamando mientras pueda desplazarse
hacia 1la madre. Algunos muestran hiperestecia, y si son
levantados, hacen movimientoe de pedalec. M&s tarde presentan
postracidn, generalmente en decUbito lateral, v finalmente
eatén letérgicos, con algunos movimientos involuntarios,
mirada pérdida, pupila dilatada, ceguera ¥ en ocaslones
nistagmus. Al mismo tiempo de los signos descritos, puede
presentarse fiebre, eritema cuténeo, pelo erizado, dorso
arqueado, conduntivitis, ligero e&ema palpebral, epifora.
El porcentaje de morbilidad en las camadas afectadas varia
del 20 al 90 % y la mortalidad va del 40 al 100 % (8),
presenténdose de 30 a 48 horas después del primer Signo y
entre 2 y 7 dias en casos posteriores,

En animales de mé&s de 30 dias de edad, la enfermedad
se inicla generalmente 2 6 3 semanas después de que los
cerdog son agrupados en los corrales y son Sometidos a un
intenso manejo (vacunaciones, baflo, tratamiento individual)
(2,.28). Los signos nerviosos son raros y pocos mueren por la
enfermedad, a menos que se asocie con otras infecciones de
las cuales, las mis frecuentes son las enfermedades
respiratorias (Actinobacillus plenropnenmonise, Easteurells
multocida, Mycoplasma hyvopneumoniae) (17). El curso de 1la
enfermedad es de 1 a 4 diag (29). El porcentaje de

mortalidad es menor al 1 % (3), Se reporta que menos del 1



hasta 20 % de los cerdos desa:roilan‘ppacidad de.la céfqea,
uni o bilateral.

En el pie de cria se afectan los siguientes
pardmetros reproductivos: Aumento de hembras repetidoras
(Baja de 15 a 20 % la fertilidad del hato persistiendo por 6
a 8 meses), aumento en el numero de lechones nacidos muertos
(2 al 24 %) y fetos momificados (1 al 5§ %), En sementales
afectados se ha referido, que a las 10 semanas postbrote,
éstos presentan: anorexia, opacidad de la cérnea unilateral,
deterioro gradual de 1la condicién fisica, orquitis aguda
unilateral, atrofia del testiculo, epididimitis bilateral a
nivel de la cabeza con formaciones quisticas, deterioro
progresivoe de la libido y disminucién de 1la motilidad
espermitica (24,28,31,32,33,34,36).

Dadas las caracteristicas sefialadas y los estudios
realizados, esta enfermedad tiene un efecto importante en la
porcicultura nacional (33). Se hace mencién de un andlisis
econdémico de un brote en 18984 (al parecer combinado) de
enfermedad del edema y POA, el cual arrodé los sigulentes
resultados de una poblacidén susceptible de 6,000 cerdos (de
15 a 40 Kg de peso). se afectaron 3,000 (50%), de éstos
murieron 2034 (67.8%); con un cogto promedioc por animal de
$7,000.00, lo gque dié un total de $14°238,000.00. Los
animales que no murieron (366) tuvieron un retraso promedio
de 45 dias para llegar al peso de venta (185 Kg). Se calculé
un consumo de alimento diario de 2.5 Kg/dia/cerdo, a raaén

de $32.00 el kilo, lo gque da un total de pérdidas, por este



concepto de $3°477,600.00. Se mencionan pérdidas globales
(por muerte y retraso del crecimiento) en el brote estudia-
do, que ascendieron a $17°715,600.00 (21,27).Se debe
mencionar que los costos anotados son de aproximadamente
Julio de 1984, cuando la paridad con el délar era de
$187. 07.

Al virus en un principio se le conocié como virus del
Sindrome del Ojo Azul (VSOA) (28), posteriormente se le
denominé a las cepas alsladas como Paramyxovirus del Ojo
Azul (POA) por el equipo de Stephane y col, y como
Paramyxovirus Porcino de la Piedad, Michoacén (PP-LPM) por
el equipo de Moreno-Lépez y col (18). En el presente trabajo
se le designé como POA.

El agente causal de la enfermedad ha sido clasificado
dentro de la familia Paramyxoviridae, en ésta se encuentran
tres géneros: Paramyxovirus, Morbillivirus y Pneumovirus. El
virus pertenece al primero y sus principales caracteristicas
son: viriones pleomorfos, usualmente esféricos, de 150
nanémetros (nm) o m&s de didmetro. Envoltura lipida de doble
capa con proyecciones en la superficie y nucleocépside
helicoidal firmemente estructurada. Genoma no segmentado con
RNA lineal de tira tGnica, La polimerasa del virién de RNA
transcribe RNA viral en el mRNA complementario, que puede
encontrarse también en el virién. Ademds éste contiene
hemaglutinina y neuraminidasa. El virus es antigénicamente
estable. Algunas especies que podemos encontrar son el virus

de la enfermedad de Newcastle, virus 3 de parainfluenza



bovina; 3 de parainfluenza equina; 2 de parainfluenza
canina; 2 de parainfluenza aviaria, parainfluenza del pavo,
paramyxovirus del loro y virus sendai (4).

Este paramyxovirus es diferente antigénicaménte con
respecto a las dem&s especles reportadas previamente, ya
que en estudios seroldgicos se observa que el virus aislado
no estd relacionado con paramyxovirus (PHV) 1 (Sendai-
Newcastle), 2, 3, 4, 6 y 7. Tampoco esta relacionado con el
parainfluenza 1, 2, 3, 4a, 4b o 5. Y no se ha relacionado
con antisveros de Paramyxovirus conocidos (19).

En otro trabajo ge demostrs que las proteinas
estructurales, del patrén antigénico del POA, tales como: la
proteina larga, la hemoaglutinina, la neuraminidasa, la
nicleo proteina, la proteina de fusién y 1la proteina de
matriz, muestran diferenclas con otros paramyxovirus como
virus de parainfluenza bovina tipo 3 (PIV3) cepa U-23 y con
las del virus de la enfermedad de Newcastle cepa montana,
por medico de electroforesis en gel de poliacrilamida
(11,19).

Las particulas virales observadas por tinciones
negativas de sobrenadante de células infectadas son de 2
tipos: pequefias de 100 a 150 nm y grandes de 300 a 369 nm.
Estas particulas se ven en el cltoplasma, dentro de
vesiculas y préximas a la superficie de la membrana celular,

Esta enfermedad es causada por un virus ARN que nmuestra
sensibilidad al éter, cloroformo, tiene resistencia a 1la

actinomicina D,



Tiene capacidad de hemoaglutinar eritrocitos de
mamiferos domésticos y aves tales como: vaca, caballo,
cerdo, cabra, gato, cuye, hamster, rata, ratén, coneldo,
gallina y humano tipo A, B, AB ¥y O (5,15,16).

En todas las especlies se observa elusién a 37 °C entre
30 y 60 minutos (debido a la presencia de neurcaminidasa).

También produce hemoadsorcién de 1los eritrocitos
sefialados en células PK-15 infectadas 72 horas antes (35).

El virus se 1inactiva a 56 °C después de 4 horas,
mientras que 1la hemoaglutinacién viral se pierde hasta las
48 a 68 horas a 56 °C. En otros trabalos se ha observado gque
el POA conserva sus propiedades hemoaglutinantes e
infectivas en células PK-15 por 110 o mas dias de
tratamiento a 37 *C. A 56 “C sus propiedades
hemoaglutinantes se conservan por lo menos hasta los 30
minutos ¥y su infectividad hasta los 15 6 més minutos. A 87
“C conserva su hemoaglutinacién durante 1 minuto y su
infectividad por lo menos durante 3 minutos (5).

El virus puede ser replicado en embridén de pollo y en
las sigulentes lineas celulares: Rifién de cerdo (PK-15),
testiculo de cerdo (TC), VERO (rifién de mono verde
africano), rifién de gato (CK), embrién de bovino (BEK),
rifién de hamster lactante (BHK21) y dermis equina (DE); asi
como en cultivos primarios de rifién de cerdo y de tiroides
de bovino; en los cuales causa efecto citopatico dentro de
las 24 a 48 horas después de 1la inoculacién: el cual

consiste en formacién de sincitlos (caracterizado por fusién



de 3 a 20 células o més), 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 citopAtico completo

(2,24,25,26,34). Las células VERO fueron las menos

sensibles, en éstas el efecto citop&tico fue moderado y no
' se generalizd.

Otros autores han encontrade que, también en los
sigulentes tipos de cultivos celulares, el virus produce
efecto citopftico: 1) Células de Cerdo: de cornete, plexo
coroideo y la linea celular IBR s; 2) De bovino: de cornete,
rifién, testiculo, piel, palatinas y de plexo coroideo; 3)
Mono: células GMK; 4) Ademés de pulmén de visén y fetales
humanas. Hay presencia de cuerros de inclusién
citopldsmaticos en 1la linea celular PK-15 y en mayor
cantidad en células GMK (19).

En moncestrato de cé€lulas PK-15 preparados en tubos de
Leighton, infectadas con el POA, desde alrededor de las 40 a
lag 75 horas postinoculacidén se obtuvieron altes titulos de
virus al titularlos por efecto citopadtico y desde las 65
horas postinoculacién buenos titulos por hemoaglutinacién.
Es en ese tiempo cuando se podrfa recomendar hacer la
cosecha de las células, para obtener los méximos titulos de
antigeno para ser utilizado en pruebas serolégicas y/o
vacunas (2).

Experimentalmente se menciona que el 50 %X de 1los

.embriones de pollo de 6 dias de edad mueren en un periodo de



72 hrs, cuando el POA es inoculado en la cavidad alantoidea.
Otro sistema huesped comunmente utilizado para el estudio de
esta enfermedad son los ratones. Estos han sido inoculados
por via intracerebral con una suspensién viral de POA,
mostrando tremores y excitacién y murieron entre los 3 y los
5 dias postinoculacién. En conedo adulto inoculado con POA
por via intramuscular, uUnicamente desarrollc anticuerpos
(Ac’s) (3).

La enfermedad sélo se ha reportado en nuestro pais por
lo que se puede considerar como exética para el resto del
mundo (25). .

El POA se encuentra ampllamente distribuldo en la
Replblica Mexicana, sin embargo La Piedad, HMichoacén es
considerada como el principal foco de infeccidén. Se ha
reportado serolégicamente en los sigulentes estados: 198@-
1981.- Michoacén, Jalisco, Guanajuato. 18982.- Edo. de
México. 1983.- D.E., Nuevo Leén, Hidalgoe, Tlaxcala,
Querétaro, TabascoX, Yucatén., 1984,- Tamaulipas. 1988.-
Puebla. 1990.- Campeche, Quintana Roo. 19891.~ Sonora,
Morelos, Colima, Veracruz (1,7,27,32,34).

Los brotes de POA pueden presentarse durante todo el
affo, pero su incidencia es mayor en los meses de marzo a
Julio'(7.25L

La aparicién de 1los brotes, esta relacionada con la

entrada de animales infectados con o sin opacidad de 1la

* Casos detectados a nivel de rastro de animales
Provenientes del Bajio



cérnea a granjas con cerdos susceptibles. La transmisién por
contacto directo se facilita debido a gque los cerdos
portadores de mé&s de 308 dias son resistentes generalmente a
la presentacién de signos nerviosos y 86lc un  reducido
nomero de ellos (1 al 18 %) desarrcllan la opacidad de la
cérnea (25,26,35), También tiene importancla la entrada de
vehiculos y personas procedentes de granjag con problema de
POA (7,23,25.,26,30).

Hasta la fecha parece gque el cerdo es el Unico animal
afectado en forma natural. El papel que Jjuegan en la
diseminacién de la enfermedad otras especles animales
silvestres y/o domésticos, se desconoce, por 1o que surge la
necesidad de determinar o establecer otras especles animales
que pueden ser susceptibles al POA, asi como el papel que
Juegan dentro de la historla natural de 1la enfermedad
(8,32,34).

En un  experimento se utilizaron siete perros
localizados en tres granjas porcinas diferentes, en donde
previamente se diagnosticé el POA. A los sliete perros se les
dié de comer carne de cerdo con POA, permaneciendo
agintométicos durante 39 dias y no desarrcllaron anticuerpos
inhibidores de la hemoaglutinacién contra POA (29).
También se inoculd por diferentes vias a un Pperro mestizo
recién destetado de 4 semanas de edad con el PDA.

El perro

fue observado durante 1 mes sin que se presentaran signos

aparentes (3).
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BEn otro trabajo se estudiaron 31 suercs de ratas,
colectadas en 6 granjas de ciclo completo localizadas en los
Estados de México, Morelos, Michoacén y Distrito Federal. Se
trabajaron mediante 1la prueba de inhibicién de la
hemoaglutinacién., Obteniendose los sigulentes resultados:
Gnicamente en el Estado de México el suero de una de 9 ratas
estudiadas fue positivo con titulo de 1:20. En otra granda,
de 5 sueros de ratas estudiados, 3 fueron positives con
titulos de 1:20. En las demfs granjas todas las ratas fueron
negativas, aunque en 1las cerdas se detectaron niveles de
anticuerpos de 1:10 a 1:80 (22).

Como se puede observar falta muche por investigaf
acerca de los posibles reservorios de la enferredad, en éste
estudio se ha seleccionado a la rata, para determinar el
papel que desempefla en la historia natural del FPOA, va que
dicho animal se encuentra en la mayor parte de los lugares
donde el hombre se ha establecido, ¥ debido a su intima
asociaclén, es muy frecuente observarlas en las
explotaciones porcinas ya que al tener alimento disponlble y
acceslible asi como albergue, éstas proliferan y son
probablemente regervorios de la enfermedad de ojo azul
(21). Adem&s de los dafios que causan, estos roedores scn
portadores de enfermedades tales como brucelosis, erisipela,
encefalomiocarditis, toxoplasmosis, leptospirosis b4
salmonelosis, 4que pueden afectar &l hombre y/o a los
animales con 1los que éste convive o explota con fines

lucrativos (18,21),
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HIPOTESIS.

La rata al estar en constante contacto con cerdos
enfermos con el Paramyxovirus de OJo Azul, puede infectarse

y desarrollar anticuerpos.

OBJET IVOS.

Aislar el virus de POA a partir de encéfalos de ratas

capturadas en una granja donde se diagnosticé la enfermedad.

Determinar la presencia de anticuerpos contra el virus
de POA en ratas capturadas en una granja con presencia de la

la enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS.

Se seleccioné una granda ublcada en San Juan de los
Lagos, Jal, la cual tuvoe un brote de 1la enfermedad del OJjo
Azul en 1989, en 1990 para erradicar la enfermedad se fueron
desechando los animales seropositivos, se lavaron ¥
desinfectaron las instalaclones con la posterior utilizacién
de animales centinelas. Con pruebas serolégicas posteriores
no se encontré la presencia de anticuerpos contra la
enfermedad. En 1991 la granda se ve afectada nuevamente por
el POA.

Se utilizaron trampas de Jaula y come cebo chorizo para
la captura de 25 ratas del &rea de engorda donde hay més
problemas ocaslonados por FOA.

Para su manejo se les administré Clorhidrato de
Ketamina* por via intramuscular a dosis de 50 mg/Kg de peso
vivo.

TOMA DE SANGRE Y EXTRACCION DE ENCEFALO.

Se realizé la puncidn cardiéca. La sangre se destiné a
frascos estériles para la obtencién del suero.

Posteriormente las ratas se sacrificaron por
desnucamiento. A las cuales se les extrajo el encéfalo y se
deposité en frascos estériles.

PROCESAMIENTO DEL ENCEFALO.

El encéfalo se secciond longitudinalmente para realizar

13

con una mitad la inmunofluorescencia directa del O&rgano y

con la otra mitad se realizé un indculo para el alslamiento
x KETALAR 50, LAB. PARKE DAVIS




viral en cultivo celular.
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA DE ENCEFALO. .

Se procedié a realizar cortes congelados de 4 micras
del érganc. Los cértes fueron fidados en acetona por 2
minutos., Posteriormente se introduderon en una cémara himeda
y se les puso el conjugado especifico del POA. Se incubaron
a 37 °C por 30 minutos. La muestra fue montada para su
posterior observacién al microscoplo de inmunofluorescencia.
AISLAMIENTO VIRAL EN CULTIVO CELULAR.

El encéfalo fue macerade en medio esencial de EAGLEx,
Se recolectd el sobrenadante y se centrifugé a 2500 rpm
durante 390 minutos. Se filtré, obteniendo asi el inécule
para los monoestratos de las células PK-15. Las cuales
fueron inoculadas con 1 ml de este Sobrenadante.

Se 1inocularon 3 tubos de Leighton conteniendo un
monoestrato de células PK-15, m&s un tubo testigo por cada
mnuestra.

Los tubos de Leighton inoculados se observaron en un
nicroscopio invertido esperando encontrar efecto citopltico
durante las 48, 72 y 96 horas postinoculacién; después las
laminillas fueron fijadas para su tincién, posteriormente se
lavaron, se colocaron dentro de una cémara himeda y se les
cubrié con el conjugado especifico para el POA y se metieron
& incubar a 37 “C durante 32 minutos. Transcurrido este

* periodo de incubacién se lavaron con agua destilada, se
secaron y 3Se fijlaron a un portaobletos con glicerina
* IN VITRO, S.A. DE C.V.
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buferada.

Al no observarse inmunofluorescencia positiva en el
primer pase se les didé un segundo pase ciego, el cual fue
inoculado con el sobrenadante del tubo de Leighton de 96
horas, éste se £iltrd; al tercer pase clego se 1le hizo lo
mismo, si no se observé Iinmuncfluorescencila en las
laminillas, la muestra fue considerada negativa.

PRUOEBA DE HEMOAGLUTINACION.

Al tubo de Leighton de 96 horas se le realizé la lisis
celular, introduciendo el tubo &2l congelador de menos 78 °C
y monitoreando el desprendimiento de las células, vya
efectuado este se tomé ©.025 ml del sobrenadante y se
realizé la hemoaglutinacién en placa con erltrocitos de cuye
al .75 % y ave al 9.5 X (4
PREPARACION DE SUEROS.

La sangre obtenida fue centrifugada a 1509 rpm durante
10 minutos y el suero en forma estéril. Cabe menclonar que
la cantidad de suero obtenida fue muy poca y por lo tanto se
tuvo que diluir (1:3) con medio de eagle. Se lnactivaron a
56 °C durante 30 minutos. Estos sueros se utilizaron para la
prueba de Inhiblcién de 1la Hemoaglutinacién (I ¥
Sueroneutralizacién (SN).

TECNICA DE INHIBICION DE LA BBHOAGLU*IRACION.
PREPARACION DEI. ANTIGERO.
El antigeno utilizado fue la cepa LPMX pase 3 propagada

en células PK-15, congelada y descongelada dos veces y se

* Donada por el Dr. Moreno Lépez.
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centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos.

El virus se tituld por medio de la técnica de
hemoaglutinacién en microplacas de 96 pozos en forma de U,
empleando como diluyente PBS con pH 7.2; las diluciones
fueron de 1:2 a 1:256, el volumen inicial fue de 6.05 ml y
el final 0.925 ml posterlormente se agregaron 9.025 ml por
pozo de eritrocitos de cuye al 2.76 X. El antigeno se
utilizé con un titulo de 8 UHA,

La técnica de IH (Método Beta para titulacién del
suero) desarrollada por Snyder (10},

TECNICA DE SUERONECUTRALIZACION.
PREPARACION DEL ANTIGENO.

Para determinar la concentracién del virus se realizan
diluciones decuples de la alfcuota original utilizando medio
esencial de eagle.

Se utilizaron B tubos los cuales contienen cada uno 4.5
ml del medio. Al primero de é&stos se le agrega 9.5 ml del
virus, después de agitar se transfiere 9.5 ml del primero al
2 tubo y asi sucesivamente. En el dltimo tubo se desecha 0.5
ml.

La titulacién se realizard en placa de 96 pozos.

Se agregan 0.0590 ml por pozo hasta completar 8 pozos
por dilucién.

Posteriormente se agregan 0.150 ml de células PK-15 a
cada pozo. La concentracién de é3ta es de 100,000 por ml

Después de 6 a 7 dias se lee el efecto citoptico,

Para determinar el titulo del virus se utilizé el

16



nétodo de Karber (10).

En la tltulacién del antigeno esta fue de 10*° , para
obtener las 300 dosls infectantes del cultivo celular se
dividio 10**/ 10**™* g] resultado fue de 18*** por lo que
el factor de dilucidn es de 10,540.92 que corresponde a las

3090 dosis,

La técnica de SN (Método beta para la titulacién de los
sueros) descrita por Snyder (10).
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RESULTADOS.

Mediante 1la prueba de inmunofluorescencia directa de
los encéfalos de las 25 ratas, se obtuvieron tres muestras
‘con fluorescencia.

Todos los encéfalos de las ratas fueron inoculados
individualmente en tubos de Leighton con células PK-15 para
el aislamiento viral y los resultados obtenidos a las 48, 72
y 96 horas postinoculacidén fueron negativos en el primero,

. segundo ¥y tercer pase ciego.

"Con el sobrenadante del cultivo de 96 horas
postinoculacién de la prueba anterior, se realizé la prueba
de hemoaglutinacién en placa, cuyos resultados fueron
negativos.

En lo que respecta a la serologia, por medio de la
prueba de Inhibicién de la Hemoaglutinacién 9 sueros
tuvieron un titulo de anticuerpos de 1:12 y 2 con 1:6 (96 vy
48 Unidades Inhibidoras de la Hemoaglutinacién
respectivamente); los 14 restantes no mostraron ninguna
reaceién.

En la Sueroneutralizacién se observs la 1lisis celular
completa en todos los pozos de la placa, ocasionada por el
virus, lo que demuestra la ausencia de anticuerpos en los
sueros estudiados. Por lo tanto se consideraron negativos,

Los resultados se puede apreciar en el cuadro No. 1.
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DISCUS ION.

En 1la inmunofluorescencia de encéfalo se obtuvieron
tres nuestras con fluorescencia pero ésta no es una prueba
muy especifica ya que ésta puede ser ocasionada por
reacciones inespecificas, falla en la técnica o de
observacién, esto se comprobd con las técnicas sigulentes al
no obtener resultados positivos.

En los tres pases clegos realizados en cultivo celular
para el aislamiento viral no se mostré inmunofluorescencia
que indlca la presencia del virus por lo tantc se considert
negativo., El aislamiento viral es una prueba nuy
especifica. Ademés en otros +trabajos con enfermedades
virales como son gastroenteritis transmisible, aujeszky y
parvovirosis porcina se ha comprobado que los agentes aunaue
se inoculen en grandes cantidades muchas veces no se logran
alslar ya que se eliminan por pocas horas, por lo tanto no
se pudo aislar el POA (6,9,12,13,18).

En 1la prueba de IHA se considerafon negativos los
resultados, dado que en 1la literatura se cita como criterio
de positividad a titulos IH mayores de 1:16.,y se toma éste
limite ya que el POA es un virus que nos puede dar
reacclones cruzadas o tener hemaglutininas inespecificas que
nos pueden dar falsos positivos. Ademis éste método puede
emplearse cuando no es posible analizar por las técnicas més
gsenaibles. En trabajos realizados se ha comprobado que la

prueba de IHA tiene un porcentale de sensibilidad relativa
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(XSR) del 65.9 (7,12). Con respecto a é&sta prueba se
obtuvieron resultados contradictorios a los obtenidos en
un trabajdo realizado en ratas y cerdas de granjas con la
presencia de la enfermedad. En los que se obtuvieron titulos
de anticuerpos para las ratas de 1:20, y para las cerdas de
1:20 a 1:40,

En lo que respecta & 1a técnica de SN en toda la placa
se dié el efecto citophtico esto indica que el antigeno
puesto en los pozos al no tener anticuerpos especificos el
suero problema, no se neutralizd el virus. Esta prueba es de
las més especificas y muestra un XSR del 89.1, El rango de
titulos positivos se consideré a partir de 1:8 (12).
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CONCLUS TONES.

El POA no se aislé de los encéfalos de la rata ni se

detectaron anticuerpos séricos contra el virus.

De los resultados obtenidos se recomienda realizar
estudios en condiclones controladas utilizando el POA tanto
en ratas de laboratorio como en las provenientes de grandas

libres de la enfermedad.
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IF = INMUNOFLUORESCENCIA. . B D el
IFGC = INMUNOFLUORESCENCIA EN CULTIVO CELULAR, -

HA = HEMOAGLUTINACION (ERITROGITOS DE CUYE 0.75% Y AVE 0.5%).

IHA = INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (PLACA EN FONDO EN U).

SN = SUERONEUTRALIZACION,

PK-15 = LINEA CELULAR DE RIZON DE GERDO.

BT = LINEA CELULAR OE TESTIGULO DE BOVINO.
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