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INTRODUCCION 

ANTECEDENTES GENERALES . 

Los virus constituye n el grupo de agentes patógenos más 

importante para el humano y, además para una gran cantidad de 

orga nismos de interes económico para e l hombre . En l a s p r imeras 

etapas d e l estud io de los virus, llamar on la a tenc ión por su tamaño 

relativamente pequeño, ademá s de ser parásitos i ntrace l ulares 

obligados. Dentro de l a s c aracte r i sticas d istintivas de los v i r us 

podemos mencionar su orga nización y composic i ón as í como los 

me can i smos de replicación u s ados po r este . 

En cuanto a su compos ición, en la a ctua l idad se a cepta que u na 

particula viral completa o virión contie ne un so lo tipo d e ác ido 

nucle ico DNA ó RNA y una cubierta prote ica (cáps ide), que rodea el 

ma t e rial genético. Aunque, por otra parte , existen virus que se 

encuentran rodeados por una envoltura o membrana, la cual está 

constituida por lipidos , carbohidra tos y glicopr oteinas . Los 

virione s carecen además de la maquinaria necesaria para su 

multiplicación, como son; ribosoma s, sistemas enzimáticos 

necesarios para la sintes is de ácidos nucleicos y de proteinas ,y 

sistema s generadores de ATP. Aunque algunos v irus c ont i enen dentro 

de su c á pside enzima s implicadas en la replicación de s u genoma (la 

transcriptasa reve rsa en retrovirus ), está no e s una característica 

general de todos los virus (1). 

El tamaño de los virus es va riable; s i n embargo, la mayor 

parte d e ellos son más pequeños que las bacterias, aunque existe n 

algunos virus de mayor tamaño que cierta s bacterias como son 

mycopl asmas, ricketts i as y clamidias ; las cuales f ueron 

consideradas dur a nte algún tiemp~ como virus , debido pr i ncipa l mente 

a su tamaño y parasitismo intracelu lar . El tamaño y las 

c a racteristicas e structurales de un virus pueden deter minarse por 

téc nica s de filtra ción, con el uso de polímeros ó membranas de 

celulosa y, por micros copia electróni c a . Esta última permite 

obtener valores más precisos de las dimensiones y caracteristicas 
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morfológicas del virus (ver más adelante) . 

A diferencia de lo que ocurre con células y bacterias, el 

tamaño de los virus no aumenta, ni llevan a cabo su reproducción 

por mecanismos tipicos como son, fisión binaria, gemación o 

mitosis. Los virus más bien se multiplican por sintesis y ensamble 

de sus componentes, ello explica por que no varian de tamaño (2). 

REPLICACION VIRAL. 

ADSORCION. 

La primera etapa de una infección viral es el contacto entre 

la particula viral y la célula huésped, dicho evento ocurre por 

colisiones al azar, sin e mbargo la adhesión o adsorción del virus 

a la superficie ce Jular depende de la presencia de receptores 

especificos para el virus en la membrana celular y su contraparte 

de receptores de adhesión en la superficie del virus. Si los 

receptores celulares son destruidos por agentes enzimaticos o 

quimicos, el virus no se adsorbe a la célula y no se lleva a cabo 

la infección viral. Cabe mencionar que bajo ciertas condiciones 

"in vitre", es posible iniciar una infección viral con el ácido 

nucleico purificado de ciertos virus. La infección de este tipo 

salva las barreras de los receptores celulares. 

PENETRACION Y LIBERACION DEL GENOMA VIRAL. 

La siguiente etapa es conocida como penetración y en ella el 

virus se dirige hacia el interior de la célula huésped (en algunos 

casos por un mecanismo similar a la fagocitosis), entonces la 

partfcula viral sufre cambios conformacionales que determinan que 

el material genético se descubra o libere en el citoplasma . Las 

fases de penetración y liberación son variables para cüda tipo d e 

virus, y a pesar de que han sido extensamente estudiadas, aún 

faltan elementos por conocer (3). Por ejemp lo para el virus 

vaccinia (virus comp lejo, con envoltura), la cubierta exterior es 

removida, mientras la particula está en el interior de la vacuola 

fagocitica, y el core interno es entonces liberado hacia el 

citoplasma, donde una enzima especifica del virus, desnuda y libera 
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el DNA viral. 

PERIODO DE ECLIPSE. 

El periodo de infección en que el virus deja de existir como 

particula vira l es conocido como periodo de eclipse , y finali za 

cuando nuevos virus son forma dos y li berados al espacio 

e xtracelular. En esta etapa el virus comienza a sintetizar sus 

RNAs y proteinas necesarias para llevar a cabo su replicación. 

Posteriormente s e inicia la traducción de las p roteinas que 

formaran la cápside del virus, para fina l mente e nsamblar cada uno 

de sus componentes, los cuales se asoc ian al á cido nucleico viral, 

y producan particulas virales maduras que posteriorme nte son 

libe rada s 

Cabe mencionar que durante el período de ec l ipse la mayoría de 

los virus modifican de manera significa t i va el metabolismo de l a 

célula huésped, y que también, dependiendo del tipo de virus var ia 

la ruta de sintes is de sus macromoléculas (RNA, Proteinas, DNA) 

(2, 4). 

LIBERACION: 

En la etapa ·final de la infección , las nuevas particulas 

virales son liberada s al medio e xterior . El camino que siguen los 

diferentes tipos de virus varia, y depende e n gran medida de la 

na turaleza de su material genético y de la estructura y compos ición 

del virión, por ejemp lo los virus con envoltura gener almente salen 

llevánd ose segmentos de la membrana plasmática . Existen otros 

t ipos de virus en los que la liberación se da por el rompimiento de 

l a célula huésped (lisis celular) ( 4 ). 

CLASIFICACION DE LOS VIRUS ANIMALES 

Los virus animales se han a grupado con base en sus relac iones 

evolutivas y esto ha da do corno resultado la organización en 

familia s con una gran diversidad de e strategias de replicación y 

e xpresion . Es clar o que aunque el modo de replicación varia 

ampliamente entr e las familias, todos los virus t ienen necesidades 

comunes en lo que respecta a la maquinaria celular para la sintesis 
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de proteinas codificadas por el virus. Una de las caracteristicas 

comunes en cualquier virus es la presencia de RNAm para la sintesis 

de proteinas virales. Es importante hacer notar el papel central 

del RNAm como criterio para la clasificac ión biológica y molecular 

de los virus animales basados en la relación que se establece entre 

el genoma viral y el RNAm y también sobre el modo de replicación 

del genoma. 

La nomenclatura y clasificación de los virus plantea un 

fuerte problema para la Virologia. El propósito de la clasificación 

es agrupar dentro de una categor1as aquellos elementos que estan 

cercanamente relacionados, 

fisiológicos (ver figura A). 

METODOS DE ANALISIS DE VIRUS. 

usando criterios morfológicos y 

En el estudio de un virus en particular es indispensable hacer 

determinaciones fisico-quimicas y moleculares acerca de la 

estructura y composición del virus, para lo cual se requieren 

preparaciones de virus altamegwe purificadas, todo esto con el fin 

de obtener parámetros de referencia y comparación. 

Una primera fase de la purificación consiste en liberar las 

particulas virales de los restos celulares, lo cual puede 

efectuarse por varios métodos, como; ciclos de congelación 

descongelación, ultrasonido, homogeneización, tratamiento con 

detergentes suaves, uso de agentes abrasivos, étc. 

CENTRIFUGACION. 

La centrifugación y ultracentrifugación en sus diferentes 

modalidades ha sido importante en el aislamiento y caracterización 

de los virus (6). La separación de conta!ilinantes insolubles y 

organelos celulares de la preparación viral, se lleva a cabo 

utilizando centrifugación diferencial; con ciclos alternados de 

baja y alta velocidad las particulas de mayor tamaño logra n 

separarse de las menores. Posteriormente el virus puede 

purificarse por centrifugación zonal (gradiente de velocidad), 6 
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FAMIUAS DE VIRUS O.JE lt\fECTAN VERTEBRADOS 
SIN ENVOLTURA 

dsDNA 

lfldovmdae AdfTIOYiridoe 
(T 1pulo lride~t ) e (tdenow1.e ~o 2 ) 

PapavaVliklae 
(Papiloma ) 

dsRNA 

Reovindoe 
(Reo Tipo 1 ) 

ssRNA ssDNA 

@ @ @ 
Caliciviridae PKxrnovirtbe Parvovilida9 

(E:Ja>tomo '49ioAor) (R>üwus >tmrol) ( K;t hom Rot 1 

CON EN\U..TURA 

dsDNA 

Poxvindae 
( Vaecin1a) 

Arenaviridoe 
(CcriJmuw>cjlis i....tooteol 

Herpesv1nctle 
(He r pe s S 1mpl ei.. ) 

@ 
Rtllrovridoe 

(Sorcomo de Ro.is) 

{S i ndb1s) 

Figura A. Esquema de las familias de virus que infectan 

vertebrados. Tomado de Matthews 1982 (5). 
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b i en por centrifugación en gradientes al equilibrio (isopícnico). 

En el primero, la centrifugación se realiza a través de un 

gradiente preformado de una solución densa, como glicerol, ficol o 

sacarosa. Las partículas virales migran a tráves del gradiente, y 

son separadas en base a su coeficiente de sedimentación, el cual 

depende principalmente del tamaño y forma de la partícula, y en 

Omenor grado de su densidad. La sedimentación zonal permite 

separar partículas virales y macromoléculas que poseen constantes 

de sedimentación muy similares. La centrifugación en gradientes al 

equilibrio ó isopicnicos es una técnica en la que el gradiente se 

forma durante la centrifugación. Al formarse el gradiente de 

concentración se forma también un gradiente de densidad, las 

partículas migran entonces hacia la zona donde la densidad de 

flotación es igual a la suya. Este tipo de centrifugación permite 

separar macromoléculas con igual coeficiente de sedimentación pero 

distinta densidad de flotación y generalmente se realiza utilizando 

sales densas como CsCl, metrizamida ó es S04 • 

Debe tenerse en cuenta que determinadas preparaciones víricas 

pueden contener virus contaminantes además de los inoculados, y 

que los primeros pueden ser enriquecidos preferencialmente durante 

la purificación virica. Este riesgo puede reducirse comprobando 

que las particulas obtenida s durante los diferentes pasos de la 

purificación viral, tengan las mismas propiedades fisicas, 

inmunológicas y biológicas. 

MICROSCOPIA ELECTRONICA. 

Con el uso de la microscopia electrónica se han determina do 

las características estructurales de los virus, que tienen 

considerable importancia para comprende r su función (5). 

Una de estas técnicas es el cálculo de sombras en l a que s e 

proyecta un vapor metá l ico con un ángulo sobre la membrana a la 

c ual e stán adheridas las partículas vir ale s , c ubriéndolas con una 

c apa de s o lución ele ctrodensa. La deposición del metal e s más 

gruesa e n e l lado de las particulas e xpuestas a l v a p or q u e ref uerz a 

sus limites ; lo cual est á ausente en el lado opues to donde se forma 

una <<sombra>>. El tamaño y forma de las particulas pueden 
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deducirse del estudio de las partes perfiladas y de las sombras. 

Para la coloración negativa l as particul as virales se mezcl a n 

con una solución de fosfotungstato sódico altamente opaca a los 

electrones. La mezcla se extiende seguidamente en una capa fina 

sobre una membrana de carbón y se seca. 

Las particulas que no son penetradas por la sal permanecen 

como áreas claras sobre un fondo opaco. Este método permite un 

estudio de los detalles de las estructuras de la superficie, debido 

a que la sal penetra entre las partes prominentes y las hace 

visibles. El lado de las particulas contra la membrana de carbón 

ayuda a menudo a resaltar los detalles. 

Otra aplicación de la microscopia electr ónica es la 

observación de ácidos nucleicos, de tal forma que es p osible 

analizar caracteristicas genéticas de determinados virus. Por 

ej emplo, se ha podido examinar la longitud, tipo de cadena ya s ea 

sencilla ó doble, flexibilidad, superenrollamiento y circularidad 

CULTIVOS DE CELULAS ANIMALES. 

El desarrollo de nuevos métodos para el cultivo de células 

animales in "vitro" ha contribuido de forma extraordinaria al 

progr eso de la virologia animal. Además ha permi tido el análisis y 

estudio de funciones implicadas en regulación genética (1,4,7). 

Para reproducir células animales, en prime r lugar se separa un 

fragmento de tejido en sus componentes c elulares ; generalmente c on 

ayuda mecánica o enzima s proteoliticas como t rips ina. Después esta 

suspensión celular se trans fiere a un recipiente o caja de vidrio 

ó plástico, y se le adiciona medio de cultivo líquido, el cua l 

contiene los iones requeridos por la célula , a concentraciones 

isosmóticas, aminoácidos y vitaminas, suero an imal en una 

proporción que varía entre un escaso porcentaje y un 50 %. El 

bicarbonato en el medio de cultivo suele emplearse como un tampón 

en equilibrio con el bióxido de carbono del aire o de la 

i ncubadora . Después de un tiempo variable de latencia, las células 

emp i ezan a d i v i dirs e por mitosis, de esta manera se obtiene un 

cult i vo p r imar i o . La s células de cultivos primarios pued e n 

s e p a r a r s e de l as paredes de l a caja de cult ivo mediant e tripsina y 
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el agente quelante EDTA y luego pueden emplearse para iniciar los 

cultivos secundarios. Cuando las células son resembradas se dice 

que se inicia un "pase" celular, cabe mencionar que las células 

transformadas suelen resistir un número mayor de pases que las 

normales. Por otra parte también las células secretan al me dio 

factores de crecimiento que permiten un mejor desarrollo celular. 

Las células procedentes de cultivos primarios pueden 

transferirse determina do número de veces, aúnque este proceso suele 

provocar la selección de un tipo c e lular, que se convierte en 

predominante. Las células pueden continuar luego la multiplicación 

a una proporción cons tante de pases sucesivos, y del cultivo 

primario se dice que se ha originado una cepa celular (denominada 

a menudo cepa celular diploide), cuyas células no presentan 

alteraciones morfológicas ni de crecimiento. Para iniciar un nuevo 

cultivo, las células deben ser transferidas en densidades 

relativamente elevadas. A pesar de ello las posibilidades de 

transferencia de las cepas celulares es limitada; por ejemplo en el 

caso de células animales el ritmo de crecimiento y las 

caracter1sticas genot1picas se modifica al cabo de 50 

duplicaciones, terminando as! el ciclo vital de la cepa. 

Durante la multiplicación de una cepa celular, algunas células 

empiezan a alterarse: adquieren una morfolog1a distinta, crecen más 

rápidamente y permiten iniciar un cultivo a partir de un inóculo 

menor. La clona derivada de estas células, a diferencia de la cepa 

celular que la ha originado, posee un periodo vital prácticamente 

ilimitado y recibe el nombre de linea celular. Las lineas celulares 

obtenidas a partir de células normales presentan escasa densidad de 

saturación en condiciones estandar (por ejemplo, en presencia de un 

10 % de suero y con cambios de medio de dos a tres v e c e s por 

semana). Dichas células crecen rápidamente para formar una 

monocapa; sin embargo, después de múltiples pases (50 a 60), el 

ritmo de crecimiento disminuye, y empiezan a ocurrir cambios 

cromosómicos (aumento en el número de cromosomas, translocaciones, 

etc.). 
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ANTECEDENTES DIRECTOS. 

Ade más de los productos para la alimentación humana la 

industria porcicola es c apaz de ofrecer subproductos 

farmacéuticos, asi como derivados indus tr iales y de investigación 

científica . 

La porcicultura moderna se inicia e n México en la década de 

los años treintas, cua ndo viens el c ambio d e u sos y costumbres y 

hacen su aparición los aceites vegetale s; esto marca una evolución 

en la porcicultura y empiezan los porcicultores a hacer 

importaciones de las razas Duroc y Yorkshire que son con la s que 

básicamente cue nta el pais en la actualidad , además de l a Hamsh i re 

y Landrace. 

Después de transcurridos otros treinta aflos, en México se 

inicia un crecimiento paulatino pero constante lográndose cambios 

en el aprovechamiento del cerdo, acent uándose éstos hac ia las 

partes magras. Se crea el compromiso de una mayor alimentación de 

esta especie. También durante esta época el pais empieza a mejor a r 

en el sector agricola y surge n las d emandas d e granos y el 

aprovechamiento de sus esquilmos (trigo, maiz y sorgo). 

La importancia de la industria por cicola a nivel nacional es 

amplia, ya que representa una fuente de empl e os e ingresos para un 

importante sector de la población. Se ha dicho en ocasiones que 

esta especie compite con la población humana por los granos, pero 

en este sentido el cerdo es un animal eficiente para convertir la 

energia del alimento en energia corporal, siendo superado en este 

renglon por las ave s y los peces. 

A pesar de que la alimentación del porcino es primordialmente 

de granos, este onmivoro pued e consumir una gran cantidad de 

productos y subproductos agricolas que dif icilmente podrian ser 

consumidos por el hombre (8). 

Enfermedades virales que afectan al cerdo. 
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Los sindromes nerviosos básicos a partir de los cuales se 

puede dar una guia general de diagnóstico, son seis : 

I. Convulsiones 

II . Incoordinación general (ataxia) 

III. Temblores 

I V. Patas abierta s 

v. Parálisis 

VI. Opistotonos 

Las enferme dade s q ue deben ser consideradas dentro de los 

signos bá sicos de convulsiones, fiebre y ausencia de saliva ción 

(9, 10), son 

a) Teschen 

b) Fiebre porcina c l ásica 

c) Fiebre porcina Africana 

d) Encefalitis por Haemophilus 

e) Encefalitis estreptococcica 

g) Encefalitis por virus hemaglutinante 

De éstas, la fiebre porcina africana no está diagnosticada en 

México, aunque producirla manifestaciones similares a las del 

cólera porcino. La listeriosis es una enfermedad que rara vez se ha 

diagnósticado. se ha sospechado la presencia de Teschen en Mé xico, 

pero a la fecha no se ha confirmado. En cuanto a la encefalitis por 

virus hemaglutinante su signologia es bastante similar a la de 

Teschen. 

Las enfermedades que afectan al sistema nervioso central de 

los cerdos han estado presentes desde que se inició la 

porcicultura, cobrando importancia en los últimos años ya que han 

producido hasta un 30 % de mortalidad en algunas granjas. 

En el año de 1980 apareció en México una nueva enfermedad de 

los cerdos que además de causar encefalitis y falla reproductiva 

produce opacidad de la córnea, razón por la cual se le denominó 

Sindrome del Ojo Azul (SOA) (11). 

Los intentos iniciales por reconocer la causa del sindrome 

revelaron que los cambios observados indicaban una infección viral; 

sin embargo, los estudios realizados no coincidian con las 
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enfermedades virales de los cerdos reconocidas en México , tale s 

como: Cólera porcino, tremor congénito, Aujes zky y r a bia (12). 

Inicialmente algunos cl1nicos consideraron la opacidad como 

una lesión aislada y al realizar necrópsias y exámenes 

histopatológicos enfocados a ojo e h1gado observaron en éste último 

cambios de c olor y textura denominándosele h ígado a tigrado y esto 

llevó erróneamente a la conclusión de que exist1a un tóxico en la 

dieta, 

debido 

diagnosticando queratitis por deficiencia de riboflavina 

a que el tóxico afectaba h1gado e i nte rfería con el 

metabolismo de la s1ntesis de vitamina B2 manifestá ndose c omo una 

opacidad cornea! (13, 14 ,15,16). Esta hipótesis con f usa s e a ceptó 

por cl1nicos y productores aplicando un t ratamiento con vitamina 82 

y complejo B. Es i mportante señalar q ue la deficiencia d e 

vitamina 82 causa opacidad del cristalino (17}, pero no de l a 

córnea y que en el cerdo no se sintetiza en el hígado , sino que e s 

absorbida y utilizada por todas las células del o rganismo . 

Sin embargo los primeros reportes que de la 

enfermedad datan de 1981 cuando Campos habla d e l fenómeno en una 

convención acerca de la posible causa (13}. 

Cuando aparecieron los primeros casos de cerdos zarcos 6 con 

síndrome del ojo azul se pens ó que est os correspondían a una 

d e ficiencia de vitamina "B" y/o intoxicación por metionina y/o una 

queratitis bacteriana y/o una queratitis v ira l (18). 

Un brote de encefalitis, observádo en lechones de una granj a 

comercial de 2500 vientres localizada en la Piedad Michoacán, s e 

prolongó durante 9 semanas con un tota l de 60 0 cerdos muertos , 

siendo las únicas lesiones macroscópicas neumonía en lóbulos apical 

y cardiaco, conjuntivitis y opacidad de la córnea uni ó bilateral; 

microscópicamente había meningoence falitis no supurativa y neumonía 

intersticial ( 19 y 20} . No fué pos ible determinar como fué t!l bL·ote 

inicial ni el origen del mismo, ya que c omo e s sabido en La Piedad 

Michoacán entran cerdos procedentes de otras zonas porcícola s del 

pa1s así como de Estados Unidos y Canadá; además de intr oduci r se 

numerosos biológicos y semen de Estados Unidos (21}. 

Como resultado de las necropsias y estudios histopatológicos 
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que se p r a ct i caron a los lechones durante l os p r imeros casos del 

síndrome , se pensó que la enfermedad podría ser de or i gen viral 

( 22) . 

En 1980 y 1981 se i nocularon embriones de pollo de 6 dias de 

edad, v ía cámara alantoidea; ratones de 21 días de edad por varias 

vías y conejos adultos por vía subcutánea e intranasal. Los 

ratones inoculados vía intracerebral y algunos vía nasal, 

presentaron , a l 7o dia, incoordinación, rig idez de miembros 

posteriores, dorso arqueado , pelo e rizado, conjuntivitis, ojos 

pegados y muerte. En éstos se observó además una encefa litis no 

supurativa y se aisló el virus de diferentes órganos. Los embriones 

murieron y hubó crecimie nto abundante del virus en ellos. Los 

conejos no mostraron síntomas clínicos, pero d e sarrollaron altos 

títulos de anticuerpos contra el virus (23). Por otra parte tres 

camadas de cerdos lactantes de 1 día de edad fueron inoculados por 

vía nasal, intratraqueal, e intracerebral, los cuales desarrollaron 

síntomas nerviosos y murieron 6 dias desp~és, recuperándose el 

virus de diferentes órganos. 

Dos cerdas de 34 y 95 dias de gestación inoculadas via 

intratraqueal parieron fetos momificados ó muertos. l¡as cerdas 

desarrollaron anticuerpos y sus lechones viables fueron inoculados 

24 horas después de tomar calostro, resistiendo la infección y no 

desarrollando la enfermedad; demostrando así inmunidad pasiva por 

la presencia de anticuerpos contra el virus en el calostro 

(16,24,25). 

En 1985 se inocularon via intratraqueal 11 lechones de 1 dia 

de edad, lográndose por primera vez reproducir la opa cida d 

unilateral en uno de ellos (12). En el mismo año se aisló una nueva 

cepa de un lote de campo en La Piedad, Michoacán (26,27) 

En 1986 se estudiaron cepas recuperadas de 12 brotes ocurridos 

de 1980 a 1985. De éstas, 7 fueron de granjas de ciclo comp leto y 

5 de engordadoras y se concluyó que hay difere ncias en virulencia 

de la cepa inicial con respecto a una aislada de brotes de granjas 

engordadoras en 1984, y causa incoordinación y conjuntivitis en 

animales inoculados (28). Ese mismo año un estudio reveló que en 
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sueros colec tados en 197 2 ya habia anticuerpos circulantes contra 

el virus ( 29 ). 

El cerdo es el único an i ma l dete c tado hast a el momento que 

pue de s er a fectado por e l SOA (30). No obstante se han detectado 

a nticuerpos i nhibidores de la hemaglut i nación tanto en cerda s 

r eproductoras c omo en ratas capturada s dentro de las mismas 

granjas, con titulos de 1 :20 para las rata s en muestra s procedentes 

de Coacalco, Edo. de Mé x ico. 

Al infectar experimenta lment e ratones ad u l tos con el virus por 

via intracerebral, se observó tremer y exita ción . La muerte ocurrío 

entre los tres y cinco días después de la inocu l ación ; e l virus s e 

pud o reaislar de cerebro, hígado, pulmón y bazo, al i noc ula r 

macerados de estos órga nos en célula s PK-15. El virus f ué altamente 

infeccioso y letal para ratones y cerdos muy j ov ene s , con t rop i smo 

hacia el sistema nervioso central y el tracto r esp irat o r io ( 31}. 

En un experimento donde se inocularon 18 r a t ones de 

aproximadamente seis semanas de edad por vía intracerebra l, se 

observó muerte desde las 48 horas pos tinoculac ión, presentando 

postración con respiración abdominal, arqueamient o del dor so , 

caminar en circules con la cabeza lade ada, p é rd i da del equilibrio , 

parálisis de los miembr os anteriores y se e n t e r r a ba n e ntre el 

material de la cama ante s de morir; al término de la observación, 

que fué de ocho dias, quedaron 11 ratones vivos , los cuales 

aparentemente se recupe raron (32). 

Stephano en 1984 describe el efecto de l vi r us r esponsable del 

Síndrome del Ojo Azul en cerdas gestantes que fue r o n inoc uladas 

experimentalmente. cuando la infección ocurre al inicio de l a 

gestación, se produce muerte embrionaria, readsorción y r e tor no al 

estro, bajando la fertilidad. Cua ndo ocurre a med i ado s de l a 

g e stación se produce muerte fetal con momificación ó inf ec~ión de 

los lechones después del nacimiento. Cuando la cer da se infecta c on 

tiempo suficiente para de sarrollar anticue rpos, confiere inmu nidad 

pasiva a los lechones con el calostro (24). 

Campos, R. y Carbajal, M. reportaron que en los sementa les 

afectados por un brote del SOA (30 % de la población total en una 
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granja ) aparecia un deterioro en la calidad del semen que provocó 

infertilidad en las hembras cubiertas por estos sementales . También 

pudier on aislar el v irus a partir del semen de estos cerdos, 

propagando el virus en embriones de pollo. 

En cerdos la ruta natural de infección es la nasofaringe, el 

sitio inicial de replicación es la mucosa nasal, pasando de ahi al 

sistema nervioso central en un estado temprano. El pulmón queda 

indudablemente afectado en cerdos de diferentes edades , incluso en 

aquellos s acrificados en estado temprano de la infección . 

El virus fué aislado de lechones infectados en condic iones de 

campo en una granja de ciclo completo, localizada en el rumbo del 

Lago Guadalupe, Edo. de México. Los órganos en los que se encentro 

el virus fueron: riñen cerebelo, pulmón, médula espinal cervical, 

cerebro e h1gado (33). 

Martinez L.,A y Correa G., P. (27) instilaron 2 cerda s (con 

132 d!as de gestación), por las v!as del saco conjuntiva!, 

orificio nasal y oral con una suspensión del virus, y concluyeron 

que las cerdas adultas permanecieron cl1nicamente sanas. Durante la 

gestación, el virus cruzó la barrera placentaria e infectó a 3 de 

17 fetos en útero; aparentemente ocasionó mortinatos y nacidos 

débiles al exponer cerdos en el tercer tercio de gestación. 

Aparentemente los lechones no afectados en útero, al nacer e 

ingerir calostro, se protegen y no presentan la enfermedad .. Por 

otra parte se encuentra opacidad bilateral en lechones infectados 

congénitamente. 

En lechones inoculados experimentalmente el virus se recupera 

de la sangre y de los diferentes tejidos como riñón, bazo, h!gado 

y ganglios mesentéricos, pero en estos tejidos no se observa ron 

cambios macroscópicos ó histológicos (33). 

El virus del SOA se replica con facilidad en cultivos 

primarios de células de riñón de cerdo, tiroides de bovino y lineas 

celulares tales como: riñón y test!culo de cerdo (PK-15 y ST), 

riñón de gato (CK) y Hamster (BHK 21), dermis equina (ED), etc. 

Los primeros intentos de caracterización del virus fueron 

hechos por Moreno Lopez, J. y Correa Girón, P. en 1986 (26) quienes 
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encontraron que el virus es morfo l ógicamente parec ido a la familia 

de los Paramixoviridae, sin embargo en estudios serológicos no 

encontr aron una reacción cruzada con diferentes sueros dirigidos 

contra virus de esta familia de virus . 
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OBJETIVO GENERAL: 

Aná lisar las propiedades físico-químicas y molecu l ares del vir us 

del Síndrome del Ojo Azul. 

OBJETIVOS PARTICULARBS: 

1) Aislar y purificar el virus del Síndrome del ojo 
Azul. 

2) An'lisis de los componentes (pr oteínas y 'cido nucleico ) y 

morfología del virus. 

3) Obtención de anticuerpos policlonales neutralizantes 

d irig i dos contra el VSOA y an,lisis por immuno-blo t de las 

prote ínas que son reconocidas por los anticuerpos de los 

sueros neutralizantes. 
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MATERIAL Y METODOS: 

1.0 Material biológico. 

1 . 1 Células. Pa ra la rea liza ción d e e ste t r aba j o s e utili zaron 

células PK15 (de rivada s de riñón de cerdo ) y CV- lP (de 

riñón d e mono) crecida s en mon oca p a a c onf luencia . 

2.0 Medios de cultivo. 

2.1 Medio Dulbec co lX. El con ten i do de un p a quete c omer cial fué 

disuelto en 8 9 0 ml d e agu a b idestilada esté r i l , se l e 

adicionó 3.7 gr. de bicar bo n a to de sodio y 3.5 gr . de 

dextrosa, se ajustó el pH a 7.4 con C02 y fué ester i l i zado 

por filtración. Par a pre p a rar el medio comp leto a cada 1 00 ml 

de medio se adicionó 10 ml de suero f e tal de t ernera 

(para celulas PK15) y suero de neonato (para celulas CV- lP) y 

en cada uno de los casos se añad ió 1 ml de solución de 

antibióticos 100 X. 

2.2 Medio Dulbecco 2X. Para prepa rar este medio se realiza la 

misma operación pero esta vez con la mitad de volumen de 

agua. 

2.3 Solución de antibióticos Penicilina-Es treptomicina (100 X). 

5 X 106 unidades de penicilina G sodica y 5 gr. de 

estreptomicina se disolvieron en agua bidestilada estér il, se 

aforó a un litro y se filtró p o r membranas Mill i pore de 

0.22 µ y la solución fué almacena da a -20 ºC has ta su uso . 

3.0 Soluciones. 

3.1 Solución de trips i na 0.05 % EDTA 0.02 % . Para prepar 1 

litro, se disuelven 8 g r . de NaCl; 0.4 gr. de KCl; 1 gr. de 

dextrosa; 0.58 gr. de NaHC03 ; 0.5 gr. de Tripsina; 0.2 gr. de 

EDTA; 0.5 ml de rojo de fenol al 0.5 % . Después de disolver 

los reactivos se ajus tó el pH a 7.4 con HCl 0.1 N. Se 

esterilizó por filtración y se almacenó a -20 ºC. 

3.2 Solución de agar al 1.8 % para plaqueo. se pesan 1.8 ~ramos 

de agar noble, se añaden a 100 ml de agua bidestilada y se 
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esteriliza por 20 minutos a 120 ºC en autoclave. 

3.3 Solución de PEG-6000 36% .Pesar 36 gr. de Polietilen-glicol 

6000 y disolver lentamente, aforar a 100 ml y esterilizar por 

filtración. Almacenar a 4 ºC h a sta su uso. 

3.4 Amortiguador TNE. 

TRIZMA (Tris[hydroximetil]-aminometano hidrocloruro) 10 mM 

pH 8.0 

NaCl 100 mM, EOTA 0.1 mM 

3.5 Amortiguador RSB. 

TRIZMA 10 mM pH 7.5 

NaCl 10 mM, 

MgC12 1.5 mM 

3.6 Solución de TCA. (Para fijar monocapas en el plaqueo) Se 

disuelven 12.5 gr. de ácido tricloroacetico en agua y se 

afora a 100 ml. 

3.7 Solución de cristal-violeta.(para teñir monocapas en el 

plaqueo).Se prepara un stock de cristal-violeta como sigue: 

disolver 1 gr. de cristal-violeta en 99 ml de una solución de 

etanol al 20 % • A partir de esta solución de trabajo: 

Stock de cristal-violeta -------- 20 ml 

Etanol al 95 % ------------------ 40 ml 

Agua ---------------------------- 150 ml. 

4.0 Soluciones para electroforesis en geles de poliacrilamida 

(PAGE). 

4.1 Solución RGB 5X. 

Tris pH '8.8---------------------- 2 M 

sos ----------------------------- 25 % 
4.2 Solución SGB ax. 

Tris pH 6.8 --------------------- 2 M 

sos ----------------------------- 25 % 
4.3 Solución de APS. 

Se prepara una solucion al 10 % de persulfato de amonio la 

cual debe utilizarse inmediatamente. 
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4.4 Amortiguador de corrida lOX. 

Trizma-base --------------------- 30.28 g 

Glicina ------------------------- 14 4 .l g 

sos ----------------------------- 10.0 g 
aforar a 1000 ml. 

4.5 Solución de Acrilamida -Bis acrilamida. 

Acrilamida ---------------------- 60.0 g 

Bis-Acrilamida ------------------ 1.6 g 
aforar a 200 ml. 

4.6 Amortiguador para muestras. 

Para preparar 10 ml de amortiguador 

Tris-base pH 6.8----------------- 1 ml 

SDS 10 % ------------------------ 2 ml 

8-mercaptoetanol ---------------- 100 µl 

Glicerol ------------------------ 6 ml 
Añadir agua bidestilada para completar el volumen de 10 ml. 

4.7 Solución para tinción de geles. 

Azul de Coomassie --------------- 0.2% 

Metanol ------------------------- 50% 

Acido acético ------------------- 7% 
4.8 Solución para desteñir. 

Metanol ------------------------- 30% 

Acido acético ------------------- 7% 

5.0 Soluciones usadas en la electroforesis en geles de agarosa. 

5.1 Amortiguador TBE (lOX) para preparar 1 litro 

Tris ---------------------------- 108 g 

Acido bórico -------------------- 55 g 
EDTA ----------------------------. 9. 3 g 

disolver en agua y aforar a 1 litro, por ültimo esterilizar 

en autoclave 

5.2 Gel de agarosa 
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Agarosa ------------------------- 1 % en TBE lX. 

5.3 Amortiguador para muestras. 

Sacaros a -------- - ------ - - - - - - --- 12.5 gr. 

TBE lOX --------------------- - - -- 12 . 5 ml . 

SDS 10 % -------------- - - - - - ----- 2.5 ml. 

Azul de bromofenol -------------- 12 5 mg. 

Xilen- xianol ----------------- --- 125 mg. 

6.0 Mezcla de centelleo liquido (coc tail D) 

PPO -------- - - ------------------- 40 gr. 

Naftaleno ---- - ----------------- - 800 gr. 
Los reactivos se disolvieron en 4 litros de p-dioxano y se 

aforo a 8 litros. 

7.0 Material radioactivo. 

L-Metionina [3sS) que fue obtenido de la casa comercial 

Amersham, Co. Inglaterra. 

Uridina [5,6-3H] que fue obtenida de la casa comercial 

Amersham. 

8.0 Soluciones empleadas en la fluorografia de geles de 

poliacrilamida. 

8.1 PPO ----------- ---------- -------- 22.5 % 
Se utiliza como solvente DMSO 

8.2 Glicerol ------------------------ 1 % 

9.0 Soluciones para formar gradientes de sacarosa. 

9.1 Solucion A 

Sa carosa ------------------------ 15 % 

NaCl ---------------------------- 0.01 M 

Tris pH 7.5 --------------------- 0.01 M 

MgC12 --------------------------- 0.0015 M 
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9.2 Solucion B 

sacarosa ------------------------ 60 % 

NaCl ---------------------------- 0.01 M 
Tris pH 7 . 5 --------------------- 0.0 1 M 

MgC12 ----- - ----------- ---------- 0 . 0 015 M 

10.0 Soluciones uti l izadas en los immunoblots. 

10.1 Solución d e negro de ami do 

Acido acético ------------------ 10% 

Metanol ------------------- ----- 10% 

Negro de amido ----------------- 0. 1% 

10.2 Amortiguador TBST 

Tris-HCl pH7.9 ----------------- 10 mM 

NaCl -------------------------- - 150 mM 

Tween 20 ----- ------ --------------- 0.05% 

10.3 Amotiguador AP 

Tris HCl pH 9.5 ---------------- 100 mM 

NaCl --------------------------- 100 mM 

MgC12 ---- ------------------- --- 5 mM 

28 



METODOS. 

Aislamiento de v irus a partir de cerebros de cerdo . 

Los cerebros de cerdo utilizados en el presente estudio se 

obtuvieron de lechones infectados que presentaron el c uadro clinico 

tipico desc rito (ver introducción) además de la opalescencia color 

turquesa de la c órnea. Los cerebros se descongelaron y s e cortaron 

en fragmentos pequefios que se maceraron suavemente en un mor tero. 

La suspensión resultante se maceró en un homogeni z ador Dounce 

metá lico a ñadiendo cantidades pequeñas de medio MEM Joklik . Una vez 

obten ida una buena homogenización se centrifugó a 5 000 rpm, 20 min 

en un r otor GSA. Se colectó el sobrenada nte (sobrenadante I) y se 

centrifugó a 10 000 rpm, 15 min y s e colectó e l sobrenadante 

(sobrenadante II) el cual fue filtrado a través de membrana s 

Millipore de 0.45 µm y se inocularon 5, 10 y 100 µl en monoca pas 

semiconfluentes de células CVl-P 

cultivo de celulas PK15 y CVl-P. 

Cé lulas PK15 fueron cultivadas en monocapas con medio minimo 

esencial (MEM) Eagle Joklik, supleme ntad o c o n 10 % de suero f etal 

de ternera (SFT) y Penicilina-Estreptomicina, en cajas P-100 de 

55. 4 cm2 , en cada uno de los pases se lavaron la s monocapa s dos 

veces con 5 ml de medio Joklik sin suero y después s e añadió 1 ml 

de la solución de tripsina-EDTA. Las células desprendidas de e s ta 

forma fueron resuspendidas en MEM-SFT y depos i tadas en cajas 

estériles. Para las células CVl-P se utilizó medio Dulbecco 

suplementado con 10 % de suero de neonat o. 

Infección de células con virus. 

Monocapas confluentes (en cajas P-100) fueron lavadas dos 

v eces con med io Dulbecco sin suero y se infectó con 1 ml (volumen 

total) de virus a una multiplicidad de infecc ión de 0 . 1 

PFU/célula . Se incubó a 37 ºC por una hora, después se añadió 5 ml 
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de medio Dulbecco suplementado con suero de neonato al 5 % . 

Tit ulación de v irus. 

Se h i cie ron diluciones suce sivas del stock d e virus d e 10-1 , 

10-2• 10- -3• 104
, io-5 , 10-ó , i o-1 y 10"8 c on med io Dulbecc o . se 

utilizaro n cajas P-60 para el cult ivo d e monocapas c r e cidas a 

conflue ncia y se l ava r o n 2 veces con medio Dulbe c c o s in s uero, s e 

depositaron 500 µ l de l a diluc ión r eque rida y se incubó por una 

hora a 37 ºC en i ncubadora c o n C0 2 , p e rmitie nd o d e esta ma ne ra la 

a dsor c i ón del v irus . Pasa do e l t iempo s e retiró p or succión la 

solución de v iru s y se d e positaron l entame nte 5 ml de la me zcla de 

me d io con agar (ver materi ale s) p r evia mente c a l enta d o a 37 º C en 

baño Maria. Se le permitió gelif icar a tempe ratura a mbi ente 

apr o x imad amente 30 min y posteriormente s e incubó d e 3 a 4 d i as a 

37 ºC en incubadora con C02 • Todos los d í as pos ter iores a l a 

i n f ecc ión se e xaminaron las monocapas y en el momento en que fue ron 

clar os y evide n t es los focos de lisis se v irt ió 4 ml de una 

solución de ácido triclor oácetico al 10 %, se incubó a temperatur a 

ambiente por 10 min y la capa de agar fué ret i r ada, se agregó 2 ml 

.d e la solución de crist al violet a para teñir las monocapas por 5 

minutos. Se r etiró la solución y se retir ó el excedente de 

colora nte , lavando las caj a s cuidadosamente e n el chorro del agua. 

Se cont aron los foc os d e lisis. 

Purif icación de vir i ones marcados con radioactividad. 

Se utilizar on 2 4 c a jas P-1 00 e n las que s e crec ieron células 

PK-15 a confluencia y las monocapas fue ron lavadas 2 veces con 

med i o sin suero y se inf ectaron c on el vi r us a una multiplicidad de 

i nfecc i ón de 0.1 PFU/cé lula , c on un volumen de infecc ión total de 

1 ml . Las monoca pas se incubaron por .1 hora a 37 º C e H i nc u ba dor a 

con C02 y posterior ment e se aña dieron 5 ml p o r caja de med i o 

suplement ado con 5 % d e s uero de ne onato. 

Una vez q u e f ué evide nte el efecto c itopátic o, el lisado 

c elular f ue c ole ctado bajo el s igui ente proced imi ent o : 

Se centrifugó a 10000 rpm e n un r otor SS3 4, 15 min , 4 ºC. El 
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sobrenadante (sobrenadante I) se almacenó para ser analizado 

pos teriormente, mientras que a la pastilla se le añadió 1 ml de 

medio Dulbecco sin suero y se resuspendió, se congeló el tubo de 

c e ntrifuga que la contenia sumergiéndola un baño de etanol/hielo 

s e co, para después descongelarla sumergiéndola en baño Ma r ia a 37 

ºC . Esta operación se hizo tres veces. Se centrifugó d e nuevo como 

al principio. El sobrenadante (sobrenadante II) s e juntó con el 

s obrenadante I, se añadió lentamente y con agitación una solucion 

fria (4 ºC ) de pol i e tilen-glicol al 3 6 % hasta una concentración 

final del 6 % • Se le dejó en reposo a 4 ºC por 8 horas para 

precipitar. Se centrifugó a 10000 rpm por 30 min, 4 ºC e n un rotor 

SS34 . El sobrenadante fué descartado y la past illa s e l avó con 2 

ml de un amortiguaclor estéril frio (tris 10 mM pH 8. O), se 

resuspendió en 1 ml de amortiguador TNE (ver materia les) y se 

almacenó (suspensión PEG) a 4 ºC hasta la centrifuga ción a través 

de gradientes de sacarosa. 

Gradientes de sacarosa. 

En una cámara formadora de gradientes se depositó en uno de 

los orificios la solución de sacarosa al 10 % y en el otro orificio 

la solución de sacarosa al 60 ' %, se mezclaron por agitación al 

mismo tiempo que se depositaba en un tubo. Una vez que se 

t e rminaron de depositar las soluciones, se depos itó lentamente en 

el tope del tubo la suspensión viral con PEG y s e centri fugó a 

35 000 rpm por 120 min 4 ºC en un rotor SW40 en una ultrace ntrifuga 

L-55 Beckman. El gradiente fué fraccionado colectándo lo desde el 

tope del tubo en fracciones de 400 µl en tubos estériles de 

plástico Eppendorff . 

Analisis de infectividad de fracciones del gradiente de sacarosa. 

Se analizó la infectividad de las fracciones resultantes del 

fraccionamiento d e los gradientes de sacarosa de la siguiente 

manera: En una caja de cultivo "multiplaca" se infectaron monocapas 

de células CV-lP con 200 µl de volumen total de infección {20 µl de 
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la muestra más 180 µl de medio Dulbecco), t odo e sto por cada p ozo . 

La cajas fueron incuba d a s a 37 ºC por 5 d ía s y fueron r e vi s a das 

diariamente para monitor ear la evolución d e l ef e cto c i topático. 

Tinci ón de v i riones par a microscopía elec t r 6n ica. 

Se u t i lizaron 5 µl de c a da una de las mue s t r as para 

depositarlas en una rejilla, se le permitió adsorberse a la 

película por 5 minutos y luego se retiró el mate ria l acercando una 

p u nta de papel Wha tma n l. Las muestra s se t iñeron con u na gota de 

a cetat o de u ranilo a l 5 % por 10 minutos y des pué s se r e tiró el 

exceso de colorante c o n pape l Whatman 1. Las muestras fueron 

analizadas en u~ microscopio electrónico d e transmi t a ncia modelo 

TEM- JEOL LTD 2000 EX 

Geles de Poliacr ilamida al 10 % • 

En una cámara pa ra electrofor esis BioRa d se preparó el gel de 

la siguiente manera: 

En un v a so de pre cipitados se deposita r on 5.4 ml de la soluc i ón RGB 

5X, 13 ml de agua bidestilada estéril, 8.4 ml de la solución de 

a c rilamida-bisacrilamida, 20 µl de TEMED y 150 µl de la solución d e 

APS al 10 %. Inmediatamente des pués de agregar el APS se me zclaron 

todos los componentes y se virtió sobre las placas de vidrio que 

componen la cámara, por una de las orillas d e la cámara se v i rtio 

l entamente una capa de isopropano l para emparejar el tope del g e l , 

se p e rmitió polime riz a r por e s pac io de 2 horas y se ret i r ó e l 

i s opropanol, se lavó dos v eces con agua y se secó el espa c io 

r estante con p apel Wha tman l. De esta manera quedó listo el gel 

separador. Por otra par te el gel concentrador se preparó en un vaso 

de precipi tactos con 1 ml se la solución SGB 8X, 1. 3 ml de la 

solución de acrilamida, 6.95 ml _de agua bidestilada, 4 µl de 'I'EMED 

y 50 µl de APS al 10 %. ' se mezclaron los componentes y se agregaron 

al tope del gel separ ador, después se colocó el peine para formar 

los carriles. La d e terminación de proteína se llevo a cabo conforme 

al método descr ito por Bradford (48). Las muestras fueron mezcladas 

c on el a morti g uador d e muestra y se incubaron a 100 ºC por 1 min, 

32 



se enfriaron y se depositaron en los carriles del gel previamente 

montado en la c á mara . Se ap l i c ó vol t a g e c ons tante de 3 O mv por 

espacio de 20 horas , esta metodología fue des crita por Laemmli 

{ 4 7 ) • 

Fluoroqrafía de geles de poliacrilami da. 

Esta metodología se desarrolló de acuerdo a las condicione s 

montadas por Laskey y Mells en 1975 (34). Los geles fueron 

deshidratados con 36 ro l d e DMSO {2 volúmenes) por 45 mi nutos (todos 

l o s pasos se rea lizaron en agitación). El DMSO se r e tiró y se 

aña dieron al gel 4 volümene s de la solución F {ver ma teria les) 

inc ubá ndose por 4 horas a tempe ratura ambiente. Se t ransf irió a 100 

ml de la solución G, se inc ubó por 30 min y d e spués se secó el gel 

entr e dos capas de p a pel celofán dulce a tempera tura amb i e nte por 

2 días. El gel se expuso a una película Kodak por 20 días en un 

cass ette Kodak. 

Análisis de ácidos núcleicos citoplasmáticos en células infectadas 

con VSOA. 

Se infectaron monocapas de células PK15 {cajas P-100) a una 

multiplicidad de infección d e 0.1 PFU/célula. Después de el tiempo 

fijado previamente se r e tiró el medio de cultivo, se agre gó 1 ml de 

medio frío sin suero y se colectaron la s células con un gendarme de 

plástico. La suspensión se centrifugó a 5000 rpm por 3 minutos en 

una micr ofuga Beckman-12. Se retiró el sobrena dante y la past illa 

d e células fue resuspendida en amortiguador I {ver Materiales) , se 

incubó por 5 min en h ie lo y se agitó vigorosamente en un mezclador 

vor tex . En este paso se disuelv e la membr a na celular pero no la 

me mbra na nuclear. Se separaron los núcleos centr ifuga ndo u 80 0 0 rpm 

1 min, se colectó el sobrenadante y se le añadió inmediatamente 200 

µl de amortiguador II . Se adicionaron 400 µl d e fenol saturado con 

tr is-HCl pH 7.5, se agitó vigorosamente para después c entrifuga r a 

1 0 ,000 rpm, 10 min. Se colectó la fase acuosa {fas e superior) y se 

adicionó un volumen de cloroformo (400 µl), posteriorme nte se agitó 

y c e ntrifugó 3 min a 10,000 rpm. se colectó la fase acuosa y se 

33 



adicionó 1 ml de etanol frio (-20 C), la mezcla se incubó a -20 ºC 

por 8 hora s para preci pitar los ácidos núcleicos para 

p o s t e r i ormente c e ntri f ugarlos 30 mina 10, 000 rpm a 4 º C. Se retiró 

e l s obrenadante y se permitió la evapor a ción del eta nol r emanente 

a temperatura ambiente . La pastilla fue r e sus pend i da en 20 µl de 

agua t r atada con dietilpirocarbonato y la s muestras resulta ntes 

fuer on analizada s por electroforesis en geles de aga r osa . 

Gele s de Aqarosa. 

Se sellaron l os extremos del c ontene dor pa r a el gel con c inta 

adhe siva y se colocó el peine ade cuado, s e agregó la agarosa 

fund ida en amor tigua dor TBE lX, a una c once ntrac ión de l 1% , 

t eniendo cuidado de cubr ir los dientes de l pe ine . Se le permitió 

gelificar y se sumergió en una cámara par a electro f oresis que 

contenia amortigua dor TBE 0.5X. El voltage que se ut i lizó para 

correr los geles fué de 80 a 100 volts por un tiempo de 45 a 60 

minutos. 

Durante ó después de la c or r ida de la elec troforesis se 

añadieron de 4 a 5 µl de un stoc k de bromuro de etidio (10 mg/ml). 

Las bandas de DNA ó RNA se observaron por i r rad i ación con luz 

ultravioleta de preferencia de onda larga en un t r ansiluminador . 

Obt enc ión de s u e r o s biperinmunes contra el VSOA 

Se inyectaron 50 µg del vi r us purif icado por gradientes de 

saca rosa 4 v e ces con una di ferenc ia de 15 d ías cada una a ratones 

que al inicio del esquema d e inmunización tenían 8 s emanas d e edad. 

Despué s de este periodo los ratones fuero n sangrados 

(ap r oximadamente 300 µl) por la cola, haciendo un corte en el 

extremo de ésta. La sangr e se i ncubó a 4 ºC por 8 horas y después 

s e centri fugó a 5000 rpm durante 3 minutos par a separar el cuágulo 

del suero. 

Los sueros fueron diluidos con medio MEM y se esterilizaron 

por filtración en membranas de 0. 22 µm . Los s ueros se almacenaron 

a -20 ºC hasta su uso. 
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Ensavos de Inmupodetección por "western blot". 

El virus purificado fue sométido a electroforesis a través de 

geles de poliacrilamida al 10% y terminada la corrida las proteinas 

fueron transferidas a papel de nitrocelulosa en una cámara de 

electrotransferencia Bio- Rad. El método consiste en hacer un 

"sandwich" con una pieza de awpel Whatman 3 mm y sobre ésta una 

película de papel de nitrocelulosa (previamente equibrada con 

buffer de corrida*), después el gel y por último otra .capa de papel 

Wha t man 3mm. El sandwich es colocado entre dos capas de fibra y 

todo esto se mete entre un cassete el cual está sumergido e n la 

cáma ra de electrotransferencia. La corrida se llevó a cabo por 90 

min a corriente constante de 0.7 mA. Las bases teóricas d e este 

método han sido publicadas en una revis ión hecha por Gershoni y 

Palade (46). 

Una vez transferidas las proteinas al papel de nitrocelulosa, 

éste se equilibr ó en amortiguador TBST por 30 minutos . Los carriles 

que contenian a los marcadores de peso molecular y uno de los 

carriles con el virus pur ificado fueron cortados y se tiñeron con 

la solución de negro de amido por 90 segundos, la membrana se 

enjuagó con agua bidestilada y se secó. La otra parte de los 

car r iles con proteinas transferidas se procesaron corno sigue : Para 

bloquear los sitios de unión inespeci fi ca , se decantó e l TBST y la 

membrana fue incubada por 45 minut os en TBST con 1% de BSA. Se 

reemplazó la solución bloqueadora con TBST conteniendo u na diluc ión 

d e 1 : 1000 d e l os sueros hiperinmunes y control en s u c a so y se 

incubó por 30 minutos. Para remover el a n t i c uerpo no unido s e l a vó 

la membrana en TBST por 5 rn in 3 veces. La membrana se incubó por 30 

minutos en TBST conteniendo una d i l uc ión de 1:7500 de u n conjugado 

comercial de anticuerpos anti-IgG ue cone jo contra ratón. Se lavó 

el papel 10 minutos con TBST 3 veces y una vez con amortiguador AP. 

Se secó la membrana sobre un papel filtro y se transfirió a la 

solución reveladora* (esta reacción se lleva a cabo en la 

obscuridad) por espacio de 15 minutos. La r eacc ión fué detenida 

enjuagando el papel con agua bidestilada varias veces. 

*El kit utilizado para la detecc ión fue de Promega. 
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RESULTADOS . 

Dado que el Virus del Sindrome del Ojo Azul (VSOA) afecta el 

sistema nervioso central y de acuerdo a reportes anteriores (ver 

Antecedentes) en los que se indica que el virus s e encuentra en el 

cerebro de animales afectados por la enfermedad, se decidió 

plantear y seguir el e s quema de trabajo mostrado en la figura i. 

Dicho plan contemp ló en una primera etapa el aislamiento del virus 

a partir de tejidos de cerebro infectados y después la purificación 

del mismo a través de gradientes de sacarosa, a partir de la 

preparación de virus pur ificados se analizaron las proteinas 

estructurales de los viriones en geles de poliac rilar.iida-SDS, 

adéma s de la morfologia por microscopia electrónica y el RNA en 

geles de agarosa. 

Aislamiento de virus. 
Siguiendo el esquema de trabajo mostrado en la figura ~. Los 

anima l es fueron sacrificados y se les extrajó el cerebro, el cual 

fué sumergido en MEM lX, utilizando como crioprotector glicerol al 

10 %, la muestra de tejido fué congelada hasta su utilización, 

posteriormente los cerebros fueron descongelados y cortados en 

pequeños fragmentos para macerar los en un mortero estéril. El 

macerado resultante fué homogeni zado en un dounce metálico (ver 

Métodos), de e sta mane ra se obtuvó una suspensión blanquecina de 

aspecto viscoso la cual fue. clarificada por centr i fugac i ón, la 

pastil l a fue descartada y el sobrenadante centrifugado nuevamente 

a 10000 rpm, 15 minutos a 4 ºC. El sobrenadante resultante se 

filtró a través de una membrana con poro de 0.45 µm, y con esta 

soluc ión viral se infectaron monocapas de células CV-lP. Las 

monocapas fueron observadas continuamente para poder observar 

efecto citopático sobre las células. A las 68 horas post-infección 

se obse rvaron cambios en l a morfologia celular; que comenzaron con 

una ligera tendencia de las células a red ondearse, poco a poco fué 
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PURIFICACJON DEL VIRUS DEL SINOROME 
DEL OJO AZUL 

MACERADO DE CEREBROS DE CERDOS INFECTADOS 

j 
FILTRAR POR MEM8RAHAS CON PORO DE 0 . 4~ ¡¡m 

j 
PROPAGACION EN CELULAS CV-IP 

1 

l 
MARCAJE COfj ('"$l-METIONINA Y ('H)- UR\04NA DE 

CELULAS INFECTADAS CON SOA 

j 
PllllRCAQON POR GRA04ENTES DE SACAROSA 

MICROSCOPIA ELECTRON!CA 
{)( VIRIO:\ES 

Figura l. Esquema de la estrategia general utili zada en el 

aislamiento y caracterización del virus del Sindrome del 

Ojo Azul (VSOA). 
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AISLAMIENTO DEL VR.11 D11.. 
Sll«>ROME DEL OJO AZUL 

LECHONES CON CUA()l() 
CLIHICO TIPICO 

1 
EXTRACCION DE 

CEREBROS 

1 
HOMOGENZAft 
CON cx;ua 

1 
CEN TRIFUGAR 

20', l rpm, 4•c 

SOl!RENAOAN TE 

l 
CE'ITRIFUGAR 

1!!', KXXXl.._ 4•c 

1 
SOBRENADAN TE O 

l 
FILTRAR 0.4!1,lllft 

l 
PllOPAOACION EN 

CELU LAS CV-1P 

figura 2 . Esq u ema de p r ocesa mi ento de mue stras de cerebro de 

cerdo para el ais l amiento de l VSOA. 



notoria la agregación ó fusión de dos ó más celulas formando lo que 

se conoce como cuerpo s sinc i tiales; por úl t imo, algunas de éstas se 

desprendieron de la monocapa, sin emba rgo la mayoría de ellas 

permanecieron pegadas a la caja de cu ltivo, ver figura 2· 

I nfección de cultivos celulares (CV-lP y PK~ 

Una vez que se aisló el virus fue necesario montar el sistema 

que per mitiera detectar la presencia del mismo en cultivo d e 

cé lulas y además identificar las carac terí s ticas del efecto 

c itopático ejercido por el virus sobre las ellas. Es important e 

dest a car que a pesar de que ya se había reportado el efecto 

citopát ico en l as lineas celulares PK15, ST , CK, BHK 21, ED, etc. 

(33 ) , d ecidimos utilizar otra linea celular con la idea de 

optimi zar el sistema . La linea c elular derivada de riñón de mon o 

CV- lP resultó útil pues cuando se infectan 11 •• cmo capas confluentes de 

esta linea con e l virus a una multipl icid~d rl e 0 . 1 , las células se 

redondea n después de 36 h oras post i nfección y es posible 

ide ntificar el efecto del v i rus s obre l a monocapa de células como 

ya se mencionó anteriorment e (ver figur a s 38 y J C). 

Plagueo en células PKlS y cél ulas CV- lP. 

Por otra parte se desa rrolló un método que nos per mitió 

cuant ificar las partículas virales infec t ivas . 

La metodología que se utilizó se menciona en la sección de 

métodos . Las roonocapa s con las placas de lisi s se observan a s imple 

vista, si n embargo se proc edió a teñ irlas con cristal violeta para 

una me jor cuantif icación (figura 4). 

Pu>:ifJcación de virus . 

Para la purificación del virus s e hizo u n stoc k de v irus el 

cual se utilizó para infectar 15 cajas confluentes de c é lulas CV-lP 

a una multiplicidad de infección de 0.1 PFU/célula 

y al med io de cultivo se le agregó [3H) - Uridina p a ra marcar 

radiactivamente el RNA (el virus puede r eplicarse e n presencia de 

actinomicina D, sugiriendo que el genoma del virus es de RNA) 

( 11 , 35) . También se añadió al medio [ 35S) -metionina para marcar las 
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A 

B 

figura 3. Efecto citopático del VSOA sobre células CV-lP. 

Monocapas de células CV-lP fueron infectadas a una 

multiplicidad de infección de 0.1 particulas infectivas 

por célula. El curso de la infección fué seguido por 72 

horas. En el panel A se muestran celulas sin infectar y 

en el B las celulas infectadas. 
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Figura Ja. Efecto citopatico del VSOA sobre celulas CV-lP y la 
formación de cuerpos sincitiales (un ejemplo es 

indicado con la flecha sobre la figura). 
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CV-lP 

PK-15 

Figura 4. Determinación de unidades formadoras de placa del VSOA. 
Monocapas de células CV-lP y PK-15 infectadas con el 
VSOA, se tiften con cristal violeta a los cuatro dias 

postinfección y se determinan las UFP del virus. Esta 
metodología fue utilizada para la titulación. 

(ver material y métodos). 
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prote1nas y se siguió el plan de trabajo marcado en la figura á· La 
purificación está basada en sucesivas centrifugaciones, 
concentración por polietilenglicol y la centrifugación a través de 

un gradiente de sacarosa como puntos clave. 
Análisis de infectividad de fracciones provenientes de gradientes 

de sacarosa. 
Después de centrifugar el virus a través del gradiente de 

sacarosa fue colectado en fracciones, las cuales se analizaron para 
seguir la distribución de la incorporación de los radioisotopos a 

lo largo del gradiente (ver figura .§J. Por otra parte se rastreó ~a 
distribución de las part1culas infectivas en el gradiente, esto se 

hizo tomando 10 ~l de las fracciones para infectar monocapas de 
células CV-lP, siguiendo el mismo protocolo mencionado 

anteriormente, 

apreciar en 

(ver figura 1). Como era de esperarse, se puede 

la figura una amplia distribución de ·part1culas 

infectivas a lo largo del gradiente, debido al caracter pleomórfico 
de los virus, sin embargo destacaron algunas poblaciones que 
mostraron un efecto citopático más definido. En la figura .6. se 

indican estas regiones con flechas. 

Microscopia electr6nica. 

Las fracciones colectadas del gradiente también fueron 

analizadas en el microscopio electrónico (ver figuras ª'~ y lQ) • En 
las imágenes se puede observar una amplia diversidad de tamaño 
de los viriones ya que estos oscilan entre 120 y 200 nm, es decir, 
son pleomórficos. También puede observarse una cubierta (de forma 
irregular semiesférica que en ocasiones es alargada) que 
probablemente esté hecha en parte por una bicapa lip1dica, puesto 
que se sabe que el virus es lábil a solventes orgánicos (JJ). Otra 

de las estructuras que pueden verse son aquellas esp1culas pequeñas 
6 "spikes" adheridas sobre toda la superficie de la cubierta. En 
algunos de los viriones es notoria la presencia de estructuras 
alargadas que salen de la cubierta debido probablemente a la 
manipulación durante la purificación y la preparación de la muestra 
sobre la rejilla. Una caracter1stica de estas estructuras 
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PASTILLA 

1 PURlFICACION DEL VIRUS SOA j 

INFECCION DE CELULAS PKl5 CON El VIRUS 
MARCAJE CON [»S] - METIONINA Y [> H] - URIOINA 

l 
LISAOO f ELULAR 

CENTRIFUGAR A 10000 RPM, ROTOR, SS34, 15' 

CXlNGEl.AR Y rSCONGEL.AR 3X 
SOBRENADANTE 

CENTRIFUGAR 1 RPM, ROTOR SS34, 15' 

SOBRENADANTE 1 SOBRENADANTE ll 

JUNTAR SOBRENAOANTES + PEGl 6000 E NCUBAR 24 HORAS A 4"C 

""'""""' • """'¡""'· -· """"' 
RESUSPENOER PASTILLA EN AMORTIGUADOR TN E 

l 
PURIFICAR POR CENTRIFUGACION A TRAVES DE 

GRADIENTES DE SACAROSA DEL 10,.. AL 60,.. 
2 HORAS, 4"C, ROTOR SW40 

J 
COLECTAR FRACCIONES Y PROBAR INFECTIVIDAD DE CNJA ltlA 

Figura 5. Esquema de purificación de viriones del VSOA marcados 
con [3H)-uridina y [ 35S]-metionina. 
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' Figura 6. - Perfil de distribuci6n del virus SOA en gradientes de 

sacarosa~ 

A las 5 horas postinfección (moi de 0.1 PFU/célula) 

las células infectadas se marcaron con [3H]-uridina y 

[ 35S]-metionina, continuándo el marcaje por 
un periodo de 48 a 72 horas postinfección. Las 
part1culas virales del sobrenadante fueron procesadas 
como se describe en Materiales y Métodos y se 

colocaron sobre un gradiente preformado de sacarosa 
del 10% al 60%. El gradiente se centrifugó a 35000 rpm 

por 120 min 4 ºC (rotor SW40 · en una centrifuga Beckman 

LB-55). Posteriormente se fraccionó y determinó la 

incorporación de cada uno de los isótopos. 
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Figura 7. Distibuci6n de la infectividad de los viriones del VSOA 
a lo largo del gradiente de sacarosa. 

Se infectaron monocapas con las fracciones señaladas en 

la figura 6 para determinar la infectividad de cada una 

de ellas. 
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Figura 8. Microscopia electrónica de particulas del virus 
del Sindrome del Ojo Azul purificadas por gradientes de 

sacarosa. 
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Figura 9. Microscopia electrónica de .las part1culas virales 

(amplificación de la fig 8-c). Se pueden apreciar 

part1culas virales que van de 75 a 200 nm. Algunas 
cubiertas (indicada en la figura con una "E" son 
maltratadas durante la tinci6n y liberan las 

nucleocApsides (NC). 
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Figura 10. Microscopia electrónica de nucleocápsides y cubiertas 

(nucleocápsides) es la presencia de subunidades (protómeros) 
dispuestas en forma ordenada que muestran una frecuencia bien 
definida en su arreglo a lo largo de la nucleocápside (ver 
figura 9). 
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An'lisis de Proteínas del VSOA. 

También pudo identificarse el patrón de proteinas 

estructurales que componen al virión. Esto se llevó a cabo por la 

separación de las proteinas (contenidas en las fracciones que 

mostraron mayor infectividad) en un gel de poliacrilamida al 10% 

para después hacer una fluorografia del mismo, ver figura 11. Una 

de las proteinas tiene un peso molecular alto de alrededor de 

200000 daltones. También se detectaron otras dos proteinas que 

tienen un peso molecular de alrededor de 65000 daltones. En la zona 

de migración de entre 45000 y 25000 daltones aparece una banda 

prominente. 

Una vez purificado el virus, se propagó en células PK-15 y se 

siguió un protocolo similar al de la figura 2, pero con algunas 

modificaciones (ver figura 12). Las proteinas del virus purificado 

en esta ocasión fueron identificadas por tinción del gel de 

poliacrilamida con azul de Coomasie, y corresponden a pesos que 

van desde los 205 kd a los 29 kd, destacando las proteinas de 

aproximadamente 66,50 y 40 Kd, las cuales podrian corresponder a 

las proteinas HN, NP y M respectivamente (ver figura 18). 

Allalisis de RNA citoplasm,tico en geles de aqarosa. 

Monocapas de células CV-lP fueron infectadas con el virus y se hizo 

una extracción de los ácidos núcleicos citoplasmáticos de acuerdo 

a la metodologia utilizada por Gough (39). En la figura ll se 

muestra el esquema de extracción. 

Por otra parte las muestras fueron analizadas por 

electroforesis en un gel de agarosa (ver figura~). Como puede 

observarse aparece una población de alto peso molecular que migra 

por arriba de los 23130 pb. que corresponden al fragmento más 

pesado de los marcadores de peso molecular del geno~a del 

bacteriofago Lambda digerido con la enzima Hind III. 
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Figura 11. Fluorografia de las proteínas del virus purificado 

por gradientes de sacarosa. En los carriles A,B y e 

se colocaron 50 µl de las fracciones 11, 15 y 20 

respectivamente, provenientes del gradiente descrito 

en la figura 6. 
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1PuR1F1cAc10N DEL v1Rus soAI 

INFECCION DE CELULAS PK15 CON EL VIRUS 

! 
LISAOO CELULAR 

! 
CENTRIFUGAR A 5000rpm, ROTOR GS3, 15' 

PASTILLA SNTE . 

J 
CONGELAR Y DESCONGELAR 3X 

l 
CENTRIFUGAR 5000rpm, ROTOR GSA, 15' 

- J 
SNTE 1 SNTE 2 

JUNTAR SNTES . + PEG 6000 E INCUBAR 10 HORAS 4ºC 

l 
CENTRIFUGAR 5000rpm, 30' 

l 
RESUSPENOER PASTILLA Y CENTRIFUGAR 

A 10000rpm, ROTOR SS34, 15' 

l 
CENTRIFUGAR 2 HORAS, 4"C, ROTOR SW. 28 

! 
RESUSPENDER PASTILLA EN BUFFER RSB 

! 
CENTRIFUGAR A TRAVES DE.COl..Ctt'.lN ~. OE SICAROSA 

l . 
RESUSPENDER PASTILLA EN BUFFER RSB 

l 
CENTRIFUGAR A TRAVES OE .GRADIENTES DE St(;AR()SA 

DEL IO"~ AL 60"• 

! 
PRUEBAS DE NFECTIVlOAD EN CELULAS CV-1P 

Figura 12.Purificaci6n del virus del Sindrome del Ojo Azul. Este 

diagrama de flujo contempla una estrategia similar a la 
mostrada en la figura 5 pero en este caso los viriones 

no se marcaron con isótopos radioactivos. Los viriones 

purificados de esta manera fueron utilizados para 

identificar las prote1nas estructurales del virus por 

tinción con azul de Coomassie (ver figura l.J.) • 
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Figura 13. Análisis por electroforesis de las proteinas 

estructurales del VSOA. 

Los viriones purificados por gradientes de sacarosa 

fueron sometidos a electroforesis en un gel al 10% de 

poliacrilamida-SDS y después se tiñó con azul de 

Coomasie. En el carril de la izquierda aparecen los 

marcadores de peso molecular, en los carriles 1,2 y 3 

se pusieron 60, 20 y 5 µg de proteina respectivamente. 
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1 ANAUSIS DE RNA CITOPLASMATICO 1 

CELULAS CV-1P INrCTADAS CONVSDA 

RECOGER CELULAS INFECTADAS CON GENDARME 

1 
CENTRIFUGAR 5000 R P M 3' 

1 
RESUSPENDER PASTILLA EN AMORTIGUADOR 1 

1 
INCUBAR EN HIELO 5' Y AGITAR 

! 
CENTRIFUGAR A 8000 RPM 1' 

l 
ADICIONAR AMORTIGUADOR 11 AL SOBRENADANTE 

!· 
ADICIONAR 1 VOLUMEN DE FENOL SATURADO CON TRIS 

Y CENTRIFUGAR A 10000 RPM Kl' 

! 
COLECTAR LA FASE ACUOSA, Y ADICIONAR 2.5 VOLUMENES 

DE CLOROFORMO Y CENTRIFUGAR 3' 10000 RPM 

l 
COLECTAR FASE ACUOSA Y ADICIONAR 2. 5 VOLUMENES 

DE ETANOL FRIO E INCUBAR A 70"C 1 HORA 

! 
CENTRIFUGAR A f 0000 RPM, 30', 4°C 

SECAR LA PASTILLA Y RESUSPENDER EN H20- DEPC 

1 
ANALISIS EN GELES DE AGAROSA 

Figura 14. Diagrama de flujo para el análisis de RNA 

citoplasmático de células CV-lP infectadas con VSOA 
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de RNA citoplasmático 

de células CV-lP infectadas con el VSOA . La posición 

de las muestras se indica en la figura. 
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Con la idea de determinar si el virus era capaz de inducir la 

producción de anticuerpos neutralizantes en ratones inoculados con 

virus, se procedio a inyectar por via intraperitoneal el virus. 

Después de 2 meses se obtuvieron los sueros de ratones y se 

realizaron ensayos de neutralización como se describe abajo. 

Prueba de neutralización 

Las particulas virales fueron incubadas con diferentes 

diluciones de los sueros a 37 ºC por 1 hora, con esta mezcla se 

infectaron monocapas (corno se describe en la sección de Métodos) 

confluentes de células CV-lP crecidas en cajas multipozos. 4 dias 

postinfecci6n las monocapas fueron tefiidas con cristal violeta. 

Como puede observarse en la fiqura 16 los 3 ratones produjeron 

anticuerpos contra el virus y estos anticuerpos son capaces de 

neutralizar la infección hasta una dilución de 1:1000. 

Para tratar de identificar aquellas proteinas del virus que 

eran reconocidas por estos anticuerpos se procedió a realizar un 

ensayo tipo "western blot". Para ello se procedió a correr muestras 

de virus purificado a través de gradientes de sacarosa en geles 

desnaturalisantes de poliacrilamida-sos, posteriormente las 

proteínas se transfirieron a papel de nitrocelulosa. Para 

determinar el reconocimiento inmunoespecif ico se incubaron con los 

anticuerpos policlonales anti-VSOA y se revelaron con un conjugado 

de cabra anti-Ig de ratón acoplado a fosfatasa alcalina. Como puede 

observarse en la figura 17, las proteínas preferentemente 

reconocidas por los anticuerpos policlonales corresponden a NP, HN, 

F y M del VSOA. Utilizando otros sueros neutralizantes anti-VSOA 

hemos determinado que el reconocimiento es preferentemente sobre 

las proteinas NP y HN. Lo cual sugiere que estas proteinas pudieran 

estar relacionadas con la capacidad de neutralización de los 

anticuerpos. 
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Figura 16. Ensayo de neutralización para 3 sueros hiperinmunes a 

viriones del VSOA . 

En la figura los pozos con la letra Al-A6 muestran las 

diluciones para el suero del primer ratón, los pozos 

con letra B el suero del segundo ratón y la letra C 

corresponde al tercer ratón. Las diluciones de 

izquierda a derecha son: 1:50, 1:100, 1:150, 1:500, 

1:1000 y 1:5000. Los pozos 01,02 y 03 son controles 

para monocapas infectadas con virus que fué incubado 

con los sueros preinmunes. En los pozos 04 al 06 se 

muestran monocapas no infectadas. 
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Figura 17. Immundetección de proteinas del virus SOA con 
anticuerpos policlonales. 
En los carriles 1 y 2 se 111ue,stran las proteinas 

transferidas y teñidas con negro de amido, en el 

carril 1 se muestran los marcadores de peso molecular, 
en el carril 2: las proteinas del virus purificado en 
gradientes de sacarosa. En el carril 3 y 4 las 
proteinas reconocidas por dos sueros hiperinmunes al 
VSOA, en el carril 5 se muestran las mismas proteinas 

incubadas con un suero preinmune. En los carriles 

A,B,C y D las proteinas reconocidas por otros sueros 

que son más selectivos. 
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS. 

El Sindrome del Ojo Azul ha cobrado importancia económica 

dentro de la porcicultura mexicana, especialmente en las zonas con 

mayor productividad (44,45). Es importante por esta razón realizar 

un estudio serio y preciso, pues en la literatura existe 

controversias en cuanto a su diagnóstico. Una de las metas por 

alcanzar, de diferentes grupos de investigación, es la obtención de 

una vacuna ya sea atenuada ó inactivada que permita un mejor 

control de la enfermedad. Además del desarrollo de tecnologia que 

nos permita detectar al virus con mayor precisión y especificidad. 

Los primeros reportes de brotes fueron hechos a principios de 

la década de los 80 .. { l 3,14,15,16,20,22,25), sin embargo es poco lo 

que se conoce acerca del virus, pues en un inicio el parecido de la 

signologia de la enfermedad con otras enfermedades en México 

retrasó la adecuada atención y estudio de esta nueva enfermedad 

(13). 

La enfermedad de Aujezky, es una enfermedad de origen viral 

que afecta a los cerdos y que muestra una sintomatologia similar a 

la producida por el VSOA. Se caracteriza por producir signos 

nerviosos, respiratorios y falla reproductiva. Ambos virus 

representan perdidas económicas importantes para la industria 

porcicola. Debido a las similitudes clinico-patológicas entre ambas 

es indispensable realizar un diagnóstico diferencial que permita 

llegar a un diagnóstico p r eciso con el objeto de .dictar las medidas 

de control necesarias. 

Debido al desconocimiento y mala información sobre el Sindrome 

del Ojo Azul se han tomado medidas inadecuadas para su control, 

tales como vacunaciones masivas contra la enfermedad de Aujezky, 

medicaciones con vitamina B y antibióticos, también se ha 

practicado la "vacunación" con macerados de encéfalo de cerdos 

muertos por la enfermedad. Todas estas medidas lejos de ayudar han 

perjudicado a la economia ya que han elevado los costos de 

producción (43). 

En este trabajo se aisló y purificó el virus a partir de 
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cerebros de cerdos infectados que presentaron la signologia 

descrita por varios autores (42). 

El virus es lábil a solventes órganicos y esto, aunado a la 

morfologia de los viriones que se observó en la microscopia 

electrónica sugiere que la cubierta esta constituida en parte por 

lipidos y por elementos proteicos o peplómeros que se aprecian como 

pequeñas espiculas salientes que estan dispuestas en toda la 

superficie de la cubierta. 

Como puede observarse en las figuras 8, 9, y 10, en donde se 

muestran las micrografias electrónicas de las particulas virales, 

una de las características más notorias es la heterogeneidad de las 

estructuras: En primer lugar se observan estructuras semiesféricas 

de tamaño variable (caracteristica que es denominada pleomor f ismo) 

que oscilan entre 75 y 200 nm que corresponden a viriones intactos, 

estas estructuras revelan la morfología de los viriones, indicando 

que éstos tienen una cubierta forrada en la superficie por 

espiculas denominadas peplómeros. Por otra parte se observan 

estructuras filamentosas o nucleocápsides que posee n subunidades 

(protómeros) dispuestas a lo largo con una simetría helicoidal. 

También se observan cubiertas que han sido daña das en una región y 

se puede observar que han liberado nucleocáps i des. Se piensa que 

las cubiertas le dan una protección al virus para transportar las 

nucleocapsides desde una célula hasta otra pero éstas no soportan 

la tensión durante el secado sobre las rejillas para la microscopía 

electrónica. Estas caract erísticas han sido observadas en los 

elementos que conforman a la familia de los Paramyxoviridae . 

El virus presentó características que son compartidas por la 

familia de los Paramyxoviridae. 

Las proteínas estructurales del virus, al ser separadas a 

través de electroforesis en un gel de poliacri lamida al 10%, 

mostraron un patrón bien def'inido (ver figura 11). Destacan dos 

bandas correspondientes a un peso de alrededor de 60 a 70 

kilodaltones y otra proteína de alrededor de 40 kilodaltones 

Una vez que se obtuvo el virus purificado, a partir de éste se hizo 

un stock para pos teriormente propagar el virus en células PK-15, 
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siguiendo el esquema de trabajo mostrado en la figura 12. 

El virus purificado por gradientes de sacarosa fue 

concentrado en suficiente cantidad para poder apreciar las 

proteínas estructurales en un gel de poliacrilamida con la tinción 

azul de Coomasie (ver figura 13). 

Las bandas identificadas en el gel muestran un patrón similar 

al reportado por otros autores, aunque con algunas pequeftas 

diferencias (ver Sundqvist) (36). 

En la figura destacan las seis proteínas descritas por 

Sundqvist, aunque junto con las proteínas del virus también hay una 

serie de proteínas que pueden considerarse como proteínas célulares 

"contaminantes" que son arrastradas en la cubierta del virion al 

salir por gemación. 

Los pesos moleculares de estas proteínas se encuentran dentro 

del intervalo de las proteínas de los paramyxovirus. Por ejemplo, 

para la proteína denominada L en el virus Sendai se calcula un peso 

molecular de 231,608 daltones, para el virus de Newcastle 248,822 

daltones y para el VSOA hay una protelna correspondiente de un peso 

de alrededor de 200,000. Para la proteína HN: se calcula en el 

virus Newcastle 63,149, para el virus del Sarampión 69,250 

daltones. Para la proteina N ó NP se calcula en el virus de 

Parainfluenza tipo 3 57,823 daltones, para el virus del Sarampión 

58,111 daltones. Para estas dos últimas proteinas existen en el 

VSOA proteínas equivalentes y lo mismo ocurre con las proteínas F,P 

y M (36). 

En cuanto al genoma del virus, éste fué identificado en geles 

de agarosa y tiene un peso molecular superior a los 23130 bases. Se 

han reportado pesos moleculares altos para los genomas de los 

elementos de la familia de los Paramyxoviridae que e3tan alrededor 

de las 15,500 bases. 

El virus esta constituido por un genoma de RNA, ya que su 

replicación no es inhibida por actinomicina o (11,33,35). Este RNA 

es de alto peso molecular, cercano al descrito para los 

paramyxovirus (4,7,37,38). 

En resumen, podriamos decir que los viriones estan construidos 
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por al menos 6 proteínas que tienen pesos moleculares muy cercanos 

a los descritos (37, 38), ver tabla 2. Llaman la atención las 

proteínas estructurales HN y F, las cuales son glicoproteinas según 

ha demostrado Sundqvist (36), y la proteína P, la cual es una 

fosfoproteina. 

Se ha propuesto un modelo para la estructura de los viriones 

en la familia de virus Paramyxoviridae (37,38,40), en la que se 

muestra una cubierta forrada por las proteínas HN y F (ver figura 

18), que están ancladas a una bicapa lipídica, en esta interacción 

auxilia una tercera proteína denominada M. En el interior de los 

viriones encontramos una estructura filamentosa alargada que 

contiene al RNA cubierto por una proteína mayoritaria (NP) . Además 

de la NP, sobre la nucleocapside se encuentran dos proteínas que 

están íntimamente ligadas: una de al to peso molecular, L y la 

proteína P. 

También se obtuvieron sueros hiperinmunes contra el VSOA de 

ratones y se hicieron los ensayos de neutralización (ver figura 16) 

los cuales mostraron un titulo de 1:1000. En la figura 17 se 

muestran los ensayos tipo "Western blot" de los sueros 

neutralizantes. Como puede observarse cada suero reconoce 

diferentes proteínas del virus. Es notable la respuesta que se 

observa en el carril B de la figura 17 pues las proteínas que son 

reconocidas exclusivamente son la proteínas NP y HN lo cual sugiere 

que al menos una de estas dos proteínas esta implicada en la 

neutralización, ya que todos los sueros que se emplearon en los 

immunoblots fueron neutralizantes. 

En cuanto a la proteína HN, sabemos que para los paramyxovirus 

la unión de anticuerpos a ella está relacionada con la 

neutralizacion, como ha sido reportado para algunos virus (37) (ver 

figura 17). En la figura se aprecian dos bandas que son reconocidas 

exclusivamente por el suero de este ratón en particular, lo que 

sugiere que alguna de estas dos, ó ambas están involucradas en la 

neutralización. 
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Figura 18. Modelo propuesto para la estructura de los viriones de 
la familia Paramyxoviridae. Los viriones están 

compuestos fundamentalmente por 6 proteinas 

estructurales que conforman la nucleocapside y la 
envoltura. La nucleocápside contiene una molécuJ.a de 
RNA que está "forrada" por la prote1na NP y 2 
prote1nas que están unidas a la superficie en forma 
débil; la prote1na P que es una fosfoprote1na, la 
prote1na L que es de alto peso molecular. La cubierta 
es una b1capa lip1dica que tiene ancladas las 

glicoprote1nas HN,F y M. 
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A pesar de encontrar en el VSOA muchas caracteristicas 

compartidas por los paramyxovirus, no se ha encontrado una reacción 
con el VSOA de sueros hiperinmunes contra algunos paramyxovirus 
(parainfluenza tipos 1,2 y 3, paperas, sarampión, virus sincitial 

respiratorio ni Newcastle) (26). 

El efecto citopático que ejerce el virus sobre las células 
durante la infecc i ón es la formación de cuerpos sincitiales y una 
caracteristica que también se comparte es la capacidad de 
hemadsorción a eritrocitos de varias especies. 

Estudiar la complejidad de la estructura del virión es 

importante para determinar qué proteinas estructurales del virus 
pueden estar involucradas en la neutralización de la infectividad 

del virión "in vitro". 

A pesar de que se han realizado varios estudios acerca de las 
propiedades serológicas, patologia y morfologia del VSOA existen 
pocos trabajos relacionados con sus caracteristicas moleculares y 

estructurales, por ello se hacen necesarios estudios más profundos 

para entender de manera más precisa la naturaleza de este agente 
viral, as1 como de sus propiedades antigénicas y la determinación 

de las posibles variantes del virus (serotipos), que pudieran 

existir en la naturaleza. 

Sin el conocimiento de la naturaleza del virus es muy dif 1cil 
pretender la elaboración de una vacuna que pudiera ayudar a 
controlar y erradicar la enfermedad. 

La atenuación de cepas virales y su posible uso como cepas 
vacunales es hoy en d1a uno de los objetivos primordiales de la 

viroloq1a molecular. Anteriormente la atenuación de las cepas se 

llevaba a cabo de una manera emp1rica y utilizando diferentes v1as 
como son: a) propagando el virus repetidamente en un huésped 

diferente del original, b) por adaptación de virus a crecer a 
temperaturas sub-óptimas, propagando en un solo huésped de manera 
repetida y d) por eventos de recombinación para obtener una cepa no 
virulenta. Uno de los requisitos para poder evaluar el caracter 

virulento ó atenuado de cualquier cepa viral es que posea 

marcadores genéticos definidos, que nos permitan diferenciar las 
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caracter1sticas entre ambas. 

Algunas de las ventajas de la administración de vacunas 

atenuadas son las siguientes: a: simula la infección natural, 

produciendo inmunidad de larga duración, b) induce la s1ntesis y 

excreción de inmunoglobulina A en el intestino, generando 

resistencia a la reinfección (cuando se trata de virus que se 

propagan en tracto digestivo, c) confiere inmunidad de grupo al 

repartirse espontAneamente el virus vacunal en la comunidad d) en 

muchas ocasiones su eficacia es cercana al 100%, e) es de fAcil 

administración, y es menos costosa que la inactivada. 

Uno de los objetivos de este trabajo es contribuir al 

conocimiento de la naturaleza de este virus, con la idea de poder 

entender sus mecanü1mos de patogenia y eventualmente aportar 

resultados que puedan ayudar en un futuro a elaborar un biológico 

o vacuna que nos permita el control de la enfermedad. 

Dentro de las perspectivas de estudio del virus estA la 

clonación del genoma viral, que junto con la tecnolog1a que se ha 

generado en los Oltimos afios dentro del terreno de la ingenier1a 

genética podr1a contribuir en forma decisiva para una mejor 

comprensión de la enfermedad. Una de las aplicaciones que 

podr1amos encontrar en un futuro no muy lejano, es la elaboración 

de una vacuna sintética. 
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Tabla 2. Comparación de los pesos moleculares (en kilodaltones) 

de proteínas estructurales del VSOA con proteínas de 

algunos paramyxovirus. 

VIRUS 

Proteína VSOA PIV-3* Sendai NDV** Sarampión 

L 200 200 200 200 200 

HN 66 68 71 72 79 

NP 68 65 58 53 72 

F 59 54 49 53 61 
p 52 79 79 53 45 

M 40 39 38 37 40 

* virus de Parainfluenza tipo 3 

** virus de la enfermedad de Newcastle 
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