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RESUMEN

CUETERO REYES SOCORRO. Inoculacién experimental del parsmyxovirus de ojo
azl en ratas de laboratorio (Cepa Wistar) . vin intframuscular. Bajo 12 asesoria de los
MVZ Humberto Ramircz Mendoza , MV7, Rosalha Canmodn Népoles y MVZ Jaime
Campuzano Granados.

Se utilizarén un totel Jo 22 rates de los cuales 2 animsles son testigo y 20 ratas fucron
inoculadas con un 1 ml del paramyxovirus del Ojo Azul (POA) con un titulo de 10555
DICC (Dosis infectants en cultivo celular) /ml, por via intramuscular.

El dia 0 s¢ tomaron mucstms sanguincas por via intracardisca de 2 animales testigo y
posteriorments ostos se sacrificaron. Les dias 1,3,5,7,10,15,20,25,30,35 postinoculacién (PD)
s¢ tomaron muestras de sangre para Ia deteccion serolégica de anticuerpos contra POA
utilizando la técaica de Inhibicién ds la Hemoaglutinacidn (THA), Suzroncutralizacidn (SN),
pora ls realizacién de Biometrias Hemidticas (BH) y la obtencién de 1s Capa Flogistica para
aislamicnto vira), adembs so obtuvicron mucstras do Srganos (encéfdlo, pulmdn y tonsila)
para intentar ¢l aislamiento en tres lineas celulares (MDBK, PK-15, BT) e
inmunofluorcacencias en cultivo celular (IFCC), do estas mismas muocstras s¢ hicieron
estudios histopatolégicos (1IP). Se recolectaron durante los 35 dias hoces y orina para el
aislamiento e IFCC.

En los resultados de las pruebas seroldgicas para IHA y SN sc detectaron anticucrpos a
partir del décimo dia PI en ambas prucbas con titulos do 1:4 hasta 1:256 para SNy de 1: 8
hasta 1:64 para [HA. En ¢l aislamiento viral de érganos, capas floglsticas, hoces y orina se
pudo aislar el virus durante todo el periodo de experimentacion en las tres lineas colulares,
coincidiendo estos resultados con las IFCC; las BH mostraron variacién ¢o los valores de
Loucocitos, NeutrSfilos, Linfocitos y Monocitos. No hubo presencia de  lesiones
significativas tanto macro como microscopicas.



INTRODUCCION

13 enfermedades que afectan al sistema nervioso central de los cerdos han estado
presentes desde que se inicio s porcicultura cobrando importancia en los Gltinos aflos (5).

La enfenmedad de Ojo Azul  se ha reportado «olo en México, la produce un
Paramyxovirus (POA), qus s¢ replica con facilidad en  cultives primarios de células de
rifidn de cerdo, tirvides de bovine, y en lincas colulares tales como: riddn de cerdo (PK-15),
testiculo de cerdo (ST), mono (Vero Maru), rifién de gato (CK), embnién de bovino (BEK),
rifién de hamster (BHK 21) y dermis oquina (ED) (3,14,16,18,19).
También crece en abundancia en embrién de pollo de 6 dias inoculando on cavidad
alantoidea con mortalidad del 50% de los embriones con un perfodo de incubucién de 72 hry
(14,16,18).

En monoestratos de rifion primario do cerdo y oélulas PK-15, produce e} cfecto

citopético con f 10n de sincitios car izados por fusion do 3 a 20 nicleos ¢n 24 a 48
hrs postinoculacién (3,16,17), tienc la capacidad de hemoeglutinar eritrocitos do una gran
varidad de mamiferos y aves, El virus muestra scnsibilidad a los solventes de lipidos (éter
y cloroforma), tiene resi iz a la acti icina D, indicando presencia de RNA en su

genoma; Y se inactiva 8 56 0C después dz 4 hrs (3,16,18,20).

La {mica cspecic donde s¢ ha confimudo le enfermedad natural es el cerdo
(3,11,16,18).

El POA ocasiona en lechones do 1 a 15 dias do edad un cusdro nervioso progresivo,
presencia de opacidad comeal uni o bilateral cn un 10% y muerte. En cordos de més de 30
dias cl cuadro nervioso es mro y la opacidad se presenta 1 al 4% do los animales infoctados
(3,16,19,20).

En animales reproductores (y cerdas en maternidad) se observa incremenio en el
nimero de hembras repetidoras, lo que ocasiona  una desminucién  del 15-20% en la
fentilidad de 1a piara, incremento en ¢l niumero de lechones nacidos muertos (2+24%) y fetos

momificados (1-15%). Se afoctan cotre el 20y 65% dc las camadas nacidas durantc e brote
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con uns morbilidad de 20 a 50% y montalidad de 87 8 99%. Este efecto en 1a maternidad
durs dc 2 8 9 semanas (3,15,16,19).
lin sementales 8o presenta epididimitis y orquitis con atrofia testicular subsecuente (2).

En granjas engordadorss la morbilidad va del 1 al 20% y 1a mortalidad es menor a 1%, pero
también se han presentado brotes de encefalitis (de etiologia muluple) hasta con 30% de
mortalidad (16,18,20).

La nita natural do nfoeeion cs la nasofarings, ¢! sitio inicial de replicacién es Ia
mucosa nasal y tousila pasando al sistema nerviose central y pulmén. La opacidad corneal es
debido probablements a un fendémeno de hipersensibilidad tipo II (15). Durante 1a viremia,
¢l virus llega al Gtero causando muerte cmbrionaria con retome al estro en el primer tercio de
la gestacion, y causando muerte fetal y momificaciones on gestaciones mAs avanzadas
(15,17,18,19). '

Lesiones macroscopicas: prescutan opacidad y edema comeal uni o bilateral,

congestion cerebral y aumento del Hquido cefaloraquideo, neumenta que afocta los bordes
centrales de fos 16bulos crancales. Otros cambios son acumulacién de fluido con finas
bandas de fibrine cn cavidad abdominal, distensién ghstrica con leche, distension por orina
en vejiga y suofin seioss do grasa coronaria.
Lesiones njcroscdpicas: hay uveltis, infiltracién de células monenucleares en el Angulo irido
comeal, ifs y nervio dptico; macréfagos y noutrdfilos en la membrana de Descement de 1a
cémea y Angulo comeoescleral y en el iridocorneal. Meningoencefalitis no supurativs, gliosis
focal o difusa, infiltracién linfocitaria perivascular , necrosis newronal, eritrofagocitosis asi
como neumonia intersticial carncterizado por engrosamicnto del septo alveolar debido a
células mononucleares (4,15,17,18,19).

El diagnostico sc basa en los signos clinicos y prucbas cspecificas como: aislamiento
viral (encéfalo, pulmén y tomsila); inmunofluorescencia (IF) y serologia como
inmunoenzimitica, sucroneutralizacién (SN) ¢ inhibicién de la hemoaghutinacion (THA)
(4,10,15,17,18,19).
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Experimentalmente se han infectado el ratén y ¢l congjo adulto, esto es resistente a
la infeccion ir ular vy no pres signos dc la enfermodad |, sin cmbargo hay

desamollo do anticusrpos.

Humanos en contacto con €] virus son oegatives scrologicamente y perros que consumicron
came de cerdos infoctados no desarrollaron signos ni anticuerpos (3.14,18,19).

Por otro 1ado of pecari siendo de s wisma fumilia del cerdo dowéstico se ha demostrado que
cy susceptible al POA (6), mientras quc el gato tiene la capacidad do scroconvertir ante la
inoculacién del virus (1),

Asi mismo se han detectado anticuapos cn ratas capturadas dentro do las mismas granjas,
con tiulos de 1:20 cn la prucbs de inhibicién do la hemoaglutinacién, en muestras
procedentes de Coacaleo, México (13).

En otro trabajo so capturardn 25 mtss do una granja ubicada ¢o San Juan de los Lagos,
Jalisco, por medio de la prucbe do la inhibicidn do ln bemoeghutinacién nueve sucros
wvierén un titwlo de anticuerpos do 1:12 y dos con 1:16; los 14 restantes no mostraron
ninguna reaccion, en las inmunoflucrescencias diroctas y Ias susronoutralizaciones resultaron
pogativas (12).

Aun dentro de la epizootiologis quedan muchas dudas sobro el papel que  jucgan
otras especies en la transmision del Paramyxovirus de Ofo Azul, por 1o que para cste estudio
se ha scleccionado & la mata dec lsboratorio, para observar que sucede bajo condiones
controladas.



HIPOTESIS

I.a rata Wistar puede ser susceptible a la infeccién por Paramyxovirus de Gjo Azul
(POA), inoculando el virus por I via intramuscular (IM), con I8 consecuente

sevoconversién y 1a posible eliminacién del virus en heces y orina.

OBJETIVOS

1.- Determinar si la rata ccpa Wistar, ¢s capaz de infectarse y desamollar signos do
enfermedad a través de 1a inoculacion intraruscular del POA.

2.- Determinar si 1a rata, s capaz do seroconvertis ante a inoculacién del POA.

3.- Determinar 1a posible eliminacién del POA & través de heces y onna en s rata.

4.- Determinar si ¢l POA, cs capaz de causar alleraciones tanto macro como microscopicas
y cambios ¢n la biometria hamética.



MATERIAL Y METODOS

Sc utilizaron un total de 22 mtas, copa Wistar, machos, entre los 2 a 3 meses de odad

y ¢l peso entre los 200 a 250g.
Jos amirnales fueton donados de la Facultad Je Medicing, en Cindad Universitania y se
colocaron en una jaula. Desde su llcgada y durante ¢l oxperimento sc mantuvieron dentro de
un cuarto aislado, donde s les did un periodo de adaptacion de 3 dias antes de 1a
experimentacidn.

Para su mancjo so les udministréd como tranquilizante el Hidrocloruro de Xilacina, via
intramuscular, & dosis de 3 mg/Kg de peso y €] ancstésico Clovidrato de Kctamina, via
intramuscular, a dosis do 40 ng/Kg de peso vivo (7).

F1dia O bajo anegtesia general so tomaron muestras sanguineas por vig intrecardicca
de 2 animales testigo y se sacrificarén por desnucamiento, & los cuales 3¢ les extrajo el
encéfalo, pulmon y tonsila, depositindosc cn cajas de petri estériles. Este mnismo dia fueron
inoculadas 20 ratas intrernuscularmente con 1 ml de antigeno de Ojo Azul con un titulo de
10555 DICC (Dosis infectantes en cultivo colular) /ml.

Los dias 1.3,5.7.10,15,20,25,30,35 postiroculacién (PI), sc tomaron al azar 2 matas, de las
cualcs so obtuvierdn mucstrus sanguineas ¢ inmediatamente so sactificardn extraycndo los
drganos antes mencionados. Asi mismo duranto todo este periodo se recolectaron las hoces y
orinas y sc almacenaron en refrigeracidn a -20 ©C, para sislamiento viral.

PREPARACION DE SUEROS

So emploaron tubos de vacutainer sin anticoagulante, para la obtencién de sucros,
cstos fueron centrifugados a 1500 rpm durante 10 min., sc inactivarén a 56 °C durante 30
min,, para sucroneutralizacién (SN), estos mismos sueros, se absorbieron con caolin y
eritrocitos de cuye al 5%, previamente lavados en solucién amortigusdore de fosfato (PBS)
con pH 7.2 ¥ se centrifugaron para 1a prucba de inhibicion de la hemoaglutinacion (THA).



TECNICA DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

PREPARACION DEL ANTIGENO

El antigeno utilizado en la preuba de THA fuc la copa PAC LV pase 4, propagada
en células PK-15, congeladn y descongelada 2 veces para s liberucidn det virus de 1a célula:
86 titulé por la técnica de hemnoaglutinacion, utilizando como diluyente PBS, las diluciones
fueron de 1:2 & 1:256, i volumen inicial fue de 0.05 mly cl final dc 0.05, después se
agregaron 0.05 ml de eritrocitos de cuye al 0.75%, cn cada pozo. Fl antigeno se wtilizd
ajustando cl titulo a 8 unidades hemoaglutinantes (UHA).

TECNICA DE IHA

En 1a placa sc colocaron 0.05 m! de PBS cn todos los pozos, y 0.05 ml del suero
problema en el primer pozo, se diluyo con la multipipeta y so colocaron 0.05 ml del antigeno
cn todos los pozos, se dejaron 30 min, a  temperatura ambiente y sc agregd 0.05 ml do
suspensitm de critrocitos de cuye 0.75% a todos los pozos. Se realizaron diluciones do 1:8 a
1:1024.
TECNICA DE SUERONEUTRALIZACION

PRUPARACION DEL ANTIGENO

Sc utilizaron 300 DICC/0.050 mi.
Para determinar 1a concentracion del virus so realizaron diluciones decuples del virus
original, utilizando como diluyente ¢! medio csencial de EAGLE, en una dilucién de 101 a
108,
La titulacion del virus se hizo en microplacas do 96 pozos fondo plano®, se colocan 0.05 ml
do virus por pozo, a una conoentracién de oélulas PK-15 de 100.000/m.
Para determinar ¢l titulo del virus sc utiliza el método de Karber (9).

* NUNC



THCNICA DE SN

¥ una placa limpis y esterilizada se colocan 0.05 ml de sol. de Hank's en todos los
pozos y 0.05 ml del suero problema (en 1a primer hilers) e} cual se diluydé 2 0.05 mlecon la
mubtipipeta. s agregd cl virus 0.05 ml en todus los pozos, ¢ incubd & una hora y se ransfirio
todo a l1a placa que contienc ¢} monocstrato.

AISLAMIENTO VIRAL

CAPAS FLOGISTICA

Se utilizaron tubos de vacutainer con anticosgulantes, pera la obtencién de sangre, en
la misma proporcitn se lo sgrego el Histopaque', en forma esténil, centrifugando s 2000 rpm
durante 30 min., 2] obienerse 1o capa floglstica estd fue colocada en un frasco estérnil con
solucién de Hank's,

ORGANOS

Sc tomo una porcidén do encéfalo, pulmén y tonsila, posterioruente estos fucron
macerados en sol. de Hank's sc recolectd el indeulo en tubes y se centrifugé & 3000 rpm
durante 30 min., se filrd por membranas de 1.2, 0.45 y 0.22 micrdnictros en forma esténl.

1IFCES Y ORINA

En beces se realizd ¢l nusmo procodimiento descrito en érganos y en orina sc e
agrego sol. de Henk's, sc centrifugd y se filtro.

Una vez obtenidos los indeulos antes mencionados, se preparardn bos de Leighton
previamente lavados y esterilizedos con un monocstrato de la linca colular do rifidn do
bovino (MDBK), linca celular de rifion de cerdo (PK-15) y la linea cclular de comete de
bovine (BT), por cads muestra, en cada uno s¢ le colocd 0.2 ml de indeulo mas | ml de sol.
do Hank's. A las 72 hrs de un primer y scgundo paso, sc obtuvo ¢l sobrenadante para realizar
hemoaglutinaciones (HA), exnpleando eritrocitos de bovino al 0.5%.

De las mucstres positivas a la HA sc tomaron 0.2 m Js! sobrenadante para inocular

nucvamente tubos de Leoighton con una laminilla en ol interior de la cdmam, con un
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momocstrato do 1a linca celular de rifivn do cerdo (PK-15) pera imnunofluorescencia en

cultivo celular (IFCC), a las 72 y 96 hra sc sacaron les laminillas y se fijaron sumergiendolas
cn acetona al 10% durante 10 min., en ol refrigerador, posteriosmente se colocarun en una
ciamara himeda y sc les agregé e} conjugado espoecifico de POA, sc lavaron y se fijeron con
glicerina buferada.
BIOMETRIAS HEMATICAS

La sengre fue tomada en tubos estériles de vacutainer con anticoagulante (EDTA), se
remitié al laboratorio clinico, con el fin de determiner cambios en los valores sanguineos.
NECROPSIA

So realizd cl examen macrosodpico posteriomente so recolecto ojos, higado , rifién,
bazo, intestino, testiculo y una parte de encéfalo, pulmén y tonsila en un frasco con forino) al
10% para su estudio microscépico.
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RESULTADOS

PRUEBAS SEROLOGICAS

Al cvaluar los niveles de anticuerpos on las ratas a través de SN ¢ IHA se detectaron
cstos & spartir del décimo dia postinoculacion (PT) co ambas prucbas, fluctuando desde 1:4
hasta 1:256 pars SN y desde 1.8 hasta 1:64 peara [HA (ver cuadro 1)
CAPAS FLOGISTICAS

No 3¢ contd con las capas flogisticas del dia © al 7, porque no sc contaben con los
reactivos disponibles en el momento de las primeras tomas de mucstras, sin cmbargo del dia
10 al 35, en cl primer pase hubo hemoaglutinaciones (HA) apartir del sobrenadante de las
lineas cctulares PK-15 y BT, para comprobar esto se realizd un scgundo pasé presentando
HA en las MDBK y BT sobre los monoestratos inoculados, coincidiendo estos resultados
con las fluorescencias (ver cuadro 2).
ORGANOS

Al inocular monoestratos celulares (MDBK, PK-15, BT) a partir de maccrados de
encéfalo, pulmon y tonsils, hubo HA en las tres Uncas celulares, pero en menor niumero de
mucstras, sin cmbargo cn ¢l scgundo pase solo se presentd en células MDBK entre los dias
20,25,30 Pl y cn células BT en los dias 5,10,30. Para verificar esto, se realizaron [FCC,
resultando positivos durante todo el perfodo de la experimentacion (ver cuadio 3).
HECES

Sc inocularon las heces de Ing ratas colectadas durnnte los 35 dias, en tres lineas
celulares MDBK, PK-15, BT, de los cunley se observd HA a pairtir do los sobrenadantes de
los monoestratos  tomados a las 72 hrs P durnte toda 1s fase de experimentacion. Para
corroborar 1a presencia del virus, sc hizd un scgundo pasc de todas las muestras , utilizando
las tres lincas colulares, en oste caso siguid existiendo HA |, pero en un menor ntimero de

mucstras, sin cmbargo ésia se presenté en todo ¢l periodo experimental,
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Para confirmar los resultedos obtenidos se realizardn inmunofluorescencias a partir do las
mucstras positivas y sc encontrd que estd fuc también positivo & lo largo del experimento
(ver cuadro 4).
ORINA

Sc inocularon las muestras de orina en tres diferentes monoestrutos celularcs
(MDBK, PK-15, BT) a partir de estos sc realizo HA a las 72 hrs en las cuales fucron
positivas las tres lincas celvlares durante wdo el periodo experimmental y fuo mds evidente co
Ia linea celular BT. Pam confirmar este comportanmiento se hizd un scgundo pase, pero nada
més de los primeros 12 dias aparecioron positivos las BT y do los dias 15 al 35 laxs células
resultaron contaminadas (ver cuadro §).
BIOMETRIAS HEMATICAS

Lin 1as BH mostraron veriacién en los valores de Leoucocitos, Neutrdfilos, Linfocitos
catre los dias 10 al 20 y en Monocitos los dias 10 y 15, aunque 0o so puoden precisar cstos,
dobido al poco niunciv de animales testigo tomados durante ¢l experimento (ver cuadro 6),
NECROPSIA

En cuanto a lesiones cn ninguna do las ratas hubo cambios significativos tanto macro

como microscopicas.



CUADRO 1. RESULTADOS SEROCLOGICOS.

DIADE No. DE SN IHA
SACRIFICIO RATA
[ 1
2.
1 3
4
3 5
6
5 7
8
7 9
10
10 11 1:4 18
12 1:8
15 13 1:16 1:16
14 1:4
20 15 1:32 18
16 1:8 1:8
25 17 18
18 1:32 1:32
30 19 1:256 1:64
20 1:8
35 21 1:32 18
22 1:32 1:16
SN= Sueroncutralizacién

IHA= Inhibiciéa do la Hemoaglutinacisn
* Las ratas 1y 2 corresponden a los animales testigo



CUADRO 2. CULTIVO CELULAR DE CAPAS FLOGISTICAS

DIADE No. DE HA HA IFCC
SACRIFICIO RATA ler. PASE 20.PASE PK-13
MDBK PK-15 BT|] MDBK PK-15 BT 72 96 His..
[/} 1-2*
1 34
3 5-6
5 7-8
7 9-10
10 11-12 + + + + +
15 13-14 + + + + +
20 15-16 + o+ + +
25 17-18 +
30 19-20 + + + + +
35 21-22 + + +
HA  =Hi futi leando critrocitos de bovino al 0.5%

MDBK = Linea colular de rifidn de bovino
PK-15 =Linea celular de rifién de cerdo

BT = Linea de comete do bovino

IFCC = Inmunofluorescencia en cultivo celular

*Lasmtaaly2

K

1 a los animales testigo

Y




CUADRO 3. CULTIVO CELULAR DE MACERADOS DE ORGANOS
(ENCEFALO, PULMON, Y TONSILA )

DIA DE No.DE HA HA IFCC
SACRIFICIO RATA ler. PASE 20. PASE PK-15
MDBK PK-15 BT |[MDBK PK-15 BT | 72 96 Hrs.

0 1-2¢
1 34 + + +
3 5-6 + +
5 7-8 + + +
7 9-10
10 11-12 +
15 13-14 + +
20 15-16 + +
25 17-18 + +
30 1920 + + + + o+
35 21-22 + + +

* Las mtas 1y 2 corresponden a los animales testigo




CUADRO 4. CULTIVO CELULAR DE HECES

HA
ler. PASE

DPI MDBK PK-15 BT

HA
2o0. PASE
MDBK PK-15 BT

IFCC
PK-15
72 96 Hrs

1 +
+

27
28
29
30 4+
31 +
32
33 +
34
35

DPI = Dia postinoculacién

* Las muestras de los animaies testigos no se incluyeron en el cuadro, sin embargo estos

resultaron negativos
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CUADRO 5. CULTIVO CELULAR DE ORINA

No. DE HA HA FCC
MUESTRA ler. PASE 20. PASE PK-15

Pl MDBK PK-15 BT _IMDBK Pk-15 BT 72 96 Hrs
i 1 1 -+ +
2 + +
3 + +
4 + + +
5 + +
6 + + +

7 +

8 +

9 + +

10 +

11

12 +

13

14 +

15 + + + +
16 + + +
17 + + +
18 + +

19 +

20 + + +
21 + + +
22 4+
23 +
24

25 + +

26 +

27

28 +

29 + +

30 + + +

31

12

33

34

35

DPI = Di2 postinoculacién

* Las muestras de los animales testigos no se inchiyeron en el cuadro, sin embergo estos

resultaron negativos.
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CUADRO 6. RESULTADOS DE LAS BIOMETRIAS HEMATICAS

D.S.[No.DE| Bt | Hb | Pp |LEUCOCITOS | NEUTROFILOS | BANDAS | LINFOCITOS } MONOCITOS | EOSINOFILOS
RATA | o) | di | ) (mm3) (mm3 ) (mm3) (mm3) (mm3) (mm3)

0 ™ [40 | 172 75 6700 1273 5293 134

0 2 |465) 1821 73 6000 600 5100 240 60

3 5 37 {156 | 71 13700 1918 137 10686 822 137

3 6 |405|152] 7 8700 1392 6786 435 87

5 7 37 164 | 71 8000 1200 6560 240

5 8 38 16 69 12720 44625 7905 386.5

7 9 31 {124 7 5000 720 540 6750 810 180

7 10 37 {164 7 11150 1672.5 s 8585.5 669 1115

10 12 36 | 134 68 3700 518 3145 37

15 13 39 11821 7 2400 552 1824 24

15 14 [395fj168] 7 3400 204 2856 340

20 15 36 {152 8 7700 385 7161 77 7

20 16 }395§ 15 | 72 11850 948 10428 3555 1185

25 17 |405) 13 7 5700 855 114 4389 342

25 18 l405] 1461 76 6500 1300 5132 65

D.S. = Dia de sacrificio
* Las ratas 1y 2 corresponden a los animales testigo



DISCUSION

Al evaluar los niveles de anticuerpos en 1as ratas e travds de SN e THA se detectaron
estos 8 partir del décimo dia P en ambas pruebas dando resultados desde 1:4 hasta 1:256
para SNy desds 1:8 hasta 1:64 para THA. Esto implica que ¢l virus se imiltiplica en la rata y
estimula 1a produccidn de la respucsta inmune hunomal. Entre los diss 25 y 30 Pl s
detectaron los niveles mAs altos, esto comresponde con lo que se esperaba ye que la via de
inoculacion utilizeds genera este tipo de respucsta, ademis este cs el procedimiento para
lograr sueros hiperinmunes en especies hetordlogas, sin embargo no cs 1 via natural en
condiciones de campo.

D3¢ las capus flogsticas obtenidas de los dias 10 al 35, sparecieron HA e partir do
sobrenadantes de los monocstratos inoculados en ¢l primer y segundo pase, al igual
resuliaron positivas las IFCC, esto comprucha que el virus se encucntra circulando en la
sangre durante todo este periodo experimental.

Considerando que ¢l virus se roplica en encéfalo, pulmén y tonsila en el cerdo, se
intentd detectar el POA a través del aislamiento viral do un macerado de cstos tres érganos
en lag tres lincas cclularcs, encontrindose HA en el primer y segundo pase, en base a estos
resultados se realizerén [FCC apareciendo los mismos resultados.

Al inocular las heces y orinas de las ratas colectadas durante los 35 ding, en el primer
pase se observaron mas HA en las tres lineas celulares, pero en el segundo pasc en heces
epareciecton HA pero ¢n un menor nimero de muestras; la disminucién de las HA es
atribuible a que en el primer pase existe 1a presencia do HA inespecificas, sin cmbargo en la
IFCC resultaron positivas, En orina en e} segundo pase sélo se presentaron HA en BT del
dia 4 al 12, de log dias 15 a1 35 no se pudo comprobar las HA.

}l no encontrar ninguns lesidén maceo ni microscOpics, es factible 2 la situacidn,
puesto que el cerdo es la inica especie donde 36 ha confirmado 1a enfermedad y compruchba
In alta especificidad del virus



CONCLUSION

las ratas tiencn la capacidad de seroconvertir a la inoculacion i lar del

POA, as{ como ¢l sislamiento del virus en heces, orina, 6rgancs, sdemés de capas
flogisticas, sin quo cstos animales presenten signos ni lesiones caracteristicos de la
enfermedad.

En base a los resultados obtenidos se recomienda volver a inocular nucvaments ratas
do laboratorio y obtener las mismas muestzas & partic del dia 35, con el proposito de

detorminar cuando deja de eliminar el virus la rata,
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