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RESUMEN 

Los cambios morfológicos que producen los virus en células en cultivo, 

son caracter1sticos de acuerdo a la familia a la que pertenece el virus, 

ademAs.son parte del comportamiento biológico de estos. Recientemente se 

descubrió un paramiKovirus causante de infección en cerdos, que afecta 

principalmente al sistema nervioso central, aunque también afecta a los 

aparatos respiratorio, reproductor y reticuloendotelial. La enfermedad 

producida por este virus se conoce como "S1ndrome de Ojo azul", el cual 

se manifiesta por opacidad de la córnea, .aunque no es el signo mas 

importante. Las alteraciones de tipo nervioso en lechones causan la 

muerte y dificultan el diagnóstico clinico ya que otras enfermedades del 

cerdo son similares a esta. Los objetivos se este trabajo son: describir 

el efecto citopático causado por el VSOA en cultivo primario d@ 

fibroblastos de embrión de pollo, calcular la Dl50 y titular la cosecha 

viral por HA. Se emplearon fibroblastos de embriÓn de pollo y se 

inocularon con diluciones del virus obtenido de cerebro de cerdos 

infectados en brotes naturales, previo diagnóstico diferencial por HA e 

inmunofluorescencia directa. A las .118, 72 y 9ó horas postinfecci"'n se 

fijaron las celulas y se tiNeron con la técnica de H-E y N.A. los 

fibroblastos mostraron a las 48 hrs. marcada redandeamíento en las 

diluciones mas bajas, a las 72 hrs. se observó tendencia a la fusión 

celular y grande agregados celulares y a las 9b horas se observaron 

cuerpos de inclusión eosinofilicos de ubicación citoplásmica similares a 

los producidos por otros paramixovirus. las diluciones mas altas mostra­

ron ligero redondeamiento y agregados celulares asi como vacuolizacio­

nes. En base a lo anterior es necesario realizar pruebas inmunocitoqu1-

mic~s para det@rminar la naturaleza de los cuerpos de inclusión 

encontrados y del punto de vista biológico este virus se comporta muy 

similar a otros paramixovirus Newcastle 9 sarampión, parotiditis>. 

Finalmente el cultivo de fibroblastos puede auKiliar @n la 

identificación y aislamiento de est@ virus. 
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JNTRODUCCION 

Sfndroll!le del Ojo Azul lSCA), nombre con que se designó a la en-feraedad 

observada an cerdos Gn 1980, es una entidad patológica de etiologia 

vfra1 que produce opacidad de la córnea 11-31. 

Quizas SOA no es el término sAs adecuado para esta e-feraedad ya 

opacidad de la c6rnaa es de presentación variable atentras que 

en ancéi'alo as mAa constante 14). 

que la 

el dal'io 

Se describió por primera vez en La Piedad HichoacAn y ha sido el 

principal foco de infección y se diseillinó a varios estados del pais 

11,2,5,61. El SOA ha ocasionado considerables pérdidas econóaicas en las 

granjas en la& que se presenta. 

El cerdo es la única especie en que se ha detectado 

naturalmente aunque experimentalmente puede infectar ratones, coneJos, y 

6abrión de pollo 141. Paro se desconoce si infecta otras especies en 

for~a natural. Afecta tanto sementales coao heabras en gestación, cerdos 

en desarrollo, y lechonas. 

Se ha propuesto que ol agente etiológico es un paraaixovirus debido a 

que sus caractaristicas generales se semejan a l~s ~r ~r~os. 

Los sintomas que caracterizan a esta en-fermedad son1 ence-faloaielitis, 

opacidad de la córnea en la aayoria de los casos unilateralaente, 

midriasis, ceguera, conJuntivitis, parálisis de aieabros posteriores, 

ataxia e incoordinación motora, postración, pelo erizado, 

general, convulsiones y muerte (2,3,5,10,12-14). 

exl tabi lidad 

En hembras causa ~alla reproductiva, retorno a astro, aoaificactón de 

~etos, partos con mortinatos y probablemente aborto, anorexia, 

depresión, letargla asi como opacidad de la córnea (2,10,12). 

En sementales provoca orquitis tanto unilateral coao bilateralaente, 



atrofia del tasticulo reduciendo su tama~o hasta un 75%. epididimitis 

bilateral a nivel de cabeza con for•aoionea qu1stlcaa t•ollmente 

detectables y baja •otllidad esper•átlca (8). 

Se puede aislar este virus de encé~aJo, ganglios linfáticos y pul•onas 

ya qua son los tejidos en qua prlnclpal•ante se localiza. 
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ANTECEDENTES 

l'tori'o·logica•ente por microscopia electrónica el agente causante del SOA 

se ha descrito como particulae virales de aproxi•ada•ente 16~ n•• de una 

sisetria holicoidal, presenta espinas sobre la envoltura ext~rna, obser­

vadas por medio de tinciÓn negativa de sobrenadan tes de cultivo c:etl u lar 

in~octado (9,14). 

Electroforéticamante se han encontrado por lo •anos 4 proteinas de 

envoltura de la¡; cuales una tiene actividad hemoaglutinante y otra 

nauroa.minidasa, una proteina de i'usión y dos proteinas 111ás asociadas a 

la envoltura 15,7). 

Es sensible a solventes orgánicos coao éter y clorofor•o 113 J, lo que 

lo ubica como un virus con envoltura lip!dica. Es resistente a la 

aotínomicina D lo que sugiere que contiene RNA en su geno•a (6,4) y no 

posee tri>\nscriptasa inversa 15,7J. Tiene capacidad de aglutinar 

eritrocitos de diversas especies asi como elución de dicha aglutinación 

a 370C debido a la presencia de dos de sus proteinas de envoltura la 

hemoaglutinina y nouroaminidasa 113). 

La infección experimental en ratones inoculados por via intracerebral 

causa la muerte de 3 a 5 dias postinoculación con presentación de signos 

nerviosos (5). 

Se propaga bie~ en cavidad alantoidea de embrión de pollo de 6-10 dias 

de edad, causa muerto de los mis11os entre 6 y 6 dias postinoculaclón y 

el virus cosechado de liquido alantoidso se puede titular por he•agluti­

nación IH.A) 115), al inocularlo por saco vitolino los embriones •ueren 

a los 3 a 4 dias postinoculación y al igual que la inoculación en cavi­

dad aminiótica solo se ha titulado por hemoadsorción y efecto citopático 

en cultivo celular 15). 



Produce e~ecto citopátlco en lineas celulares de riNon de cerdo CPK-151, 

riNón de hamster sirio fBHKI, Vero,células turbinadas de bovinosCTBI, el 

cual se ha descrito co•o redondeaaiento y agregación de célul~s y por lo 

tanto for•ación de sincitios, por lo que probable•ente posee una 

proteina de ~usión coao otros paramixovlrus. En PK-15 se ha descrito Ja 

formación de cuerpos de Inclusión cltopiAsaicos eoslnofillcos, sin 

e•bargo no se ha encontrado este efecto en otras lineas celulares 

(1,10-13, 16). 

lnmunológicaaente no reacciona con conjugados fluorescentes contra 

Aujezsky, cólera porcino y ence~alitis heaaglutinante, enfer•edades al 

igual que ésta afectan al sisteaa nervioso central lo cual Indica que 

sus ~ropledades antigénlcas son diferentes f13». Asi•ismo no tiene rala-

clones Inmunológicas con otros paraaixovlrus que atacara a otras especies 

animales C5,6,8,9,13J. 

Existen otros paraaixovirus que al infectar cultivos celulares producen 

efecto citopático •uy slailar al que presenta el virus del SOA. 

El virus del sarampión puede infectar lineas celulares de epitelio 

humano, células dlploldes humanas y cultivos prl•arios de simios y rlNón 

de bovino. 

Por otra parte lineas celulares coao_la HaLa, células de bovino, equino, 

riNón de conejo y células de embrión de pollo son buen soporte para la 

aultlplicaci6n del virus de la paralnfluenza. 

El cultivo del virus de la parotiditis se realiza en células de eabrión 

de pollo y auchos tipos de células de aaaiferos, las cuales soportan la 

aultiplicación del virus. 

El virus de Newcastle se propaga en células de rlNón de •ono, HaLa, de 

riftón de ternera y auchoa otros tipos. 
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Por otra parte el virus SV-5 canino se replica en cultivo prfaarfo da 

ril'lón de pe¡·ro, aono rhesus y renales de embrión huaano. 

Estos paramixovirus producen efecto citopAtico semejante en Jos tejidos 

en que se cultivan; los cambios observados son redondeaaiento de 

células, fusión celular, cuerpos de inclusión el topU.safcos 

eosinofillcos y células multinucleadas. En algunas lineas el e~ecto 

citopAtico es solo visible microscópicaaente y en otras es sola•enta 

detectable por hemoadso¡·ción C 171. 

Moreno y col. y Martinez y col. han realizado varios trabajos de cultivo 

celular con diferentes lineas y que se ha reportado lo siguientea En 

linea célular PK-15 infectada con VSOA se observó efecto citopAtico 

la 

que 

consistió en células muertas, y algunas de gran tamal'lo y el aonoestrato 

ya ~o proliferó. Observaron también cuerpos de inclusión eosinofilicos 

15,9). 

Por. otra parta al octavo pase en células TB el efecto citopAtico 

con&i.stió en células redondeadaG, agrupación de las y 

desprendimiento de grupos de células, en general a las 46 hrs. se 

observa destrucción de monoestrato en un 60-70~ • 

En las c~lul~s MDBK ·el monoestrato aostró efecto citopático a los 7 d1as 

pestinoculación que consistió en células arrugadas y estrelladas, 

espacios sin células en el aoooestrato, células flotando, en general 

destruido en un 80%, con aspecto reticular 15,9,14). 



J U S T 1 F 1 C A C 1 O H 

Debido a que sola•enta hay estudios da propagación del virus, dosl• 

letal aadla y caracterización del é~acto cltopático en cultivo de lineas 

celulares aás no en cultivo prlaario, al cual es auy utilizado en la 

propagación del virus. Por lo tanto se realiza este trabajo para contri­

buir a la descripción de las caracteriutlcas biológicas del virus y 

conocer la utilidad da los ~ibroblastos de eabrión de pollo para propa­

gar este virus. 
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H I P O T E S I S 

Si el virus del Sindrome del Ojo Azul es un paramixovirus, entonces 

causa efecto citopático similar al causado por los paramixovirus en 

14s celulas adecuadas. 



O B J E T 1 V O S 

1.- Describir el efecto citopll.tico causado por el virus del SOA en 

cultivo pri•ario de fibroblastos da e•brión de pollo. 

2.- Calcular la dosis letal aedia necesaria para provocar la •uerte en 

estas células. 

3.- Obtener el virus directaaente da cultivo celular y titularlo por 

he•a&lutinaoión. 
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MATERIAL Y METOOOS 

Cultivo Celular.- Los fibroblastos se obtuvieron de s•brionas da pollo 

do 9 dlas de edad los cuales' fueron donados por la Incubadora INFANZON 

la cual mantiene un estricto control sanitario y desarrollo a•brionarlo 

de los mismos. 

ytrus para infección.- El virus para la infección de las células se 

obtuvo da homogenado de cerebro al 20~ de cerdos positivos a Ojo Azul 

que daban mayor titulo hemaglutinante (15). SR usaron cerebros de 

ce~dos ds di~erentes brotes naturales: El pri•ero de una granja de 

Tepatitlán Jalisco y el otro de la Piedad MichoacAn. se centrifugaron a 

3000 RPM por 20 minutos y fueron 'filtrado& en me•brana de 0.44 y 0.22 

micras da diámetro. se agregó antibiótico 50 ~/ml.CGentaaicina) y 

antimic6tico CNistatina) 50 ~/ml. 

Medio de Cutlvo.- Se utilizó RPMI-1640 supleaentado con nuero ~etal 

bovino al s•. antibiótico y antimicótico. DespUés de la infección se 

utilizó el wedio con suero fetal bovino al 2%. 

Preparación del cultivo celular.- El cultivo se realizó en un cubiculo 

at)ulpado con campana de flujo laminar.A los embriones de pollo se les 

desinfectó el cascarón con alcohol al 70~. __ por la cAmara de aire se 

abrió con unas tijeras. se desprendieron las me11branas y se extrajo el 

ambri¿•n, se decapitó y evisceró. el cuerpo se hizo pasar por una jeringa 

varias veces hasta obtener una suspensión inicial de tejido el cual fué 

lavado con solución amortiguadora de ~os~atos eatéril pli 7.2 0.1 M 

hasta al i:r.inar la ma)'or- c;antidad da sangra. posterioraente &-e agrag6 2 
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•1 tripsina al 1~ con agitación a 37oc durante 30 mln. para log~ar. una 

co•pleta dispersión. Se detuvo la actividad de Ja tripsina con .suero 

fetal bovino al 5~ y se filtró con una gasa estéril para retener 

material de •ayor ta•~o. Se centrifugó a 2000 RPM durante 15 min. para 

obtener el paquete celular. El botón de células obtenidas se resuspendió 

en el •edio de cultivo en concentración de 1 X 10 6 cel/•1 de •edlo y 

se sembraron on tubos leighton que contenian un cubreobjetos. Se incu­

bAron a 370C y se revisaron diaria•ente. Ya que el •onoestrato se encon­

tró al 60 ~de crecimiento se procedió a Infectar las celulas f16, 19, 

20). 

Inoculación del virus.- Se reali%aron 3 repeticiones del experimento y 

en cada uno se inocularon 52 .tubos con-células crecidas previamente y se 

infectaron con diluciones del virus de TepatitlAn y del virus de La Pie­

dad. Seis tubos con homogenado de Tepatitlán y seis con ho•ogenado de La 

Piedad (que se tomaron como testigos positivos) y los restantes se deja­

ron sin Inocular como testigos negativos. Las diluciones que se inocula­

ron fuero~ dobles seriadas y se to•aron las siguientes: 1120. 1/60, 

1/160, 1/640 y 1/2560. A cada tubo se le inoculó 0.2 ml de la dilución 

respectiva y se incubó a 370C durante 30 •inutos para per•itir la 

adsorción del virus a las células y posterior•ente se lavaron con 

uolución a•ortiguadora de fosfatos para eli•inar el virus que no fue 

adsorbido a las células. Se les colocó nueva•ente •edio de cultivo y se 

•antuvieron a 370C hasta su sacrificio. 

Fueron sacri~icados a 3 tle•pos 1 46 , 72, y 96 hrs. A cada tieapo un 

tubo de cada dilución, dos controles positivos, y dos controles 
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negativos, se cosecha el sobrenadante en ~rascas estériles y las células 

se ~ijan con ~ormaldehido al lOS en solución amortiguadora de fos~atos 

por uraa hora para posteriormente te!"íirlas con hematoxillna-eosina !H-EI, 

los controle~ !positivos y negativos) con H-E y otros con naranja da 

acrldina 118). 

Se montaron en portaobjetos con resina sintética las laainillas tehidas 

con H-E y ~ueron ob6ervados al microscopio óptico para analizar al 

efecto del virus y se procedió a to•ar fotogra~ias. 

Las te~idas con na~anja de acridina se montaron con glicerina bufferada 

pH 9 y se observaron en ~otoaicroscopio de epifluorescancia y al igual 

que al anterior se tomó fotografía. 

Titulación de la cosecha.-Con los sobranadantes cosechados se realizó la 

prueba de hemaglutinación la cual se llevó a cabo en una placa de 96 

pozos, se utilizó una suspensión de eritrocitos de ratón al 0.5S y solu-

cl6n amortiguadora de fos~atos pH 7.2 (151. Para establecer los valores 

de significancia entre los resultados obtenidos, se utilizó la prueba de 

Análisis de Vat·lanza. 

Dosis Letal Media.- La D~0 se obtuvo por la prueba da Reed-Muench en al 

que se analizan las diluciones en las que se encontraron los 11altes 

superior e inferior al 50S de muerte·calular. Y se aplicó la siguiente 

fórmula: 

"' de morl<lli.da.d de la. dilaci.on a.rri.ba. del GON GON 

----------------------------------------------------= di.alClnci.a. propor 
"' de morlC1li.d<1d d• la. di.ll.ici.on a.rri.b<> c:!•t 50N-fll de ci.ona.l. 
mo~lQ.ti.da.d de l<l di.luci.on dab<1jo del !SON. 
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Resulta la dllucl6n del yirus necesaria para •atar al so• de las 

cálulas. 

a) logarlt•o negativo de la dlluc16n •enor siguiente al so• de 

•ortalidad. 

b) distancia proporcional co•o logarlt•o da la D~0 • 

La distancia proporcional corresponda a una •ortalldad del SOS que se 

sltóa entre las dos diluciones C17). 
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DIAGRAMA DE FLUJO 

r Muestra da encéfalo de cerdos sospechosos de SOA 

Diagnóstico por lnmunofluorescencia de Aujeszky y Cólera Porcino y 

Hemoaglutinación. 

¡ 
PrepAración de cultivo celular de fibroblastos de e•brión de 9 

d!.as de edad. 

-· + 
Infección del cultivo con diluciones dobles seriadas del ho•ogonado de 

cerebro positivo a ojo azul en volúmen 0.2ml. pO}' tubo de las di luciones 

1 
Observación del 

J 
Tinción con H. E. y N.A. 

,, 
Microfotografia J ... 
CAlculo de DL 50 de actividad 

v1rica por Read-MOench. 

~ 
efecto citopá.tico en células. 

1 

~. 
Titulación de cosecha da 

sobrenadanta por H.A. 

f 
AnAlisis estad1stico 

1 

1..1. 



RESUlTADOS 

La recolección de datos para resultados concernientes a los ca•bios 

•orfológicos en la~ c~lulas se inició a las 48 hrs postinfección. Los 

testigos negativos quedaron sin inocular y en estos las c~lulas 

crecieron y presentaron una •onocapa homog~nea. Fotografia No. 1. 

Los testigos positivos a SOA que se inocularon con hoaogenado al ZOS de 

cerebros de cerdos presentaron un efecto cltopático •arcado consistente 

en redondea•iento celular, aglutinación de las •ls•as, fusión celular, 

inclusiones citopiAs•icas, grandes sincitios y •uerte celular observada 

co•o desprendi•iento de las •ls•as. Fotograf1a No. 2. 

En la dilución 1/20 la •onocapa presentó severos danos observados co•o 

redondea•iento celular en la •ayor parte del cultivo, adeDás hay 

aglutinación •arcada da las •is•as por consiguiente espacios libres de 

células en la •onocapa y •uchas ~lulas se encuentraron flotando 

•uertas. 

Existen cuerpos de inclusión citopl~s•icos eosinof1licos en la •ayor1a 

de las c~lulas. Fotograf1as 3, 4 y 5. 

Las células infectadas con dilución 1/60 •uestran redondea•iento y 

agregados celulares, células gigantes y sincitlos 

Asl•ismo se observan en algunas células cuerpos de 

vacuolizaclón cltopl~s•lca. Fotograf1as Nos.6 y 1. 

pequeMos. 

inclusión 

El dano causado por el virus con la dilución 1/160 se observa ta•blen 

co•o agregados celulares y solo en algunas células se detecta 

redondeamiento y fusión celular, en otras se presenta vacuclizaci6n 

citoplAs•ica y pocas células desprendidas. Fotograf1as Nos. 6 y 9. 

En la dilución 1/640 aproxl•ada•ente la •itad de las células se observan 

danadas con el efecto arriba •encionado co•o es acú•ulos celulares, 

redondea•lento de las células, vacuolizaclón, células gigantes y solo en 
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algunas se pueden ver cuerpos de inclusión eosinófilos citopiAs•tcos. 

Fotografias Nos. 10 y 11. 

Para la dilución 1/1280 la mayor parte de las células se encuentran 

normales, solo algunas pocas células tienden a agruparse pero no son 

visibles espacios libres de células y pocas pierden sus prolongaciones Y 

tienden a verse redondas.Se observó ligora vacuolización del citoplas•a· 

Fotografia Nos. 12 y 13 

En la áltima dilución utilizada que es la de 1/2560 las lesiones 

causadas en las células son poco notorias. a las 48 hrs. las células se 

muestran normales pero ya a las 96 hrs. solo se puede observar un ligero 

redon~eamiento en algunas de las células y escasa fusión celular.Foto­

gra~ias Nos. 14 .15 y 16. 

Con N.A. un ei grupo testigo se observó fluorescencia a•arlllo-verdoso 

para el DNA nuclear y escasa fluorescencia en rojo para el RNA citoplAs­

mico.Fotografia 17.; mientras en el grupo infectado se observó fluores­

cencia amarillo-verdoso en el nácleo y rojiza en citoplas•il con distri­

bución howogenea. Fotografias 18 y 19. 

En lo que respecta a las titulaciones del sobrenadante de cultivo, 

podemos decir que presentan un titulo decreciente tal co•o se muestra en 

la gr~tica No. 1 que muestra las medias de a•bos aisla•ientos y entre 

estas existe diferencia significativa con una P < 0.001. 

Por otra parte la prueba de Reed-Musnch para calcular la DLSO de muerte 

celular no~ da como resultado que la dosis letal media para el virus de 

Tepa es 6x 10-9•66 y para el virus de la Piedad es 1x to-s. •~ 

cálculos se muestran on la tabla 1. 

cuyos 

Los porcentajea de mortalidad celular para cada una de las diluciones se 

muestran en la grf..·fica No. 2. 
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Con estos datos nosotros podemos notar que la •ortalidad celular entá 

relacionada con la dilución del virus con que se infectan. En las 

diluciones •as bajas la •ortalidad es •ayor y·a •edida que se auaenta 

la dilución. la •ortalidad decrece. 
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Flg. 1.- Esta aicrofotografia 11uastra la aonocapa da aspecto ho•ogénao 

formada por fibroblastos nor•ales ( ~ ) H-E X 851. 

Flg.2. -Se muestran FEP infectados con ho•ogenado de cerebro de lechón 

infectado con VSOA al 20 " en al que se observa redondaamiento celular 

( * '· aglutinación ( ._,. fusión celular ( * l,aincitios ,..,_, 
y muerte celular lo 1 H-E X 716. 
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Fig. 3.- A aayor amplificación se muestra el efecto causado por el VSOA 

on una dilución 1/20 en el que se observa aparentes cuerpos de lnnluslón 

C + ) H-E X 739. 

Fig. 4.- .Fotomicrografia de aediana amplificación que corresponde a la 

dilución 1/20 donde se observa fusión celular 
/ 

celular t ~) y vacuolización citoplasmátlca 

* t. 

0 ) H-E 

redondeaalento 

X 436. 

Fig. 5.- Fibroblastos infectados con VSOA con la dilución 1/20 donde se 

distingue espacios libres de células C(( ))J. células auertas te=) 
y células redondeadas ( * con aparentes cuerpos de inclusión 

citoplasmáticos (~) H-E X 672. 
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Fig. 6.- Que pertenece a la dilución 1/80 a mayor amplificación que 

muestra vacuolización < [] > y cuerpos de inclusión citoplas~ticos 

( ~ .> y grandes espacios libres de células <C( ))> H-E X 513. 

Fig. 7.- Microfotografia de igual diluci6n que el ant~rior, se observa 

redorodeamiento < * > y aglutinación celular ( ( )> H-E X 369. 

Fig. 8- En mayor amplificación se observan fibroblastos infectados con 

'JSOf~ en la dilución 1/160 que muestra redondeamiento celular * 
H-E X 403. 

Fig. 9.- Muestra el efecto causado por VSOA en FEP se detecta agregados 

celulares < ( ) > y redondeamiento < * > H-E X 515. 





~ig. 10.- M1crofotograf1a a mayor amplificación que correspo~de a la 

dilución del VSOA de 1/640 donde se distingue vacuolizacion 

citoplasrnatica o H-E X 865. 

Fig. 11.- En la dilución 1/640 se detectan algunas células aparentemente 

normales (~>,mientras que las infectadas muestran redondeamiento 

~ >, aglutinación \ ( ) l H-E X 403. 

Fig. 12.- Se observa el efecto causado por el VSOA con la dilución 

1/1280 donde se detecta persisteneia de vacuolizacion o H-E 

X 448. 

Fig. 13.- Microfotografia a baja amplificación de FEP infectados con la 

dilución 1/1280 en la que se conserva la estructura normal de la 

monocapa con pequef'íos focos de dai'io celular (-) H-E X. 156. 
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Figs.- 14, 15 y 16. Fotomicrograf1as de FEP infectados con VSOA con la 

dilución 1/2560 en la que se observan las células en su mayor1a 

apa 1·entemem·te ncrma les < --e::=- > 1 

picn6tic:as ( * ) , vacuolización 

X 609,·615, 641. 

las células da~adas se encuentran 

O > y fusión celular ( * H-E 



------- -· 

• -~ 

• 

•·. .t~ .. 

... .. 
' "' 

• 

... 
4 
'··, .. · 

\¡ ,'' ¡' • ·~ 

~·-~ '· ···~' ~ 
'-

# 4,1 

""' 

.... . 
' -.... 

• .. 
~·· .. 

... . 

~-9 

• - ~ 

' ,, J-~ .1 .. 
• . ' . 

; ·' • 
~. •• ·~ 

, 
~~ ~·· • .., • ~ r:j .. 

f!# 

, 

~· ,__, . ' 

..... . . 

'-

--..+·· 

::¡¡ 

-.,.,'''l ... .,_,, 

.-~ 

• 

,-~ 

.. ~ . . 
,, •· 

d' 

~ 

,} 
loo 

: 

fl 

'· ., 

-1. 

....~ • _. il9 

J .,_ 
••• ~ : 

~~ 
~J. ~ 

14 
. , 

• , . 

:,~J,/ 

J' 
¡ 

¡ 

1 

'"' " ..• 15 

10 
...... 1 



Fi9. 17 •• Muestra fibroblastos no infectados te~idos con N.A. can 

citoplasma homogéneo y nula fluorescencia rojiza(RNA cadena sencilla> 

en éste 

nuclear 

Figs. 18 

lt > , además muestra fluorescencia amarillo-verdosa a nivel 

• >.N.A. lOX. 

y 19. Estas microfatografias muestran fibroblastos 

infectados con VSOA que exhibEn un citoplasma rDJlZO de distribución 

homogénea < --!::::=:- > y va cual izado ( . * >, sin embargo no aparecen 

cuerpos de inclusión a un en células fusionadas ( ~ >, N.A. 40X y 100X 

respectivamente. 





TABLA1 
Cálculo de la DL!So por el método de Reed-Mtiench _para el virus aislado 
Tepatitlán, Jalisco. 

DILUCION P.M. T.M. T. S. TL.M. TL.S. p PTJ 

1/20 
(5 X 10-2) 144/116 116 28 462 28 462/490 94 
1/80 
( 1 X 10-2) 144/97 97 47 346 75 346/421 82 
1/160 
(6 X 10-9) 144/79 79 65 249 140 249/389 64 
1/640 
(1 X 10-3) 144/64 64 80 170 220 170/390 43 
1/1280 
(8 X 10-•l 144/55 55 89 106 309 106/415 25 
1/2580 
(3 X 10-•l 144/51 51 93 51 402 51/453 11 

Aplicando la formula y sustituyendo: 

64 50 14 
0.66 (-1) -0.66 

64 43 21 

Dilución par arriba de 50 % = 6 X 10 3 el logaritmo es -3 + (-0.661 
-3.66 que finalmente se expresa coma 1 x l0-3.66 • 

Cálculo de la DL!So por el método de Reed-Müench para el virus aislada 
la Piedad, Michaacán. 

% 

% 

% 

% 

% 

% 

DILUCION p. M. T.M. T.S. TL.M. TL.S. p PTJ 

1/20 
(5 >: 10-Z) 144/128 128 16 562 16 562/578 97 
1/80 
( 1 X 10-Z) 144/101 101 43 434 59 434/493 88 
1/160 
(6 X 10-3) 144/96 96 48 333 107 333/440 75 
1/640 
(1 X 10-3) 144/91 91 53 237 160 237/397 59 
1/1280 
(7 X to-•> 144/79 79 65 146 225 146/371 39 
1/2560 
(3 X lO-•> 144/67 67 77 67 302 67/369 18 

Aolicando la formula y sustituyendo: 

59 50 9 
o. 45 < -1 > = -o. 45 

59 39 20 
Dilución por arriba del 50 X = 1 x 10 3 ellogaritmo es -3 + <-0.45l= 

-3.45 que finalmente se expresa cama 1 x 10 -3,45 

de 

de 

Y. 

Y. 

Y. 

Y. 

Y. 

Y. 



TITULACION VIRAL POR H.A. 
FIBROBLASTOS INFECTADOS 

POR VSOA. 

TITULO DE H.A. 
1000 r-------------------, 

1/20 1180 1/160 1/640 1/1280 1/2560 

DILUCION DEL INOCULO 

___,. TEPATITLAN ---+- LA PIEDAD 

Esta grafica muestra el titulo de hemo­
aglutinacion de sobrenadante de fibro­
blastos infectados. 



MORTALIDAD CELULAR POR DILUCION DE 
INOCULO CON VSOA. 

PORCENTAJE DE MORTALIDAD 
120 :-------------------------------

; 

' 
100' 

i 
80 t-

60 

40 1 

20 

o 
1120 1180 1/160 1/640 111280 1/2560 

DILUCION DEL INOCULO 

- TEPATITLAN ~= LA PIEDAD 

Esta grafica muestra los porcentajes de 
mortalidad observada en cada dilucion 
de inoculo, obtenida por Reed-Muench. 



. DISCUSION 

El efecto citopAtico causado por el virus del SOA en los fibroblastos de 

embrión de pollo es muy similar al producido por los virus del 

sarampión, parainfluenza, parotiditis y Newcastle que en genera.l 

producen redondeamiento celular, aglutinación celular0 sincitios, 

cuerpos de. inclusión y vacuolización ci toplAsmica • Sin embargo en el 

caso del virus de parainfluenza se produce alargamiento y engrosamiento 

en las células. El virus de la parotiditis a diferencia del VSOA provoca 

un efecto citopático muy lento mientras que algunas cepas del virus de 

sarampión producen células en forma de huso y cuerpos de inclusión 

eosinofilicos tanto en citoplasma como en núcleo <18). 

En la infección por el virus sincitial respiratorio en lineas celulares 

humanas de tipo epitelial, en células diploides humanas y en cultivos 

primarios de células de ri~ón de monos y bovinos, los cuerpos de 

inclusión pueden considerarse como cicatrices de la infección, porque no 

contienen DNA, RNA, particulas viricas ni antigenos viricos sino que 

estAn formados de material granular o fibrilar y a diferencia del VSOA 

no se multiplica en embrión de pollo y solo el SV-5 canino se replica en 

embrión de pollo <22>. 

Con lo que respecta al virus de Newcastle en algunas llneas celulares el 

efecto citopático solo es visible microscopicamente en los cultivos 

ocurre cuerpos de inclusión ci toplásm.ico y células mul tinucleadas. 

Ocasionalmente se observan cuerpos de inclusión intranucleares bien 

definidos <22>. En los resultados de este trabajo a pesar de que los 

da~os causadas por los paramixovtrus son. similares en los diferentes 

tipos de cultivos celulares, con respecto al virus del SOA podemos 
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observar que son un poco más ligeros en fibroblastos de embrión de pollo 

que en células PK-15, TB y MDBK (9,14> puesto que este es un virus de 

mC<flliferos y al infectar fibroblastos de embrión de pollo como no es su 

huésped natural su efecto citopátic:o no es tan severo. Cuando las 

células permanecen ·infectadas hasta lus 96 hrs. el efecto ci topático es 

m.r.s visible y clal'O y por lo tanto más tac:1l de distinguir. 

En las diluciones más bajas el virus infectó a casi el 100% de las 

células las cuales rápidamente 24hrs. ) mostra ru•• o"'yenerac i6n y muerte 

En las di lucicmes más a 1 tas la destrucción celular fué baja y se 

recuperó un sobrenadante de menor actividad hE!moaglutínante tal como fué 

repar·t:adu <14l, a diferencia de los virus de parainfluenza, sincitial 

respiratorio y newcastle que solo se pueden detectar por hemoadsorción 

( 18,22). 

En lo que respecta a las titulaciones sobrenada,te por 

hemoaglutinación se detectó buena actividad hemoaglutinante del virus y 

fue proporcional a la dilución inoculada, en la'<i diluciones altas se 

detectó baja actividad hemoaglutinante viral pero en diluciones bajas 

existe mayo~ actividad lo que nos permite observar que este es un medio 

. pa¡•a la multiplicación del virus y la obtención de cantidades aceptables 

del mismo para otros fines. 

La Dl50 obtenida de los 2 brotes estudiados fué 1x 10-s. •5 y óxl0-•·66 y 

la reportada en la bibliografia con trabajos en la linea celular PK-15 

fué de 1x 10 -4,5 < 6 ) por lo que es más fácil que se replique en ellas 

y los fibroblastos de embrión de pollo provienen de una clase zoológica 

completamente diferente y extrana 'al virus y le resulta m~s dificil el 

poder multiplicarse, por lo que las titulaciones tienden a ser menores. 
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Por los resultados obtenidos con las titulaciones, 

cuenta que el tipo de efecto citopAtico es t1pico 

virus y que el efecto citopAtico del VSOA es 

Dl50 y tomando 

para cada familia 

similar al de 

en 

de 

los 

paramixcivirus se propone considerarlo por el momento como integrante de 

la familia paramixoviridae. 

Con los virus de las enfermedades de Aujeszky y cólera porcino el efecto 

citopAtico es completamente distinto. El virus de Aujeszky produce 

cuerpos de inclusión eosinof!licos intranucleares en cultivo de células 

de mam1fero, células gigantes por la disolución de la membrana celular, 

y formación de placas en los cultivos en los que se inocula. Sin embargo 

este virus no produce destrucción completa del cultivo, el foco de 

infección con efecto citopAtico t1pico parece detenerse <22>. Por otra 

parte el virus de cólera porcino al infectar un cultivo celular no causa 

ningún efecto citopAtico aparente aunque el efecto citopAtico se puede 

realzar por infección con virus de Newcastle. La replicación viral es 

considerada extranuclear (22,23). 

la tinción con N.A. en fibroblaastos infectados nos muestra que los 

cuerpos de inclusión eosinof1licos citoplAsmicos que se observan con H-E 

probablemente no contengan RNA viral ya que la fluorescencia roja que se. 

observa se ubica en el citoplasma distribuido de manera homogénea, 

entonces probablemente estos cuerpos de inclusión sean prote!nas virales 

o cicatrices de la infección lo cual requiere probarse. 
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