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Abreviaturas,

S0A
vs0A
PK~19
BHK
TB
RPM
RPMI-1640
pH

M

ml
cal/al
o
hrs
H-E .
N-A
Dlso
FEP
DNA
ANA

Sindrome de Djo Azul.

Virus de Sindrome de Ojo Azul.
Linea celular de rifién de cerdo.
Linea celular de rifién de hamster sirio.
Czlulas turbinadas de bavino.
Revoluciones por minuto.
Mediao de modificacion de McCoy 5A.
Potencial de iones Hidrégeno.
Molar.
Mililitros.

Células por mililitrao.
Grados Celcius.
Horas.
Hematuxiliné—Eosina.

Naranja de Acridina.
Dosis letal media.
Fibroblastos de embrion de pollo.
Rc;dovdesaxiribanucleicn.
Acido rinonucleico.
VVirus sincitial respiratorio.
HemuagiutinaciOn.
Proparcion de mortalidad.
Tasa de Mortalidad.
Tasa de SpbreviQencia.
Tbtal de Muertwes. ‘

Total de Sobrevivencia.

Proparcidn.

Porcentaje.
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RESUHEN
Los cambios morfolégicos que producen los virus en células en cultivo,
son caracteristicos de acuerdo a la familia a la que pertenece el virus,
ademﬁslsan parte del comportamiento bioldgico de éstos. Recientemente se
descubrid un paramixovirus causante de infeccisén en cerdos, que afecta
principalmente al sistema nervioso central, aunque también afecta a 1los
aparatos respiratorio, reproductor y retichloendotelial. La enfermedad
producida por este virus se conoce como “Sf{ndrome de Ojo azul", el cual
se manifiesta por opacidad de la cérnea, aunque no es el signo mas
importante. Las alteraciones de tipo nervioso en lechones causan 1la
muerte y dificultan el diagnéstico cliniéb ya que otras enfermedades del
cerdo son similares a esta. Los objetivos se este trabajo son: describir
el efecto citopAtico causado por el VS50A en cultive primario de
fibroblastos de embridn de pollo, calcular la DlLgy y titular la cosecha
viral por HA. Se emplearon fibraoblastos de embridn de pollo y se
inocularon con diluciones del virus obtenido de cerebro de cerdos
infectados en brotes naturales, previo diagndstico diferencial por HA e
inmunofluorescencia directa. A las 48, 72 y 96 horas postinfeccistn se
fijaron las celulas y se tifieron con 1la técnica de H-E y N.A. los
fibroblastos mostraron a las 48 hrs. marcado redordeamiento en las
dilucionés mas bajas, a las 72 hrs. se aobservd tendencia a 1la fusién
celular y grande agregados celulares y a las 96 horas se observaron
cuerpos de inclusidén eosinofilicos de ubicacién citoplasmica similares a
los producidos por otros paramixaovirus. las diluciones mas altas mostra—
ron ligero redondeamiento y agregados celulares asi como vacuolizacio—
nes. En base a lo anterior es necesario realizar pruebas inmunocitoqui~—
micas para determinar la naturaleza de los cuerpos de inclusién
. encantrados y del punto de vista biolégico este virus ee comporta mdy
similar a otros paramixovirus ( Newcastle, sarampién, parotiditié).
Finalmente el cultivo de fibroblastos phede >auxi1§ar en la

identificacidén y aislamiento de este virus.



INTRODUCCION
Sindrome de]l 0jo Azul (SCA), nombre con gque se designt a 1a enfersedad
observada en cerdos on 1980; es una entidad patolédgica de etiologia
viral que pfoduce opacidad de l; cosrnea (1-3).
Quizas SOA no es el térnlno.nAs adecuado para esta efermedad ya que la
opacidad de la cérnaa es de presentacién variable mientras que el dafio
en encéfalo es mAs constante (4).
Se describié por primera vez en La Piedad Michcacian y ha sido el
principal foco de infeccién y se diseaind a yarios astados de! pais
(1,2,5,6). El SOA ha ocasionado conaiderablas pérdidas econdémicas en lag
granjas an ias Que se presanta.
E!l cerdo es la unica especie en due se ha detectado la enfermedad
naturalmente aunque experimentalmente puede infectar ratones, coneloz, y
embrién de pollo (4), Pero se desconoce si infecta otras especies en
forwa natural. Afecta tanto sementales como heabras en gestacién, cerdos
aen desarrollo, y lechones.
Se ha propuesto que ol agente etiolégico ee un paramixovirus debido a
que sus caracteristicas generales se semejan a -6 Ac artos.
Los sintomas que caracterizan a esta enfermedad son: encefalomiglitis,
‘opacidad de la cérnea en la mayoria de los casos wunilateralmente,
midriasis, ceguera, conjuntivitis, parilisis de miembros posteriores,
ataxig e incoordinacié4n motora, pestracisn, pelo erizado, exitabilidad
general, convulsiones y muerte (2,3,5,10,12-14),
En hembras causa falla reproductiva, retorno a estro, momificacién de
fetos, partés con mortinatos y probablemente aborto, anorexia,
deﬁresién. letargia as! como opacidad de la cérnea (2,10,12).

En sementales provoca orquitis tanto unilateral cond bilateralmente,



atrofia del testiculo reduciendo su tamaio hastg un 75%, epididimitis
bllateqal a nivel de cabeza con formaciones quisticas facileente
detactables y baja motilidad esperlétiéa (8).

Se puede aislar este virus de encéfalo, ganglins )linfaticos y pulmones

ya que son los tejidos en que principalmente se localiza.



ANTECEDENTES
Morfologicamente por microscopia electrénica el agente causante del SOA
82 ha descrito como particulas virales de aproximadasente 165 n-; de una
simetria helicoidal, presenta espinas sobre la envoltura externa, obser—
vadas por medio de tincidn negativa de sobrenadantes de cultivo celular
infectado (9,14).
Electroforéticameontae se han encontrade por lo menos 4 proteinas de
anvoltura de las cuales una tiene actividad hemoaglutinante y otra
neuroaﬁinidasa. una proteina de fusidén y dos proteinas mias asociadas &
la envoltura (5,7},
Es sansible a solventes organicos como éter y cloroforso (13 ),‘ lo que
lo ubica como un virus con envoltura liptdica. Es resistente a la
actinomicina D lo que sugiere que contiene RNA en su genoma (8,4) y no
posee transcriptasa inversa (5,7). Tiene capacidad de aglutinar
eritrucitos de diversas especies asi como elucién de dicha aglutinacién
a 370C debido a la presancia de dos de sus proteinas de envoltura la
hemoaglutinina y nouroaminidasa (13).
La infeccién experimental en ratones inoculados por via intracerabral
causa la muerte de 3 a § dias postinoculacién con prassﬁtaqlén de signus
nerviosos (5).
Se propaga bien en cavidad alantoidea de embridn de polio de 8-10 dias
de edad, causa muerte de-los mismos entre 6 y B dias ppétlnoculaclbn y
el virus cosschado de liquido alantoideo se puede titulﬁr por hemagluti-
nacién (H.A) (15), al inocularlo por saco vitelino los énbriones mueren
a los 3 a 4 dias postinoculacién y al igual que la inodulacién en cavi-
dad aminidética solo se ha titulado por hemoadsorcién y efecto citopatico

an cultivo celular (5).



Produce efecto citopatico en lineas celulares de rifion de cerds (PK-15),
rifidn de hamster sirio (BHK), Vero,céldlns turbinadas de bovinos(TB), el
cual se ha descrito como redondeamiento y agregacién de célulag y por lo
tanto formacién de sincitios, por Io que probablemente poseea una
proteina de fusién como otros paramixovirus. En PK—-15 se ha descrito la
formacién de cuerpos de inclusidn cltoplasmicos eosinofilicos, s8in
enbargo no se ha encontrado este efecto en otras Ilineas celulares
- (1,10-13, 18). |

Innunolégicamente no reacciona con conjugados fluorescentes contra
Aulezsky, célera porcino y encefalitis hemaglutinante, enfermedades al
iguai que é¢sta afectan al gistema nervioso central lo cual indica que
sus Qropiedades antigénicas son diferentes ilSl. Asimismo no tiene rela-
ciones inmunolégicas con otros paramixovirus que atacan a otras especies
animales (5,6,8,9,13).

Existen otros paramixovirus que al infectar cultivos celulares producen
: gfecto citopatico muy similar al que praesenta el virus del SOA.

El virus del sarampidn puede infectar Iineas celulares de epitelio
humano, cé¢lulas diploldés humanas y cultivos prisarios de simios y rikén
de bovino.

Por otra parte liﬁeas celulares como la Hela, células de bovino, equino, -
rifién de conejo y células de embrién de pollo son buen soporte  para la
-ultiplicacién dql virus de la parainfluenza. ‘

El cultivo del virus de la parotiditis se realiza an células de eambrién
de pollo y muchos tipos de células de mami feros, las cuales soportan la
multiplicacién del virus.

El virus de Newcastle se propaga en células de rifison de mono, Hela, de

-

rifién de ternera y muchos otros tipos. <



Por otra parte el virus SV-5 caninoc se replica en cultivoe primaric de
riffidén de perro, mono rhesus y renales de embrién humano.

Estos paramixovirus producen efecto citopatico semejante en los tejidos
en que se cultivan; los cambios observados son redondeanientc de‘
éelulas, fusidn celular, cuerpos de inclusién citoplasmicos
eosinofi licos y células multinucleadas. En salgunas lineas el efecto
citopatico es solo visible microscépicamente y en otras es solamaente
detectable por hemoadsorcién (17).

Moreno y col. y Martinez y col. han realizado varios trabajos de cultivo
. celular con diferentés lineasky que se ha reportado lo siguiente: En la
linea célular PK-15 infectada con VSOA se obsarvéd efecto citaopatico que
cencistid en células muertas, y algunas de gran tamafio y el wonoestrato
ya no prolifard. Observaron también cuerpos de inclusién eosinofilicos
{5,9}.

Por. otra parta al octavo pase en células TB el efecto citopatico
consistid en c4lulas redondeadaa, agrupacidn de  las siseas y
desprendimiento de grupos de células, en goneral a las 48 hrs. &e
observa destruccidén de monoestrato en un 60-70% .

En 1as c#4lulas MDBK el monoestrato mostrd efgctu citopatico a los 7 dias
pestinoculacién que consistid en células arrugadas yb estral ladas,
aespacios sin células en el monoestrato, c<lulas flotando, en general

destruido en un 80%, con aspecto reticular (5,9,14).



J U S TIFI1CACION
.Dobido a que solamente hay estudios de propagacién del virus, dosis
latal ledia‘y caractarizacién del éfecto citopatico en cultivo de lineas
celuiares mas no en cultivo primario, el cual es muy utilizado en la
propagacioén del virus. Por lo tanto se realizs este trabajo para contri-
buir a la descripcién de las caraéteriutlcas biolégicas del virus y
oconocer la utilidad de los fibroblastos de embrién de pollo para propa-—

gar este virus. ' i



HIPOTESIS
Si el virus del Si{ndrome del Ojo Azul es un paramixovirus, entonces
causa @fecto citopatico similar al causado por los paramixovirus en

las celulas adecuadas.
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OBJETIVOS
1.~ Describir el efecto citopatico causado por el virus del SUA en
cultivo primario de fibroblastos de embrisn de pollo.
2.— Calcujar la dosis letal ledla necesarlia para provocar la muerte en
‘ estas células.
3.~ Dbtener el virus directamente de cultive celular y titularlo por

hemaglutinacién.




MATERIAL Y METODOS
Cultive Calular.- Los tibroblastos se aobtuvieran dé embriones de pollo
de 9 ﬁlas de @dad los cuales fueron donados por la fincubadora INFANZON
la cual wantiene un estricto control sanitario y desarrolloc esbrionario

doe lus mismos.

Yirhs para infeccién.— El virus para la infecaoién de las células &8
obtuvo de homogenado de carebro al 20% de cerdos positivos a O3c Azul
que daban mayor titulo hemaglutinante (15). Se usaron ~ cerebros de
cerdos da diferentes brotes nafuralas: El primero de una granja de
Tepatitian Jalisco y el otro de La Piadad MichoaciAn, se centrifugaron a
3000 RPM por 20 minutos y fueron filtrados en membrana de 0.44 y 0.22
micras da diimetro, se agregé antibisdtico 50 u/ml.(Gentamicina)l vy

antimicético (Nistatina) 50 u/ml.

Medio do Cutivo.— Se utilizé RPMI-1640 suplesentado con suaro fetal
bovino al 5%, antibisdtico y antimicotico. Despueés de la infeccién se

utlii{izd @l medio con suero fetal bavino al 2%.

Preﬁaracién de) cultivo celular.~ El cultivo se realizd en un cubficulo
equipado con campana de flujo laminar.A los gabriones de pollo se les
desinfectd el cascardn con aléohal al TOl.ppor la ciAmara de aire se
ayrié con unas tijeras, se desprendieron las membranas y se@ extrajo ol
enbridtn, se decapitd y eviscerd, el cuerpo se hizo pasar por una jeringa
varias veces hastla obtener una suspensién inicial de tejido sl cual fué

lavado con solucidn amortiguadora de fosfatos estéril pH 7.2 0.1 M

hasta atizminar la aayor caritidad de sangre, postariormente sa agragé 2

106 -



ml tripsina al 1% con agitacién a 370C durante 30 min. para ‘lograrA una
completa dispersién. Se detuvo la actividad de Jla tripsina con svero
fetal bovino al 5% y se filtré con una gasa esteril para retener
material de mayor tamafio. Se centrifugéd a 2000 RPM durante 15 min. para
obtener el paquete celuvlar. El botén de células obtenidas se resuspendid
en el medio de cultivo en concentraclén da 1 X 10 6 cel/m]l de medio Yy
se sembraron en tubos leighton que‘contan&an uﬁ cubreobjetos. Se incu-
baron a 379C y se revisaron dilariawente. Ya quea el monoestratc se encon-
tré al 80 % de crecimiento se procedié a infectar las celulas (16, 19,

20}).

Inoculacién del virus.— Se realizaron 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 lLa Pia;
dad. Seis tubos con homogenado de Tepatitlan y seis con homogenado de La
Piedad (que se tomaron cowo testigos positivos) y los restantes se delja-
ron sin inocular como testigos negativos. Las diluciones que se inocula-
ron fueron dobles seriadas y se tomaran las saslguientes: 1/20, 1s/80,
1/160, 1/640 y 1/2560. A cada tubo se le inoculd 0.2 ul de 1la dilucién
respactiva y se incubs a 370C durante 30 minutos para peraitir 1la
adsorcién del virus a las cé¢lulas y posteriormente se lavaron con
solucisn a-ortiguadora de fosfatos para eliminar o] virus qhe no fue
adsorbido a las cé¢lulas. Se les colocé nuevamente medio de cultivo y se
mantuvieron a 37°9C hasta su sacrifioio.

Fueron sacrificados a 3 tlempos 1 48 , 72, y 96 hrs. A cada tiempo un

tube de cada dilucién, dos controles positivos, y dos controles
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negativos, se cosacha el sobrenadante en frascos estériles y lag células
se flJén con formaldehido al 10% en solucién amortiguadora de fosfatos
por una hora para posteriormente tefiirlas con hematoxilina-eosina (H-E),
los controles (positivos y negativos) con H-E y otros con ;naranja de
acridina (18}.

Se montaron en portacbjetos con resina sintética las laminillas tqﬁidas
conAH—E y fueron observados al microscopio é&ptico para analizar el
efecto del virus y se procedis a tomar fotografias.

Las tefiidas con naranja de acridina se montaron con glicerina hufferada
pH ¢ y se observaron en fotomicroscopio de epifluorescencia y al 1igual

que el anterior se toad fotografia.

Titulacién de la cosecha.;Con los sobranadantes cosechados se reallzé la
prueba de hemaglutinacién la cual se llevd a cabo en una placa de 986
pozns, se utilizé una suspension de eritrocitos de ratén al 0.5% y solu-
elon amértiguadora de fosfatos pH 7.2 (15). Para establecer los valoreaes
de significancia entre los resul tados obtenidos, se utilizé la prueba de

Anilisis de Varianza.

Dosis Letal Media.- La DLy, se obtuvo por la prueba de Reed-Muench en el
que se analizan las diluciones en las quae se encontraron los limites

supaerior e inferior al 50% de muerte celular. 'Y se aplle6 1a sigulente

foroulas

% de wmortatidad de ta dilucion arriba del BDOX - 50%
distancia propor

% de mortalidad de la dilucion arriba dol SOx-% de cional.

mortalidad de la dilucion debajo del 3ox.

4D



Resulta la dilucién del virus necesaria hara matar al 50% de las
células.

a) logaritmo ﬁegativq de la dilucién menor sigulente al 50% ds
mortal idad.

b) distancia proporcional como logaritmo de la Dl,o .

La distancia proporcicnal corresponde a una mortal idad del 50% que Be

gitda entre las dos diluciones (17).
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DIAGRAMA DE FLUJO

Muestra de encéfalo de cerdos sospechosos de SDA

]
. \4

Diagnéstico par lnmunofluorescencia de Aujeszky y Célera Porcino y

Hemoaglutinacidén.

v

d{as de edad.

Preparacion de cultivo celular de fibroblastos de embridn de 9

v

Infeccién del cultivo con diluciones dobles seriadas del homogonado de

cerebro positivo a ojJo azu! en volumen O0.2ml. por tubo de las diluclones

!

Observacisn del efecto cltopatico en células.

!

] ,

Tincidn con H.E. y N.A.

Titulacién de cosecha de W

sobrenadanta por H.A.

l’

Microfotografia

Anslisis estadistico

3

CAlculo de DL 50 de actividad

virica por Rsaed-Misnch. &
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RESULTADOS
La recoleccién de datos para resultados concernientes a los cawbios
morfolégicos en las células se inicié a las 48 hrs postinfeccién. Los
testigos negativos quedaron sin inocular y en estos las células
crecieron y presentaron una monocapa homogénea. Fotografia No. 1.
Los tesiigos positivos a SOA que Be»inocularo; con homogenado al 20% de
cerebros de cerdos presentaron‘un efacto citopatico marcado consistaente
aen redondeamiento celular, aglutinacién de las mismas, fusiédn celular,
inctusiones ciioplésnicas. grandes sincitios y muerte celular observada
como desprendimiento de las migmas. Fotografia No. 2.
En la dilucién 1/20 la monocapa presentd severos dafios observados cawo
redondeamiaento celular en la mayor parte del cultivo, ademis bhay
aglutinacién marcada de las mismas por consiguiente espacios libres de
células en 1la -onochpa y muchas células se ;ncuentraron flaotando
muertas.
Exiaten cuerpos de inclusién citoplismicos eosinofilicos en la iayoria
de las células. Fotpgrnfins 3, 4y5.
Las células infectadas con dilucién 1/80 muestran redondeamiento y
agregados celulares, células gigantes y sincitios mas pequefios.
Asimigsmo se observan en algunas células cuerpos de inclusién y
vacuol 1zacién cltaplasmica. Fotografias Nos.8 y 7. .
El dafo causado por él virus con la dilucién 1/160 se observa tambign
como agregados celulares y solo en glgunas células se detecta
redondeamiento y fusién celular, en otras se presenta vacuolizacisn
citoplasmica y pocas células desprendidas.'Fotografias Nos. 8 y 9.
En la dilucién 17640 aproximadamente la mitad de las células se observan
daftadas con el efecto arriba mencionado cowmo es acumulos celulares,

redondeamiento de las células, vacuolizgcién. células gigantes y saolo en

15



algunag se puadeﬁ ver cuerpos de Inclusidn eosinafilos citoplaasmicos.
Fotografias Nos. 10 y 11.

Para la dilucién 1/1280 la mayor parte de las células se encuentran
normales, solo algunas pocas células tienden a agruparse pero npo 8Son
visiblaes espacibs libres de células y pocas pierden sus prolongaciones y
tienden a verse redondas.Se observé ligera vacuolizacién del citoplasma.
Fotogratia Nosr 12 y 13

En la dltima dilucién wutilizada que es la de 1/2560 las lesiones
causadas en las células son poco notorias, a las AB hrs. las células Be
wuestran normales pero ya a las 96 hrs. solo se puede observar un ligero
redondeamiento en algunas de las células y escasa fusién celular.Foto-
grafias Nos. 14 ,15 y 16.

Con N.A. ¢n el grupo testigo se observd fluorescencia asarillo-verdoso
para el DNA nuclear y escasa fluorescencla en rojo para el RNA cltoplas-
mico.Fotografia 17.; mientras en el grupo infectado se observé fluores—
cancis awmarillo-verdosc en el ﬁﬁcleo y rojizo en citoplusaa con distri~
bucién howogenea. Fotografias 18 y 18.

En lo que respecta a las titulaciones del sobrenadante de cultivo,
poderos decir que presentan un titulo decreciente tal como se muestra en
la graftica No. 1 que muestra las medias de ambos aiglamientos y entre
estas existe diferencia significativa con una P < 0.001.

For nfra varte la prueba de Reed-Muench para calcular la DL50 da Rruerte
~celular nos da como resultado que la dosis letal media para el virus de
Topa es 8x 10-9,66 y para el virus de la Piedad es 1x 10-%9. 43 cuyoss
cAlcules se muestran en la tabla 1.

Los porcentajes de Qortalldad celular para cada una de las diluciones sa

muastran en la grafica No. 2.
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Con estos datos nosotros podemos notar que la wmortalidad celular esta
relacionada con la dilucidm del virus con que se8 infectan. En las

diluciones mas bajas la mortalidad es mayor y 'a medida gque se auassnta

la dilucién, la mortalidad decrece.

17



Fig. 1.~ Esta microfotografia muestra 1a monocapa de aspecto hosogéneo

formada por fibroblastos normales ( —¥—= ) H-E X 851.

Fig.2. ~Se muestran FEP infectados con homogenado de cerebro de lechdn
infectado con VSOA al 20 %X en el que se observa redondeamiente celular
(. 3K, aglutinacién (@). fusion celular ( Y ),sincitios (@)

y muerte celular (<:>) H-E X 7186.






Fig. 3.— A mayor amplificacién se muestra el efecto causado por el VSDA

en una dilucién 1/20 en el que se observa aparentes cuerpos de inclusién

(:ﬁ})H—EX?Eﬂ).

Fig. 4.- .Fotomicrografia de mediana aﬁpllficaclén que corresponde a la
dilucién 1720 donde se abserva fusién celular ( * }), redondeamiento

/
celular *) y vacuolizacién citoplasmiatica D ) HE X 436.

Fig. 5.- Fibroblastos infectados con VSOA con la dilucién 1/20 donde se
distingue espacios libres de células (¢ M), eélulas muertas O )
y c¢lulas redondeadas ( * ) con aparentes cuerpos da inclusién

citoplasmaticas (—I=>) H-E X 672.






Fig. &.— Que pertenece a la dilucion 1/80 a mayor amplificacidn que
muestra vacuolizacion ( [] ) v cuerpos de inclusién citoplasmaticos

¢ =¥ ) y grandes espacios libres de cé¢lulas ({f » H-E X 513.

Fig. 7.~ Microfotografia de igual diluci®dn que el anterior, se observa

redordeamiento ( * ) y aglutinacidén celular (( )) H-E X 36&9%.

Fig. B- En mayor amplificacién se observan fibroblastos infectados con
YSOA en la dilucidn 17160 que muestra redondeamiento celular ( * )

H-E X 403.

Fig. 9.—- Muastra el efecto causado por YSOA en FEP se detecta agregados

celulares (( )) y redoncdeamiento ( * ) R~-E X 515.






Fig. 10.- Microfotografia a mayer amplificacien gue correspornde a  la

dilucién del VSOA de 17640 donde se distingue vacuglizacion

citoplasmatica ( D ) H~-E X 865.

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

normales ( —F=— ), mientras que las infectadas muestran redondeamientc

( * Yy, aglutinacidn ( ) H-E X 402

Fig. 1Z2.- Se observa el efecto causado por el VSOA con la dilucién
1/1280 donde se detecta persistencia de vacuolizacien ¢ D ) H-E

X 448.

Fig. 13.- Microfotografia a baja amplificacion de FEP infectados con la
diluciédn 171280 en la que se conserva la estructura normal de la

monocapa con pequefios focos de dafio celular (— ) H-E X. 1D5¢.
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Figs.~ 14, 15 y 164, Fotomicrografias de FEP infectados con VSOA con la
dilucidén 1/2560 en la que se observan las células en su mayori{a
aparentemente ncrmales ( —f—=== ), las células dafiadas se encuentran

- picndticas ( * }, vacuolizacién ( [:] ) y fusién celular ( ‘k } H-E
X 609, 6135, 641,






Fig. 17. . Muestra fibroblastos no infectados teffidos con N.A. con
citoplasma homogéneo y nula fluorescencia rojiza(RNA cadena sencilla)
en éste ( W ) , ademas muestra fluorescencia amarillo-verdoso a nivel

nuclear ( 9 ). N.A. 10X.

Figs. 18 y 19. Estas microfotogratias muestran ‘fibroblastns
infectados con VSDA que exhiben un citoplasma rojizo de distribucidédn
homogénea ( —3==- ) y vacuclizado ( ¥ ); sin embargo no aparecen
. cuerpos de inclusidn a un en células fusionadas ( * ), N.A. 40X y 100X

respectivamente.






TABL AT

Calculo de la DLsgo por el método de Reed-MUench para el virus aislado de
Tepatitlan, Jalisco. ‘

DILUCICN P.M. T.M. T.S. TL-M- TL.S. P PTJ
1/20

(5 X 10-2) 144/116 114 28 452 28 452/490 94 %
1/80

(1 X 10-2) 144/57 97 47 344 75 3467421 82 %
1/160

(& X 10-3) 144/79 79 45 249 140 249/389 &4 %
17640 )

i1 X 10-3) 144744 &4 80 170 220 170/390 43 %
1/1280

(8 X 10-4) 144/55 55 89 106 309 106/415 25 %
1/2580

(2 X 10-4) 144/51 51 93 51 402 51/453 11 %

Aplicando la formula y sustituyendo:

&4 - 50 14
= = Q.66 (~1) = —-0.66
44 -~ 43 21
Dilucisén por arriba de S0 %4 =& X 10 3 el logaritmo es -3 + (=D.66) =

-3.66 que finalmente se expresa como 1 x 10-3.66

Calculo de la DLsg por el método de Reed—-Miuench para el virus aislado de
La Piedad, Michoacan.

DILUCION P. M. T.M. T.S. TL.M. TL.S. P PTJ
1/20

(3 % 10-2) 144/128 128 16 562 14 562/578 27 %4
1/80

(1 X 10-2) 144/101 101 43z . 434 59 4354/4%% 88 %4
17160

(&6 X 10-3) 144/946 5 - 48 333 107 3337440 73 4%
1/640

(1 X 10-3) 144/91 1 53 23 1560 . 237/397 99 Y%
1/1280 .

(7 X 10-4) 144/7% 79 63 146 225 146/371 29 %
1/2560

(I3 X 10-4) 144/67 &7 77 &7 - I02 &7 /3469 18 %

Aplicando la férmula y sustituyendo:

59 - S0 ?
= = 0.45 (-1)= -0.45
539 - 39 20
Dilucién por arriba del 50 %4 = 1 x 10 2 ellogaritmo es -3 + (-0.45)=

-3.45 que finalmente se expresa como 1 x 10 -3.45



TITULACION VIRAL POR H.A.
FIBROBLASTOS INFECTADOS
POR VSOA.

TITULO DE H.A.
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DILUCION DEL INOGULO
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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 ——— - -
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Esta grafica muestra los porcentajes de
mortalidad observada en cada dilucion
de inoculo, obtenida por Reed-Muench.



" PISCUSION

El efecto citopatico causado por el virus del SDA en los fibroblastos de
embrién de pollo es muy similar al producide por los virus del
sarampién, parainfluenza, parotiditis y Newcastle que en general
producen redondeamiento celular, aglutinpacisén celular, sincitios,
cuerpos de inclusién y vacuolizacidén citoplésmica . 5in 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 citopatico muy lento mientras que algunas cepas del virus de
sarampién producen células en forma de huso y cuerpos de inclusién
eosinofilicos tanto en citoplasma como en nucleo (18).

En la infeccidén por el virus sincitial respiratorio en lineas celulares
humanas de tipo epitelial, en células diploides humanas y en cultivos
primarios de células de rifién de monos y bovinos, los cuerpos de
_inclusién pueden considerarse como cicatrices de la infeccién, porque no
contienen DNA, RNA, particulas viricas ni antigenos wviricos sino que
estan formados de material granular o fibrilar y a diferencia del VSOA
no se multiplica en embrién de pollo y solo el SV-5 caninho se replica en
embrién de pollo (22).

Con lo que respecta al virus de Newcastle en algunas lineas celulares el
efécto citopéticﬁ solo es viéible microscopicamente en 1los cultivos
ocurre cuverpos de inclusién citoplasmico y células multinucleadas.
Dcasidnalmenée se observan cuerpos de inclusién intranucleares bien
definidos (22). En los resultados de este trabajo a pesar de que los
dafos causadas por los paramixovirus son similares en los diferentes

tipos de cultivos celulares, con respecto al virus del §0A podemos
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observar que son un poco mis ligeros en fibroblastos de embrion de pollo
que en células PK-15, TB y MDBK (9,14) puesto que este es un virus de
mamiferds y al infectar fibroblas€05 de embrién de pollo como no es su,
huésped ratural su efecto citopiAtico no es tan severo. Cuando las
células permanecen infectadas hasta las 94 hrs. el efecto citopatico es
mas visible y claro y por lo tanto mas facil de distinguir.

En las diluciones mas bajas el virus infecté a casi el 100% de las
células las cuales rapidamente ( 24hrs.) mostrarun geyeneracion y muerte
En las diluciones mis altas la. destruccién celular fué baja y se
rgcuperﬁ un sobrenadante de menor actividad hemoaglutinante tal como fué
repcertads (14), a diferencia de los virus de parainfluenza, sincitial
respiratorio y new:czstle que solo se pueden detectar por hemoadsarcién
(18,22).

En lo que respecta a las titulaciones del sobrenadante por
hemoaglutinacién se detectd buena actividad hemoaglutinante del virus vy
fue proparcional a la dilucién inoculada, en las diluciones altas se
. detectd baja actividad hembaglutinante viral pero en diluciones bajas
existe mayor actividad lo que nos permite observar gque este es un medio
. para la multiplicac{én del virus y la obtencién de cantidades aceptables
del mismo para otros fines.

La DL50 obtenida de los 2 brotes estudiadas fué. i1x 10-9.43 y 6x10-9.66 y
~la reportada en la bibliografia con trabajos en la linea celular PK-15
fué de 1% 10 -<.% ( & ) por lo que es mas fAcil Que se replique en ellas
y 1o5 fibroblastos de embrién de ﬁollo praovienen de una clase zoolégica
completamente diferente y extrafa al virus y le resulta‘mSS dificil el

poder multiplicarse, por lo que las titulaciones tienden a ser menores.
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Por los resultados obtenidos con las titulaciones, DL50 y tomando en
tuenta que el tipo de efecto citopatico es tipico para cada familia de
vifus y que el efecto citopatico del VSOA es similar al de los
paramixovirus se propone considerarlo por el ﬁomento‘como integrante de
la familia paramixoviridae.

Con los virus de las enfermedades de Aujeszky y célera porcino el efecto
citopitico es completamente distinto. E1 virus de Aujeszky producé
cuerpos de inclusiédn eosinofllicos intranucleares en cultivo de células
de mami fero, células gigantes por la disolucién de la membrana celular,
y formacibn de placas‘en los cultivos en los que sé inocula. Sin embargo
este virus no produce destruccién completa del cultivo, el foco de
infeccién con efecto citopatico tipico parece detenerse (22). Por otra
parte el virus de célera porcino al infectar un cultivo celular no causa
niﬁgﬁn efecto citopAtico aparente aunque el efecto citopAtico se puede
realzar por infecciéﬁ con virus de Newcastle. La replicacién viral es
considerada extranuclear (22,23).

La tincidn con N.A. en fibroblaastos infectados nos muesfra que 1los
cuerpos de inclusién eosinofilicos 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 éstos cuerpos de inclusidn sean proteinas virales

o cicatrices de la infeccién lo cual requiere probarse.
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