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En Octubre de 1934, en una granja porcina de La Piedad, Michoacdn, se presentd un -
sindrome con encefalitis y 15-20% de mortalidad en cerdos de engorda. Para intentar determinar
el & los agentes cawsales del sindrome, se nos remitié un encéfalo y la mitod de ofro, refrigera=-
dos y en glicerina, procedentes de cerdos que murieron presentando el sindrome mencionado.
OBJETIVO .- Dado que se sospechaba de algiin agente vira!, la finalidad de este trobajo fue in=]
tentar aislar y estudiar el agente involucrado.

MATERIALES Y METODOS - CULTIVOS CELULARES .~ Con una parte del tejido encefdlico y 9
partes de medio F~15, sin suero (SS), se prepard un macerado, que fue centrifugade 15 a 1600
tpm, en refrigeracién. Con 2.5 ml del sobrenadante obtenido se inoculd 1 botella de dilu=
cién de leche que contenia un monoestrato de células furbinadas de bovino (TB); prexiomente se
le retird el medio de crecimiento y uno vez agregado el indculo, se incubd durante-l horo
a 37°C, moviendo la botella cada 10°. Después de este periode de adsorcién, se fe rend el
indculo ol monoestrato, se le ogregd medio F-15 (Gibco) de manienimiento {mds 2% de suero™ia-
tal comercial de ternero) y la botella se volvié o incubar g 37°C. Simultdneamente se utilizd =
una batella de dilucién de leche que contenfa un monoestrato con células hermanas de lo bote=
lla enterlor, of cual se le cambié el medio de crecimiento por el de mantenimienfo. Ambas bo=
tellas fueron observadas durante 4 dias.

22 PASE.~ A la botella del primer pase se le retird el 50% del moncestrato, junto con el medioy
se le agregd medio de crecimiento fresco, més células TB procedentes de otra botella; s2 mantuvg
en chservacidn durante 2 dias; y después se le congeld a 70°C.
3er. PASE.~ El indculo del segundo pase se des::ongelo una vez, se centrifugd 2 veces en refrige}
racién a 2400 rpm durante 15%; en cada ocasidn el sobrenadante se filtrd 2 veces por una membro.
na Millipore de 0.22 micras. Con 3 ml de este espécimen se inoculd una borella (de diiucién de |
leche) que contenia células TB. En cada pase siempre se usé como control una botella con célu-
fas hermanas sin inocular. Los dos se observaron durante 2 dics y después la botella inoculada se
sacrificd, iguel que siempre, mediante congelacién a =70T.

42 PASE, - Para reclizar el 42 pme, ol indculo del 3er. pase se le dié el mismo trotamiento que
al indculo def 22 pase. :

5% PASE.- El indculo del 42 pase se descongeld y centrifugd a 2400 pm 20, en refrigeracion; -
con una alicuota de 3 ml, diluida 1:10, se infectd una botella que contenia células TB; se obser
v& durante 2 dics y se sacrificé a =70°C.

62 PASE .- Con el indculo del 52 pase se infectd una botella de dil. de leche. Se observd duran
te 2 dics. Simulténeamente se infectaron tubos de Leighton con células T8, c fos lominiiics se feg
fij6 en metanol, a los 48 hs postinoculacién, para fefiirios con Hematoxilina y Eosina. Tombién -
se infectaron 3 Bofellc:s de Blake conteniendo células TB; que fueron sacrificades a los 2 dias post
inoculacidn, para hacer estudios de microscopia electrénica.
72 PASE .~ Se tomd una parte del sobrenadante, antes de congelar el monoestrato del 62 pase y -
se diluyd 1:10; con 3 ml de esta dilucidn se infectd un monoestrato de célulos TB. Se mantuvie —
ron en incubacién durante 30 hs.

8% PASE.-Se dacon?efo una clicuota del 7-gase y con ella sephem el 82 pose; éste se mantuvo
ranfe 3
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18, se inocularon monoestratos de célulos MOBK y PK-15 de 2 dias de edad y con 93% de con—-
fluencia.
HISTOPATOLOGIA DE CTLULAS Y MUESTRAS DE CEREBRO .- Las laminilles con cflulas TB = -
inoculades pertenecientes al 6= pase, fueron fijadas en metanol a las 48 hs postinoculacidn y fve-
go teftidas con Hematoxilina y Ecsina. Simulténeamente se fijaron y tifieron laminillas con céluias
B controles no inoculadas. También una muesira de encéfalo fue fijada en formol af 10%, para -
hacerle estudios de histopatologia.
TINCION DE CONJUGADO DE COLERA PORCINQ (CP} .~ Se prepararon 4 fubos de Leighton =
con célules TB; dos fueron inoculades con el espécimen del 52 pase y 2 tubos no fuersn inoculados
y | tubo de Leighton con células PK-15 {control posifivo) fue inoculado con la cepa "A" de CP.
Todas estes lominillas fueron fijades a las 48 hs postinoculacién y después tefiidas con conjugado —
de CP (Gonzdlez et al, 1977).
INOCULACION DE CONEJOS. - Con el espécimen original dilufdo 1:10 se inocularon 2 conejosi
el primero se inoculé con 1 mi por via intramuscular, 1 ml por via subcuténea (SC), T ml por via -
oral ¥ 0.5 ml por via conjuntival; af olvo conejo se le inoculd por las mismes vies con el doble de
inéculo (excepto la via conjuntival que recibié la misma dosis). Se dejuron 2 conejos como con-
troles sin inccular.
Con el 52 pose del virus, cultivado en célules TB, se inocularon: 1 conejo con 1.5 ml por via —
oral, y ofro con 1.5 ml por via intramuscular {IM). Se dejé 1 conejo como conirol sin inocular.
Otros conejos fueron inoculados con otro espécimen (encéfalo) proveniente de conejos que murie=
ron al ser inoculados con tejidos procedentes de cerdos afectados por el mismo sindrome. El mace~
rado se diluyd 1210 y se centrifizgd 2 veces a 2000 rpm, 15' en cada vez. Un conejo se inoculd -
con 1.5 ml por via I/M en una piema y 1.5 ml por via S/C en la ofra piema. Otro conejo fue - ;
inoculado por via oral con 3 mi.
INOCULACION DE CERDOS HIPERENMUNIZADOS A CP. Con el 62 pase del virus, se inocu-
faron 2 cerdes hiperinmunizodos o CP, de cproximadamente 3 meses de edad; un cerdo fue inocu=
fodo con 3 ml por via /M en la piema; ofro cerdo fue inoculade con 3 mi por via orcl, 1 ml por
via nasal {lado derecho) y 1 ml por via conjuntival {fado derecho); y un tercer cerde sin inocular,
fue mantenido en contacto con los dos anteriores. Estos cerdos fueron observados durante 19 dias;
diariamente se les tomd la temperatura y fueron sangrados cada 3er. d:a para hocer biomefrics =
hemdticas.
INOCULACION DE UN CERDO NORMAL, = El espécimen original fue diluide 135 en medio de =
Eagle sin suero y centrifugado en refrigeracidn a 3200 rpm, durante 30'; se le congeld a 70°C,
y se le descongeld para ser incculade en un cerdo aparentemente nomal, por via l.M., i.V., =
5.C., conjuntival, oral y nasal. Diariamente se le registrd la temperatura rectal y se le observd
clinicamente durante 20 dios.
MICROSCOPIA ELECTRONICA, = Un volGmen de 300 ml perteneciente al 62 pase, fue dializado,|
en un dializador Millipore (Catdlogo XX42-14252), obteniéndose un concentrado final de 60 mi;
ta tra después fue centrifugada a 35,000 rpm, 50', a una temperatura de 7°C. El sedimenig
mtﬁ.le tefiido con la técnica de tincidn negativa con dcido fosfotingstico, pare después =
observarlo al microscopio electrdnico.
PRUEBAS DE HEMCAGLUTINACION. - Se hicieron pruebas de hemoaglutinacidn en fubo, con el
virus del 72 y 8% pases, ante eritrocitos de cuy y borrego, y se detemming el titulo hemoaglutinan+
te. También se hicieron pruebas de hemeaglutinacién en placa con eritrocitos de coneje.
PRUEBA DE SERONEUTRALIZACION ANTE UN ANTISUERO CONTRA AUJESZKY .~ Con el vi-
tus obfenido del 5% pase se hizo una prueba de seroneviralizacidn, por el sistema de microtitula=
cibn, con un anfisyero contra Aujeszky . Para la prueba se utilizé virus constante y diluciones de
suero. Se hizo la lectura a los 7 dias postinoculacién. Con el suero se hicieron diluciones triples
y el virus se utilizé a la dilucién de 10~4. Simultdneamente se tituld el virus para corroborar su
titulo. :
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SULTADOS:
CULTIVOS DE CELULAS TB.- Desde el primer pase se observd ECP que consistié ent destricidn
del monoesirato, células alargadas, estrelladas, hoyos en el monoestrato, células redondeadas ¥
ofras grrugadas, gran cantidad de células muertas, células redondas oqrupades, uncs veces despe~
gadas y ofras pegadas al vidrio. En general a las 48 hs postinfeccién ya se observaba destruccién
del monoestrato en un 60-70%.
CELULAS MDBK. = EI monoestrato de células MDBK mosird ECP, a los 2 dies posfinoculacidn que
consistiS et células arrugadas y estrelladas pegadas ol vidrie; a los 3 dias se observaron espacios
sin célufas en el monocesirato, muches cdlules muertes flotande, edlulas redondas y agrandcdos =
pegadas al vidrie y algunas células alargadas v esirelladas; ol 42 dia pestinoculacidn el monoes-
trato ya estaba destruido en un 80%, en algunas partes el monoestrato tenfa aspecto de red.
CELULAS PK-15.~ Las células PK=15 mostraron ECP, g los 5 dics postinoculecidn, que consistié
en: demasiadas céluics muertes, células agrandades y el monoestrato ya no proliferd,
HISTOPATOLOGIA DE CELULAS Y MUESTRAS DE ENCEFALO ,~ Las células inoculadas mestra=
ban destruceién del moncestrate, muchos célules agrupadas (sincitios), muches cdlulas con nf—
cleos picndticos y pequefios; muerte celular en diferentes grados: células con niicleos pequerios =
picndticos y citoplasia acidofilico, nicleos fraccionades y célules con desoparicidn del nicleo
{cariorrexis y cariolisis). También se observeren vacuolas en alguncs célules.
En el encéfalo se encontraron zones de infiliracién perivescular que correspondian a células mo-=
nonucleores (infiltracidn linfocitaria perivascular) . .
TINCION CON CONJUGADO DE COLERA PORCINO. - Las célules TB inoculadas con af esp
cimen del 52 pase y las no inoculadas, af ser tenidas con conjugado de CP, ambas fueron negati=
ves. Las célules PK-15 (controles positivas) dieron fluorescencia positiva.
INOCULACION DE CONEIOS .~ Los conejos inoculades con el macerado del encéfalo original,:
muyrieron ontes de 24 hs postinoculacidn. Al exdmen histoparoldgico de los drganos de estos oni-
males no se observaron alteraciones relacionades con la inoculacién. También los conejos inocu~-
lados con e maccrado procedente de encéfalos de cenejes que muricron al ser inocuiades con mot
liendas de Srgancs provenientes de cerdos afectados, murieron & les 24 bs pestincculacién. los 2
conejos inoculados con el virus que habia side pasade 5 veces en células T8, no mestraron clte~
raciones en su femperofura ni en su comportamiento, en un perfodo de 1 semona en que fuersn =
ohservades, :
INOCULACION DE CERDOS HIPERINMUNES A CP. - Se observé que el cerdo inoculado paren-
teralmente mosird signos respiratorios severos (estertores marcados y respiracién abdominal) a los |
3 dics postinoculacién y asf siguié hasta el 102 dia postinfeccidn. Al &2 dia se empezd a notar -
cenjuntivitis con mucosas oculares congestionadas y lagrimes con lagafias, ésto durd hesta ef 82
dia, acompaniado de ligera cianosis en la regién ventral, ligeros signos de incoordinacién, hija~
res un paco hundides y lomo amqueade. Ei cerdo inoculado por via ora!, nasal y conjuntival mos—
8 conjuntivitis a partir del 72 diia postinoculacién. Esto durd hasta el dfa 162, acempafiado por
lomo arqueado, diamrea y ligera respiracién abdominal. Ambos cerdes mostraron respectivamente
femperaturas méximas de 40.4 y 40.1°C el 162 dia postinoculacién. El cerdo puesio en contacio,
en el dia 7 mostrd ligera congestién en mucoses oculares, dorso arueads, ojo derecho con lige=
m opacidad, ojos un poco llorosos. Al 82 dia, ol hacerle ruido, &l cerdo mestreba figeres tremo-
res. Los biometrias sanguineas de los 2 cerdos no mostraron cambios importantes .
INOCULACION DE UN CERDO NORMAL.~ A partir del 42 dia postinoculacién se chservd li=
gero aumento de temperatura {con méxima de 40 C); anorexia poco marcada a partir del 62 dig;
cola caida, conjuntivitis pronuncioda, inflamacidn en el érea periorbital, exudado nasal; y o =
parfir del dia 9 se presentd ceguera parcial unilateral con ligera epacidad de cdrnea, cabeza -
torcida, incoordinacién, posicién de “perro senfado”, fremores,caminaba en circules, “pedalec’
debilidad, dificultad pera levantarse, flancos poco hundidos y disminucién de la grasa subcutd = _
nea.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA .- La técnica de fincién negativa con éeido fosfotingstico, reveld
estructuras con morfolegia parecida a la de los paramixovinus, con tamaiio de aproximadamente 163
nandmetros; con proyecciones corfas en la periferia, de distribucion homogenea.
PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACION .~ Se obfyvieron titulos hemoaglutinantes de 1:40, al utilizad
glébulos rojos de cuye y de borrego. Con glébulos rojes de conejo se produjo ligera aglutinacién,
detectable sélo al observar al microscopio con bajo aumento.

SUERONEUTRALIZACION . = La prucha de sueroneutralizacién nos reveld que el virus no fue neu=
tralizado por el suerc hiperinmune a pseudorrabia; el virus tenia un titulo de 40.7 unidades forma-
dores de efecto citopdtico.

DISCUSION .~ Los lesiones de encefalitis observadas en el tejido encefdlice porcinc original nos
sugieren una infeccidn viral . El resultado negativo de las células inoculadas al ser teiides con —
conjugado especifico de CP, descari~ la posibilidad de CP. Lo muerte sdbita de los conejos inocu—
lados con macerades cerebrales, nos revela que los signos clésicos y lesiones de PRV en conejos no
se manifestaron, por lo tanto se puede descartar PRV . Las manifestaciones clinicas de los cerdos -
Inoculades, no correspondieron a los presentacienes clésicas de CP ni de Pseudorrabia. La micros=
copia electrénica nos reveld particulas con morfologia similar a un Paramixovirus, con tamafio de
165 nm. La prueba de seroneutralizacién indicd que no se frataba de un virus de Aujeszky. Se po-
dria considerar que hay ciertas semejanzas entre este virus aislado y el comunicado anteriormente
como productor del "sindrome del ojo azul" {Stephano, H.A., et al, 1981; Stephano et o, 1982).
Sin embargo, se requiere de la realizacidn de pruebas seroldgicas especificas, que permitan corre
lacionar estos dos ogentes efioldgicos. Este sindrome tombién fue comunicado por Campos (1981},
atribuyendolo a problemas nutricionales.

CONCLUSIONES .- 1 .- Se qislé un virus a partir de cerebro de cerdos con signes y lesiones de = !
encefalitis. 2.~ El virus cislado produce un claro de ECP-a partir de las 3048 hs postinoculacién, |
en células TB; en células PK=15 y en MDBK tardé de 5 a 7 dios. 3.~ El virus tiene merfologia pa-
recida a la de un Paramixovirus y mide 165 nm. 4.~ Hemoaglutina los gldbulos rojos de borrege, -
cuye, y en menor grodo los de conejo. 5.~ La reproduccién de la enfermedad en los cerdos inocu—|
lodos sugiere que es el agente causal de la enfermedad observada en la gronja afectada. 6.=El =~
virus mata en 24 hs, a los conejos inoculados por via parenteral, oral y ocular, cuando proviene
de macerados de cerdas muertos por el sindrome; pero no los mata ol ser inoculados con el 52 pose
del virus reproducido en células TB. 7.~ Las pruebes realizades sugieren que no se trata de Célera
Porcino ni de Pseudorrabia. 8.~ El virus aislado fiene cierias similitudes con el agente reportade
come productor del "sindrome del ojo azul"; sin embargo, adn no se han hecho pruebas seroldgicas
especificas que permitan relacionarios.
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