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RODUCCION
£n 1980 se observd en granjas de La Piedad, Michoacdn, México, una enfermedad ca-
acterizada por producir en cerdos, de diferentes edades, opacidad de la cérnea -
'en uno 0 en ambos ojos. Este padecimiento fue denominado "Sindrome del ojo azul o
=ergos zarcos", y se le atribuyd a una deficiencia de riboflavina (1 y 2). En ma-
0 de ese mismo ano se presentd un brote de encefalitis con opacidad de 1a clrnea
‘en lechones lactantes, de donde se ais1d un virus con propiedades hemaglutinantes
{2). Posteriormente este agente denominado virus del sidrome del ojo azul fue ubi
‘cado como un nuevo miembro de la Familia Paramixoviridae (10). En 1984 se aislé -
otro virus parecido a los Paramyxovirus, que también mostrd propiedades hemagluti
nantes (6). En estudios posteriores, este virus crecif en varias lineas celulares
ge origen porcino, bovino, simio, células pulmonares de visén y células fetales -
de origen humano. Mostrd actividad hemagliutinante , hemadsorbente, hemolitica Yy
‘de neuraminidasa. Matd al ratdn y al embridn de pollo. Sus proteinas estructura--
‘les fueron similares a las de otros Paramyxovirus. En pruebas de sueroneutraliza-
# cion, fijacidn del complemento, inmunodifusidn e inhibicidn de 1a hemaglutinacifn
. los sueros hiperinmunes contra 1os virus de : la parainfluenza humana tipos 1,
2 v 3 , paperas, sarampidn, sincitial respiratorio, Newcastle y parainfluenza bo-
ina tipo 3, no reaccionaron con el virus. En base a estos resultados el virus -
e caracterizado como un miembro del Género Paramyxovirus y se le denomind Para
syxovirus porcino de La Piedad, Michoacan (LPM) (4 y 7).
L E] presente trabajo se hizo con la finalidad de conocer la secuencia de reproduc-
¥ cion viral asociada con los cambios celulares que van sufriendo las cé&lulas PK-15
% infectadas con el Paramyxovirus porcino LPM.

ATERIAL Y METODOS
¥irus.- Se utilizd al Paramyxovirus porcino LPM (4,6 y 7) de noveno pase en culti
: celulares; los primeros 7 pases en células de cornete bovino y los 2 Gltimos
¥ en PK-15. E1 virus inoculado tuvo un titulo por hemaglutinacién (HA) de 1:32/0.05
% ml ante eritrocitos de gallo y solucidn salina con pH de 6.2 ; ¥ con base en el -
! efecto citopatico (ECP) producido se observd un titulo de 105-4 DICC5p/ml , en c§
¥ lulas PK-15. _ _
% Cultivos celulares.- Se utilizaron monoestratos celulares de la linea PK-15 (de -
% rinon de cerdo) de 2 dias de edad y con 90-100 % de confluencia; en las cuales el
% virus se ha replicado con anterioridad ( 6 y 7) . Las células se propagaron en:
'$ 2) 32 tubos de Leighton (TL) sin laminillas: b) 32 TL con laminillas ; y ¢} 19 bg
% tellas de dilucidn de Teche (DL).
% Infeccibn de los cultivos celulares.- Los monoestratos fueron infectados, cuando
'} habia alrededor de 218 y 185 mil células por ml, en los TL y en 1a botellas de DL
! |, respectivamente. Aplicando las siguientes dosis: a) Los TL recibieron 0.1 ml -
! cada uno (virus diluido 1:10), dejando 3 TL como controles; b) Otros TL 0.1 ml
¥ (sin diluir), dejando 4 TL como controles y ; c) Las botellas, 3 ml cada una (di-
§ luido 1:10), dejando 2 monoestratos como controles.
% Para inocular los monoestratos, se retird el medio de crecimiento (Minimun Essen-
“ £ial Medium *) el cual contenia 10 % de suero de ternera irradiado y ultrafiltra-
% do (3), luego se agregd el inbculo y se permitié 1a adsorcidn, moviendo 1os mono-
|} estratos cada 10 min durante 1 h, a 37 C, después se deshechd el indculo y se a-
- gregd medio de mantenimiento (MEM + 2% de suero); a Tos TL, con y sin laminilla,
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se les puso 1 ml de medio, y a las botellas 20 m1 Los monoestratos se icubaron
Rt e b

Ciclo de crecimiento.-A intervalos diferentes, postinoculacidn (PI), se observa-
ron en el microscopio invertido uno o dos monoestratos de TL, o botellas DL i-4
noculados ,compardndolos siempre con un monoestrato control, y enseguida se con-
gelaron, a -70 C, segiin Tos tres esquemas siguientes: a) Observacibn y congela-
cidn cada 8 h, durante un periodo de 9.75 dias ; los TL controles a los 7.4, 8
y 8.75 dias PI; b) Cada 12 h durante los primeros 5 dias, y cada 24 h durante -
Tos Gl1timos 5 dias, utilizando 2 TL infectados; los controles se congelaron a -
los 3, 6 y 10 dias PI. En este caso, después de sacarlesel medio sobrenadante,
se extrajeron Tas Taminillas para fijarlas y posteriormente tefiirlas; c) Cada -
12 h durante los primeros 5 dias y cada 24 h en los siguientes 7 dias. En esta
ocasidn en cada observacidn se usd una botella DL. Y una botella DL control se
congeld a los 5.2 dias y otra hasta Tos 12.2 dias PI. Los monocestratos de las -
botellas (¢} y Tos sobrenadantes de Tos TL con laminilla (b) se congelaron y --
descongelaron 3 veces, y 1os monoestratos de los TL sin laminilla (a) 4 veces;
y en forma semejante los controles. Para separar los restos celulares, las sus-
pensiones descongeladas fueron centrifugadas a 600 x G durante 15 min, en refri-
geracidn; luego se cosecharon los sobrenadantes y se repartieron en alicuotas, -
que de nuevo fueron congeladas a -70 C, hasta su titulacidn.
Titulacidn viral.-Las alficuotas de todas las suspensiones, incluyendo las contro
Tes, fueron descongeladas e inmedidtamente tituladas por HA (5) y ECP (8) por el
sistema de microtitulacion.

Observaciones citolégicas.- Durante los primeros 5 dias, los monoestratos de las
TaminilTlas(b) fueron observadas cada 12 h y en los siguientes 5 cada 24 h ; ense]
guida se extrajo el medio sobrenadante y luego las laminillas fueron fijadas en
solucidn de Clarke y posteriormente fueron tefiidas con hematoxilina y eosina.

RESULTADOS.

Ciclo de crecimiento.- La curva de crecimiento del Paramyxovirus porcino LPM en
Ta Tinea celular PK-15 utilizada, se muestra en la Figura 1, en donde se observa
que no se detectd virus a las 17 h y posteriormente : a) En los TL sin laminilla
, a los 1.75 dfas PI se empezd a observar ligero ECP, que aumentd gradualmente,
de modo que a los 3.7 dfas PI se observd un 50 % y de los 6.4 dias en adelante,
fue del 100%. La HA se detectd a partir de las 34 h con un titulo de 1:4/0.05 -
ml, el cual subid gradualmente hasta alcanzar un midximo de 1:64 a los 4.4 dias -
cuando se observd un 85% de ECP; de ahi en adelante el titulo oscild entre 1:16
y 1:64, con excepcidbn de 2 monoestratos que tuvieron titulos de 1:8 ( a los 6y
7.75 dias). E1 titulo por ECP se degecté a partir de las 18 h PI y a los 1.75 --
dias alcanzd un titulo mdximo de 10°DICCg5p/0.025 ml Desdﬁ 1?5 2 dfas hasta los
6.4 dias se observaron titulos que variaron de 103-75 a 10%-87; b) En los TL con
laminilla, a las 30 h PI se observé Tigero ECP, el cual aumentd gradualmente, y
a partir de los 5.25 dias en adelante fue de 100 % . E1 titulo por ECP se emge-
z6 a observar a las 18 h PI, y a los 4.25 dias hubo un titulo méximo de 10%-18 -
DICC5p/0.025 m1. De los 4.75 dias en adelante el titulo descendid paulatinamente
hasta 1legar a 10° a los 10.25 dfas; c) En las botellas DL, a las 41 h PI se ob-
servd Tigero ECP, que aumentd gradualmente y a los 3.2 dfas fue de 50-60 % y de
Tos 7.2 dias en adelante fue de 100 %. La HA se detectd a la 29 h PI con un titu
lo de 1:2/0.05 ml. Entre los 2.7 y 6.2 dias los titulos oscilaron entre 1:16 vy -
1:32. A los 7.2 y 8.2 dias el titulo se elevd al miximo, hasta 1:64, para des -
pués seguir oscilando entre 1:32 y 1:16. E1 titulo por ECP se detectd a las 29 h
PI ( 103DICC50/ 0.025 ml)y 5 Tos 3.2 dfas subib a 10475 despuds bajs , y subib
de nyevo a 104-87, a los 7.2 y 9.2 dias; y posteriormente fue descendiendo hasta
1023 a los 12.2 dias.

Cambios citoldgicos.- En los monoestratos fijados de las 18 a Tas 42 h PI, hubo ¢
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Figura 1.- Curva de crecimiento del Paramixovyrus porcino LPM.,en la
Tinea celular PK-15, tituTado por HA (a) y ECP (b)

un 100% de confluencia y c@lulas en mitosis, que indicaban una actividad celular a-
narentemente normal. De los 2.25 a los 4.25 dias persistié un 100% de confluencia
pero con muy escasa actividad celular. De lTos 2.25 a 4.75 dias se observd moderada
cantidad de vacuolas intracitoplasmicas. Y de los 5.25 dias en adelante hubo gran
cantidad de vacuolas. A partir de los 4.25 dias se empezaron a ver gramdes grupos
de células en diferentes fases de muerte. A los 6.25 dias s6lo quedaba vivo el 30%
del monoestrato, y a partir de los 8.25 dias éste desaparecié. E1 monoestrato con-
trol fijado a los 6.25 dias estaba homogéneo con 100% de confluencia y escasas va-
cuolas intracitopldsmicas.

DISCUSION
Hubo Tigeras variaciones en los titulos encontrados por ECP; y 10 mismo sucedid con
los titulos detectados por HA. En el muestreo realizado a 1as 17 h PI no fue posi-
ble detectar al virus, ni con base en el ECP, ni por la prueba de HA. Esto se debid
muy probablemente a que en ese momento ocurrid la fase de eclipse.
En general se pudo apreciar que el titulo viral, calculado por ECP, alcanzd titulos]
iximos de 10%-18 en los sobrenadantes estudiados; mientras que cuando se estudia--i
ron 1os especimenes que contenian células y sobrenadante el titulo 11egd a ser de
105(TL sin laminilla). Este titulo viral en los TL sin laminilla aumento mds rdpido]
alcanz6 niveles ligeramente mis altos y declind mds rdpidamente que e} titulo vi-
ral detectado en las botellas de leche, en las cuales los titulos altos persistie--
ron hasta el noveno dia; para entonces en los TL con y sin laminilla el titulo ya
habia descendido aproximadamente 2 logatirmos. Por otra parte el titulo HA tanto en
las botellasde leche como en los TL sin laminilla presentd titulos semejantes du--

rante los diferentes muestreos.
Se_concluye que en monoestratos de células PK-15, preparados en TL y en botellas de
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dilucidn de leche, infectadas con el Paramyxovirus porcino LPM, desde alrededor
de las 40 a las 75 h PI, se obtuvireon las mds altas concentraciones de virus,
al titular con base en el ECP y desde las 65 h hasta los 9 dias PI, se obtuvie-
ron buenos titulos por HA. Es en ese tiempo cuando se podria recomendar sacrifi
car las células para obtener los mdximos titulos de antigeno para ser usado en
pruebas seroldgicas y/o en vacunas.
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