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INTRODUCCION
A principios de 1980 se observd en granjas de La Piedad, Michoacdn, México,
una enfermedad-caracterizada por producir en cerdos, de diferentes edades,
opacidad de la cGrnea en uno o en ambos 0jos. Este padecimiento fus dencmi-
nado "sindrome del ojo azul o cerdos zarcos”, y se le atribuyd inicialmente
a una deficiencia de riboflavina (1 y 2). A mediados de ese mismo afio se --
present6 un brote de encefalitis con opacidad de la cérnea en lechones lac-
tantes, de donde se aislé un virus con propiedades hemaglutinantes (12).
Posteriormente este agente denominado virus del sfadrome del ojo azul fue -
ubicado como un nuevo miembro de la Familia Paramixoviridae (13). En 1984,
se aisl6 otro virus parecido a los Paramyxevirus, que también mostré pro- -
piedades hemagiutinantes (5),y que tiene ciertas semejanzas con el virus re
portado como productor del sindrome del ojo azul (6). En 1986 este G1timo -
virus fue caracterizado como un Paramyxovirus y se le denomind Paramyxovi -
rus porcino de La Piedad, Michoacdn ipp-LPM§l3 y 8).
Se ha informado que el virus del ojo azul se inactiva a 56°C después de 4 h)
imientras que la hemaglutinacidn {HA) viral se pierde hasta las 48 2 60 h a
56°C (11). Con el objeto de conocer la estabilidad de las propiedades HA y
1a infectividad en cultivos celulares (CC) PK-15, medida con base en el e -
fecto citopdtico (ECP), se realiz6 este estudic, en el cual se sometid a di
ferentes temperaturas y por diferentes perTodos, el pp-LPM.
MATERIAL Y METODOS
Antigeno viral.- Se utilizaron 2 Totes del Pp-LPM: el lote A del 10" pase
ien ﬁg { Tos primeros 7 pases en células de cornete bovino {C8B) y Tos 3 dl-
timos en c&lulas de r1§695de cerdo {PK-15)};con tftulo HA de 1:64/0.05 mi
y titulo por ECP de 10 dosis formadoras de efecto citopatico (DFEC) 50/
0.025 ml, calculado por el método de Karber (10} (las titulaciones por HA |
se hicieron en 0.05 ml y las del ECP/0.025 ml1); el lote B fue preparado con
1 12° pase, tambi&n en cultivos celulares (los primeros g en CB y los dlti
s 5 en PK-15), con titulo HA de 1:32, y por ECP de 10°"~ DFEC.

ratamiente a diferentes temperaturas.-
ntes de someter el virus a las diferentes temperaturas, los lotes se des-
ongelaron de -70°C a temperatura ambiente {+ 21 *C), se homogeneiz§,se di-
idi6 en alfcuotas de 1 ml cada una, e inmediatamente se congelaron simultd
peamente a -70°C. Después se descongelaron a temperatura ambiente para somg
erlas despus a las diferentes temperaturas.
eintiocho alicuotas del lote A fueron sometidas a 37°C dentro de una estu-
a para CC. Cada 5 dias, durante un periodo de 45, se extrajeron 2 alficuo-
as, después se sacaron dos alficuctas a los 59,72, 86 y 110 dias. Antes de
ometerlas a 37°C, se separaron dos alfcuotas, las cuales fueron tituladas,
na 1nmediatamente por HA y la otra se congeld de nuevo a -70'C para después
er titulada por ECP.
oce alicuotas del lote B fueron sometidas a 56°C , en un recipiente de ba-
o Marfa. Se extrajo, del bafio Maria, 1 par de alicuotas cada 5 minutos,
urante un perfods de 30 minutos. Antes de calentarlas se separaron dos -
licuotas reciéd~ descongeladas; una fue titulada inmedidtamente por HA y la
tra fue conczlada y posteriormente titulada por ECP.
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{ ¥eintiocho alicuotas del Jote B fueron sometidas a 87°C en un recipiente de
' bafic Maria. Se extrajeron del bafio Marfa 2 aljcuotas a intervalos de un mi
' nuto, durante un perfodo de 14 minutes. Todas las alicuotas del Pp-LPM, -
' una vez que Tueron sometidas a las diferentes temperaturas por los diferen-
- tes periodos de tiempo, se pusieron en refrigeracidn, por aproximadamente |
i 5 minutos, e inmediatamente se congelaron a -70°C; y se descongelaron nue-
: vamente al titularlas por HA y ECP.
i Titulacion Viral.
‘ Todas Tas muestras fueron tituladas por HA, por el sistema de microtitula-
- Ccidn, en microplacas de pldstico de 96 pocitos con fondo en forma de i
tutilizdndose gldbulos rojos (GR) de gallo, diluidos al 0.5% en solucidn sa
i 1ina (SS) con pH de 6.2; y la lectura se hizo aproximadamente a los 30 mi-
%nutos. Fueron usadas 4 columnas de pocitos para titular cada muestra, el -
jesquema de dilucibn es de 1:2 hasta 1:128. Para determinar el titulo por |
(ECP, Tas muestras fueron tituladas segdn el método descrito por Snyder, -~
iStewart and Kreese (10}; y se emplearon células PK-15 ¥y MEM* con 10% de sue!
tro fetal de bovino. Las placas fueron Teidas a los 7 dias de haber estado -
{en incubacidn, a 37°C, en una estufa de CO, . E1 ECP en algunas ocasiones
i fue dificil de distinguir en el microszopig de luz invertido, por lo que se!
-montd una modificacidn que complementara esta prueba, ¥ que permitiera de- ;
icidir si era positiva o negativa, la lectura dudosa que se estaba realizan-!
:do en el microscopio. Esta prueba consisti6, en realizar hemoaglutinacio- i
.nes con el liquido de Tos pocitos sospechosos, comparadc con el de Tos posi.
itivos y negativos. E1 procedimiento fue como sigue:si 1a lectura fue dudosa |
:se considerd que cada pozo podria o no temer virus, replicado en las céluias
iPara detectar al virus, se prepard otra placa para hacer HA, a la que se Te!
‘agregb a cada pozo 50 microlitros de SS y con un microdiluter de 50 microli|
itros se tomd la muestra problema a partir del pozo correspondiente al culti
Vo "infectado" y luego se depositd el microdilutor en el pozo donde se ha- i
iria Ta HA. Una vez que se mezcl6 bien con la SS (quedando diluide 1:2) se |
{retirg el microdilutor. Después de agregar el espécimen problema, se deposi
:taron en todos los pozos 50 microlitros de GR de gallo al 0.5%; se agit6 -
{bien Ta placa y se incub6 a temperatura ambiente (+ 22°C) y 1a lectura se
jrealizb aproximadamente a Tos 30 minutos. Este procedimiento se hizo con
jtodos los pozos que daban lectura dudosa, y como controles se utilizaron -
jalgunos pozos negativos y positivos: los que al término de Ta prueba ten-
idrian que resultar negativos y positivos respectivamente. Cuando estos con
[troles fueron negativos y positivos, respectivamente, la prueba fue vilida
{(Martinez et al, datos no publicados) (7).
[RESULTADOS.
i 377C el virus ha conservado su propiedad HA hasta Tos 110 dias: y no se
irealizaron muestreos posteriores; el tTtulo HA de 1:128 se conservd hasta |
los 30 dfas; del 35 al 110° dias fluctub entre 1:16 y 1:64. La capacidad :
ﬁnfec&agae para células al ser medida por ECP se conservd a titulos vira?es!
ide 10°°"", hasta el dfa 110 del tratamiento. A 56°C conservl un tTtulo HA
de 1:32 hasta el minuto 25; y al minuto 30 el titulo HA descendid a lé_g.
-alcgggcidad infectante medida B9k ECP desciende pau?agigam&nte de 10 a
10°" a los 5 minutos, a 10°" a los 10 y hasta 107" a los 15 minutos.
\l ser mantenido a 87°C durante 1 minuto, la HA descendi de 1:32 a 1:4 y,a
artir de los 2 minutos la,pgrdi6 complgtamente. Al titular por ECP, se en
ontrd que el titulo de 107" bajd a 18 é7 al minuto y se conservd asi a los
minutos; y a los 3 minutos bajé a 10°""°. Se titularon también muestras -
olectadas a los 6 y 8 minutos y se obseryd ECP sospechoso, probablemente
ebido a toxicidad para las células, pues al corroborar &ste por HA, las --
l‘ Cat. GIBCO 410-1500 EB
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CONCLUSIONES

i Los resultados hasta aqui encontrados, demuestran que el Pp-LPM conserva

sus propiedades HA e infectivas en CC, porun periodo igual o mayor a 110

i dias de tratamiento a 37°C. A 56°C conserva sus propiedades HA por 1o me- .

: ' nos hasta Tos 30 minutos; y sus propiedades infectivas en CC hasta los 15 °

| 0 mds minutos. A Tos 87‘C conserva sus propiedades HA durante 1 minuto y

: sus propiedades infectantes por 1c menos durante 3 minutos :
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