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INTRODUCCIN .- El padecimiento conocido como el Sirmdrome del Ojo Azul fue ana
1lizado con el método cisntifico en un brote en laechones afectados con signos E
neurolégicos por Stephano y col en el mes de mayo de 1980 (1), en donde estu—
diaron un brote agudo en La Pisdad Michoacédn, describiendo el cuadro clinico y
entrs las lssiones histopatoldgicas sncontradas; memingoencefalitis, neumonia
intersticisl, opacided de la comeas, aislando de los tejidos de los cerdos cli
nicaments afectados, un virus hemoaglutinante y formador de sincitiocs em celu-
las cultivadas. E1 virus aislado por Stephans, reune propiedades comunes a los
Paramixovirus, por lo gue desdes entonces propone su identificacion (Stephano
1981 (2) ). En la misma reunion de 1980, Campos (3) describe; £1 Sindrome del
0jo Azul, aludiendo a este pedecimiento, como carencial en vitaminas, y/o a la
presercile de t6xicos =n los alimentos balanceados., Por los sstudios subsiguien
tes, ss concluye que el padecimiento tieme un sustrate virel pere su propage—
cidn en el campo, confirmedo por los estudios experimentales de trensmisidn y
reproduccidn del cuadro clinico (Stephenc 1988 (8), Martfnez 1985 (4) }. E1
virus de la enfermedad del Newcastls de las aves, sl Paramixevirus de los pa-
vos, el Parainfluenza PI-3 de los bovinos, el virus Gendai, el Yucaipa y el de
la Perotiditis humana, constituyen el género ds los Paremixovirus, de la fami-
lia Paraemixoviridae que agrupa otros dos génercs; los Morbillivirus y los Pneu
movirus. Recientemente Sunmtdquist y col (1990) (6) han propuesto la clasifica—
cién de un nusvo Paramixovirus, basados sn la comparacidn ds la migrecidn de
las proteinas virales del Paramixovirus LPM-V dsl Sindroms del Ojo Azul, pre-—
viamente caracterizado por Moreno y col (1988) (7), con alguncs de los Parami-
xovirus arribes mencionados, proponisndo la clasificacidn de un nusvo Paremixo-
virus y el primerc pare los cesrdos. Los sstudics de anticuerpos circulantes
contra sl Paremixovirus 'PM-V & cargo del grupo del Or. Correa Girdn, revelan
la presencia de anticuerpos anti-paremixovirus provenientes de un benco de —
suergs de cerdes, por la técnica de Inhibicitn de la Hemoaglutinaci6n (Rosales
1986 (8} } y en trabajos subsiguientes; Martinez (1986 ) (9) informa sobre ss-
tudios de presencia de anticuerpos en la Piedad,Mich. Con la misma metodologis,
el grupo de Stephano, realiza un estudio epizooticldgico en varios Estados de
le Repdblica. E1 reciente desarrollo de la técnica de ELISA por el grupo de
Moreno, para la detsccidn fina de anticuerpos contra sl Peramixovirus Porcino
LPM=V, ha perwmitido el andalisis epizootioldgico de numervsos susros. Contando
con esta informacidn, consideramos oporturo, realizar la comparecién de titulos
de anticuerpos, entre las técnicas de Inhibicion de la Hemoaglutinacion,ELISA
y Suero Neutralizacidn, de animales expuestos naturslmente a brote agudo vy a
los animalss vacunados con una vacuna experimental realizads en cultivos celu~
lares.
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MATERTAL Y METDDOS

Se sstudiaron poblaciones de cerdos con y sin antecedentes clinicos del Sin-
drome del Ujo Azul, Los sueros de animalss con antecesdentes de brote agudo

de la enfermedad, provinieron de la grenja, Los Chopos, Tecamachalco, Pusbla.
La poblacion de cerdos sin entecedentes clinicos del padecimientc, provino
del Estado de Querdtarc.

Los sueros de animales vacunados con una vacuns experimental, realizada en
cultivos celulares, utilizendo el wvirus originel LPW=V comc fuente de antige
no, provinc de cardos de la Piedad, Michoacén y de Degolledo, Jalisco =
ELISA COWPETITIVA

Ss cubrieron las tiras ds polisstirenc pere ELISA (Lab.COSTAR) con antigeno
virsl, a una concentracidn de 0.25gg/100 ml. por pozo, incubados a 4°C por 12
horas. Las tiras se lavaron tres veces con solucidn de lavado. Todas las de-
terminaciones se realizaron por duplicaedo. En cade uno de los pozos se colocf
ron 25 ul. de la solucidn blogueadora, 25 ul ds los suercs problema, incluyen
do sueros controles dilufdos 1:100 y 1:100C. A todos los pozos, ss agregd —
50 ul. dsl conjugado diluide 1:100 con sclucidn blogusador=. Se incubaron dos
hores a temperatura ambients. Se vacid 1s placa y se lavarcn tres veces con
solucidn blogueadora. Se agrsgd 100 ul./pozo de sustrats, el cual ss prepare-
do inmsdiatamsnts antes de usarse. Se incubaron por 10 minutos, dsteniendo la
reaccion, detenisndo la reaccidn, agregsndo 100 ul./pozo de dcide sulférico
1M. La lecturs de la abscrvancia a 450 n= fue realizade en un lector des ELISA.
INHIBICION OE LA HEMOAGLUTINACION { IH }

Los sueros problema fueron pre~tretados con Kaolin al 25% incubsdos 1 hora a
temperatura ambiente invirtiendo cada 10 min. Ss centrifugaron durante 0 min.
& 1500 rpm. E1 sobrenadante se insctivé con globdlos rojos de polle el 50 %,
se incubaron 12 hores & 4°C. Se centrifugaron pare retirer los sritrocitos e |
inactivaron por calor & 56°C./30 min. En una placa ds poliestirenc para micro- |
titulacisn se realizaron diluciones seriadas de la musstre problsma y control
con PBS hasta una dilucidon de 1:532. Recordando gue el susro por la inactive—
cion gqueda diluido 1:4. A todos los pozos se agregaron S0 ul, des virus LPM-V
con HA 1:32 y 50 ul, de eritrocitos de pollo al 0.5%. Se incubaron a tempere—
ture ambients por 1 hora. La lectura ss irrfm, con g1 titulo hasta donde se
observa inhibicion.

VIRUS NEUTRALIZACIN (WN)

Para la microtitulacion de la prusba de VN, se usaron placas ds microtitule-
cidn Nunc a cuycs pozos se agregd 25 ul de msdic de cultive Eagle con axcep—
citn de 1a primera hilsra. Una muestre de cada suerc problsma en volumen de

25 ul se agregd en todos los pozos de la primers y segunda hilsra realizando
columnas por duplicado. Se realizeron dilucionss dobles seriadas. E1 virus
LPM—V titulado previemente se diluys a 100 TCIDSD / 25 ul. Cada pozo recibis

25 ul de ese virus diluidc. Las placas se movieron suavemente pare permitir

la mezcla dsl contenido en cada pozo y s2 incubaron a 37°C du 8 una horae.
Pasado seste tismpo de ingubacidn, se agregaron a cada pozo 5x10 de una sus—
pensidn de células IBAS en medio de Eagle y se incubaron durants 48 a 72 hores,
Cada columna de las series de sueros incluyd un suerc testigo positivo y un
testigo. Los titulos de W s& expresarcn como positivos a 1a dilucion final mas
alta donds el susro nsutraliza el sfecto citopético del virus.
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CRIGN CE LA VACWNA Y DE LOS SUEROS VACLNALES
Sz utilizd 21 virus LPM-V originalmente carecterizadoc por Moreno y col como
fuente de antigsno, multiplicado en células PK-15 en el pass 48 en el sistema
convencional de cultivos celulares. E1 sobrenadante de esos cultivos celulares
se concentré y tituls por la técnice de Hemoaglutinacidn {HA). Se agregd Hi —
dréxidc de Aluminio como adyuvente. Se aplicd 1 ml. por via intremuscular & -
cerdos clinicaments sanos de las siguientes edades. Hembrus &l inicio de la -
gestacidn, lechonas de 15 dias de sdad, cerdos de 35-40 dias des adaed. Se obtu-
vo una muestre de sangre antes de la vacupacidn y 35 dias después de 1la inmu—
nizacidn.Se separd el suero en condiciones de ascepcla y sa mantuvieron congs-
lados hasta sl dias de las prusbas de laboretorio.
RESULTADOS
TABLAT Correlacidn entre les titulos VN,IH y ELISA competitiva en Susros ds
~ Brote agudo al Paramixovirus del SOA.

Titulo Virus Neutr. (W)  Titulos Inhibicidn de ia F1L.ISA Competitivo
Hemoaglutinacidn
o 8-15 256-13 50 -41
18 - 10 32- 4 - 512- 7
1096 - 31 84= 8 f020- a 30 - S
Ng est. -~ 2 128- 6 Mo est.- 4 No est.= 2
Total a5 : a4 as
Total Musst. a8 a8 a8
Positivos 41 % Sspsib  Posit. 29 % Sensib, Posit. 41 % Sensib,
Negativos 5 Relat. Neg. 15 . Relat. Neg. 5 Relat.
89,1 65.9 B3.1

TABLA IT Correlacidn entre los titulos VN - IH - ELISA
™ Sueros Vacunales' - cerdos 30 - 45 dias
Zona libre de SOA. Fec. Med. Vet. U.V. Verscruz, Ver.
Titule Virus Nsutr. (W) ' Titulos Innhibician de la ELISA Competitive
Hemoaglutinacion (IH)

2 - 2 8 - 7 50 - 32
| T S ] 16 - 17 50 - 3
1 +8 =& 32 - 11
1:16 =20
Total 35 35 35
Total Musst. 35 35 35
Pogitivos 3 Posit. 23 Posit. 32
o Sensib. 94,2 % Sensib, 80.0 % Sensib. 81.4

PRUEBA DE CAMPO
Se inmunizaron 3,000 animales de origen diverso &l entrer & las instaleaciones.
S8 obtuvieron suercs ds 100 cerdos al azar en dos ccasionss postvacumales con
intervalos de 15 y 30 dias. La respussta inmune ds sste grupo pueds calificar—
sa de buena tanto pere técnica de HI come la de ELISA.
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Las aplicacidn de la vacuna LPM en cerdos con madurez inmunolSgice aporta anti-
cusrpos circulantes a los 15 dies postvacunalas y se mantienen aun altos por
30 dias con lo que los tiempos criticos de infeccidn pusden contialarse. La
evaluacidn clinica en estas granjas donde se inmunizaron 3,000 cerdos, en el
pasado invierno de 1989-1990 fue altamente satisfactoria. No se presentd brote
de 0jo Azul como e-ontecia perdodicamente y particularmente en el invierno.
TABLA ITI Titulos de susros vacunales cerdos 30 - 35 dias

™" Area con brote de SOA, Degollado, Jal.

Titulos Inkibicion Hemoaglut. IH ELISA Competitivo
- F—— 50 - 67

1:16 - 14 Posit. 94 50 - B8
1:32 - 48 % Sensib. 98.9 Total g5
1:64 - 22 % Sensib., 91.5
1:123 - 10

Total 95

DISCUSIIN

Indudablemente que la prusba de SN proporciona el mayor porcentaje de sensibi-
lidad y es la prueba de eleccidn, sin embargo el grado de dificultad y su cos-
to son mayores gque otras tédcnices.Pere propositos de evaluacidn de grendes can
de sueros, el método inmunosnzimdtico ELISA, proporciona amplia facilidad y un
buen grado de sensibllidad. E1 método de IH, puede ser empleado cuando ss care
ce de los otros métodos, hebré cque considererse qus sl porciento de sensibili=
dad es memor. La vacuna experimental LPK-V contre el Paramixovirus del SCA in-
duce anticusrpos circulantes detectados por las técnicas arriba descritas y en
prusba de campo, demostrd controlar brotes agudos contre la enfermedad.
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