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INTRODUCCION. La Enfermedad del Ojo Azul (EOA) afecta principalmente a los verracos, a las
cerdas y a sus crias lactantes, y en menor grado a cerdos en crecimiento muchos de los cuales no
mueren, pero sufren severos retrasos en su desarrollo. El agente etilégico de la EOA, fue aislado
en México en 1981 (4). En 1984, en el CENID-M se hizo otro aislamiento que fue denominado virus
de La Piedad, Michoacan (VLPM)(1, 2), el cual fue caracterizado y reciéntemente clasificado como
Rubulavirus porcino (RVP) (3). Entre los métodos empleados para titular al RVP/LPM estéan- ia
hemaglutinacioén (HA), la hemadsorcion (HAD), la hemdlisis, el ensayo en placa (EP) y mediante la
determinacion de la dosis infectante en cultivos celulares (DICC) (2). Dado que se considera que
es necesario contar con clonas del RVP/LPM para la produccion del antigeno para la elaboracion
de vacunas, reactivos para el diagnoéstico, etc., los objetivos de este trabajo fueron: a) propagar el
RVP/LPM en células PK-15 y Vero; b) clonar al RVP/LPM; c) titular al RVP/LPM clonado, por los
métodos clasicos de HA, EP, DICC, y por los métodos alternos de fijacién del complemento (FC) y
espectrofotometria.

MATERIAL Y METODOS. Propagacién del RVP/LPM en células Vero.- Con el fin de ampilificar al
RVP/LPM del sexto pase ralizado en células PK-15, (virus que habia recibido 5 pases en células
de cornete de bovino) y con 0.75 ml de la suspension viral, se inoculé un monoestrato confluente.
de células Vero de 2 dias de edad, contenido en uno de los 6 pozos de una caja multiple. A las 48
h postinfeccion se desarrollé solo una placa sincitial; y a los 7 dias PI, cuando habia 100% de
efecto citopatico (ECP) en la monocapa, se colecto el fluido sobrenadante del pozo; con el que se
hicieron alicuotas que fueron congeladas a -196 C (previa centrifugacién a 3,000 rpm x 10 min). A
esta primera cosecha se le denomino primera clona. Propagacion del RVP/LPM en células PK-15.-
Con 1 ml del inéculo mencionado, se infectd otro monoestrato confluente de células PK-15 de 2
dias de edad, contenido en un pozo de una caja miuiltiple de 6 pozos.

Clonacion del RVP/LPM.- Se descongelé una alicuota de aproximadamente 0.9 mi de Ia primera
clona obtenida en células Vero, con la que se hicieron diluciones logaritmicas (de 10™" hasta 107).
Con cada dilucion se inocularon por repeticion 24 monoestratos confluentes de células Vero y 24
de PK-15, de 2 dias de edad, contenidas en microplacas de 96 pocitos. Previo a la inoculacion, los
monestratos fueron lavados con solucién buffer de fosfatos (PBS); después de haber agregado el
inoculo los monoestratos se incubaron durante 1 h a 37° C; después se retiré el inéculo y se
volvieron a lavar con PBS; a ambos tipos de células se les agregaron aproximadamente 150 ul de
metilcelulosa al 0.5 %; ademas, a las PK-15 se les adicioné 2% de suero fetal bovino (SFB), y se
incubaron a 37° C en una incubadora humidificada con CO, al 5% (durante 7 dias las células Vero
y durante @ dias las células PK-15). Se cuantificaron las placas sincitiales en las células Vero y se
cosecharon las clonas individuales. La cantidad de virus en las células PK-15 fue medida por
espectrofotometria a los 9 dias Pl. Un aislamiento de RVP, abtenido de un caso clinico, también
fue clonado mediante este sistema.

Amplificacion de clonas.- Dos de las clonas obtenidas (clona 1 y clona 2), se amplificaron en
células PK-15 (clona 1) y Vero (clona 2).

RESULTADOS Y DISCUSION. Amplificacién viral en células Vero.- A las 48 h PI, se observé una
placa sincitial, grupos de células desprendidas, células grandes redondas adheridas y células
muertas flotando. A las 168 h Pl (7 dias), células redondas gigantes, asi como sincitios de varios
tamanios (conteniendo alrededor de 15 0 mas nucleos), racimos de células arrugadas, suspendidas
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del monoestrato mediante un apéndlce el monoestrato sélo tenfa aproximadamente un 10% de
células pegadas.

Clonacion del RVP.- Se obtuvieron 10 clonas, 6 del virus LPM y 4 del aislamiento de un caso
clinico, cada una de las cuales se identifico por inhibicién de la HA y seroneutralizaciéon (SNT). Se
observé que el procedimiento éptimo para clonar y reproducir al RVPILPM y posiblemente a otros
virus, es el siguiente: a) Amplificar el virus en 1 botella de 25 cm?; b) titular por ensayo en placa
(con metil celulosa al 0.5%) en 1 caja multiple de 6 pozos, para obsewar las placas con claridad; y
¢) en un experimento similar al anterior, sin metil celulosa, inocular a diferentes muitiplicidades de
infeccion (MDI) para encontrar la éptima; d) finalmente evaluar las cosechas de este altimo paso.
Se observo que para titular el virus es mejor detener la prueba a los 7 dias Pl y ésta se debe hacer
en células Vero, en las cuales las placas se desarrcllan en forma mas definida y son mas regulares
en tamafio y forma. Con el RVP/LPM los titulos de los aislados estudiados expresados en unidades
formadoras de placas (UFP) fueron bastante similares a los obtenidos por DICC. En particular se
consideraron a las UFP como el método de referencia, junio con los titulos expresados en
DICCsq. La correlacién entre UFP y FC para cuantificar la produccién viral no fue tan buena, mas
bién fue variable; en cambio el método espectrofotométrico aparentemente resuita aceptable y
bastante reproducible. En general, el ECP se observé mas rapido y con mayor claridad en las
células Vero. Se concluye que con el RVP/LPM, en células Vero, los métodos en placa y
espectrofotométrico son los mejores; aunque, la FC resulta un procedimiento mas rapido y
bastante practico. Por otro lado, seria interesante investigar si el método espectrofotométrico
podria usarse en ensayos de neutralizacién (NT).
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