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RESUMEN

JOSE FRANCISCO RIVERA-BENITEZ. PERSISTENCIA DEL RUBULAVIRUS
PORCINO EN SEMEN DE VERRACOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE.
El Rubulavirus porcino (RVP) es el agente etioldgico de la enfermedad del ojo azul (EOA)
en porcinos. Los signos clinicos son dependientes de la edad. En los machos adultos, se
presenta orquitis, epididimitis y disminucion de la calidad seminal. El objetivo del presente
estudio fue detectar la persistencia del RVP en semen de verracos infectados
experimentalmente. Se infectaron 12 machos porcinos con 5 ml del RVP cepa PAC-3 a 10°
DICCs¢p/ml, manteniéndolos por 142 dias posinfeccion (dpi). Se evalud la respuesta
humoral posterior a la infeccion. Para la deteccion del RVP se realizd aislamiento en
cultivo celular y RT-PCR. La infeccién con el RVP provocd signos clinicos a partir del
quinto dpi, mostrando aumento del tamafio testicular y alteraciones a nivel de epididimo.
La concentracion espermatica disminuyé significativamente. A la necropsia, tres verracos
presentaron lesiones a nivel de testiculo y epididimo. Los anticuerpos contra el RVP fueron
detectados a la segunda semana posinfeccion, manteniendo titulos altos hasta la finalizacion
del experimento. El aislamiento del RVP en muestras de semen fue positivo desde el quinto
dia y hasta los 48 dpi. En los 6rganos genitales se logro aislar el RVP hasta los 142 dpi. El
ARN del RVP en suero se detectd desde el dia dos hasta los 64 dpi. En semen pudo ser
detectado hasta los 142 dpi. Por lo tanto, se confirma que el ARN del RVP persiste en
semen y el virus se encuentra presente en 6rganos genitales por periodos prolongados de la
infeccion. Los animales infectados persistentemente, son un factor de alto riesgo para la
diseminacion la EOA en la poblacion porcina, ya sea por contacto directo o a través del uso

de semen contaminado en la practica de inseminacion artificial.

Palabras clave: Rubulavirus porcino, infeccion persistente, semen, verracos.



ABSTRACT

JOSE FRANCISCO RIVERA-BENITEZ. PERSISTENCE OF PORCINE
RUBULAVIRUS IN SEMEN OF EXPERIMENTALLY INFECTED BOARS. Porcine
Rubulavirus (PoRV) is the etiological agent of blue eye disease (BED) in pigs. The clinical
signs are age-dependent. Orchitis, epididymitis and decrease of seminal quality are
presented in boars. The objective of the present investigation was to detect PORV persistent
in semen of experimentally infected boars. Twelve boars were infected with 5 ml of 10’
DICCs¢/ml PoRV-PAC-3 strain and kept for 142 day post inoculation (dpi). Humoral
response was evaluated post infection. For PORV detection RT-PCR and isolation in cell
culture were performed. PoRV infection caused clinical signs in 5 dpi, showed testicular
swelling and pathological changes in epididimys were observed. The spermatic
concentration decreased significantly. At necropsy, three boars showed testicular and
epididymal lessions. Antibodies against PoORV were detected in the second week post
inoculation, showing a high titer until the end of the experiment. PORV isolation in semen
samples was positive from the fifth day to 48 dpi. In the reproductive tract organs PORV
was isolated until 142 dpi. PORV RNA in serum was detected from second day to 64 dpi
and it could be detected in semen up to 142 dpi. Thus, this results confirm that PORV RNA
persists in semen and the virus is present in genital organs during prolonged periods of
infection. Persistently infected animals are a high risk factor for the spread of BED in the
swine population, either by direct contact or through use of contaminated semen in artificial

insemination practice.

Key words: Porcine Rubulavirus, persistent infection, semen, boars.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad del ojo azul (EOA) en porcinos, es un padecimiento de origen viral que
afecta a cerdos de todas las edades (Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano, 2006). El
agente etiologico pertenece a la familia Paramyxoviridae, género Rubulavirus, especie
Rubulavirus porcino (RVP) (Rima et al., 1995; Lamb et al., 2000). Fue descubierto por
primera vez en granjas de La Piedad, Michoacan a principios de 1980 (Stephano et al.,
1981). Actualmente, la EOA se encuentra distribuida en la region Centro y Bajio de
México, en donde ocasionalmente es reportada (Morilla et al., 2002; Rivera et al., 2006;

Kirkland & Stephano, 2006).

Las manifestaciones clinicas de la EOA son dependientes de la edad y de la
distribucion de receptores especificos en los 6rganos blanco (Reyes-Leyva et al., 1997;
Vallejo et al., 2000). En lechones lactantes es capaz de producir dafos a nivel de sistema
nervioso, llegando a ocasionar la muerte hasta en el 100% de los animales infectados. En
cerdos destetados se han descrito cuadros preferentemente respiratorios, sin dejar de lado
las manifestaciones nerviosas. En las hembras adultas afecta la capacidad reproductiva,
aumentando el nimero de repeticiones, disminuyendo la fertilidad y provocando abortos
espontaneos. En los verracos, el dafio se presenta a nivel de tracto reproductor, ocasionando
epididimitis y orquitis, disminuyendo la calidad seminal, llegando a provocar infertilidad.
La opacidad de la cornea se presenta en el 1-10% de los animales afectados (Moreno-Lopez
et al., 1986; Stephano et al., 1988; Ramirez-Mendoza et al., 1997; Hernandez-Jauregui et
al., 2004; Kirkland & Stephano, 2006).

El cuadro clinico en los verracos puede cursar de forma temporal, en condiciones de
campo se ha observado que las alteraciones mas evidentes son el aumento en el tamafio
testicular, disminucion en la calidad seminal y lesiones a nivel epididimario (Campos &
Carvajal, 1989; Kirkland & Stephano, 2006). En la infeccion experimental, se ha descrito

que el RVP puede infectar los 6rganos del tracto reproductor de machos adultos, de la



misma forma se ha identificado la excrecion del virus a través del semen (Ramirez-

Mendoza et al., 1997; Solis et al., 2007).

En verracos, la enfermedad puede cursar sin signos clinicos aparentes y las
alteraciones en la calidad seminal no son del todo concluyentes. El monitoreo serologico es
una herramienta para detectar animales que han entrado en contacto con el agente, sin
embargo, el tiempo en que se desarrolla una respuesta inmune observable, es mucho mayor
al requerido para detectar la excrecion del virus en el semen. La viremia por el RVP ha sido
demostrada en cerdos infectados experimentalmente (Reyes-Leyva et al., 2004), el tiempo
en que se ha observado la presencia del antigeno en células sanguineas es corto, debido a la
breve duracion de los experimentos. La excrecion del RVP via seminal ha sido demostrada
hasta los 49 dias pi (Solis et al., 2007), sin embargo, las técnicas utilizadas son poco

sensibles debido a las caracteristicas de las muestras.

La viremia y excrecion del RVP ha sido detectada en el periodo de infeccion clinica
en verracos, llegando a observar animales positivos hasta los 20 y 49 dias pi,
respectivamente, sin embargo, no se ha demostrado que el virus pueda estar presente por

periodos prolongados en la infeccion.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue detectar la persistencia del RVP en

semen de verracos infectados experimentalmente.



1.1. Antecedentes historicos de la enfermedad del ojo azul

En el afio de 1980, en una granja de 2,500 hembras reproductoras, localizada en La Piedad,
Michoacén, comenzaron a describirse los primeros casos de meningoencefalitis,
acompaniada de opacidad de la coérnea en lechones. Las manifestaciones clinicas y
patologicas que se presentaron eran diferentes a las que se habian descrito en otras
infecciones que afectan el sistema nervioso de cerdos en México. Los signos clinicos
iniciales se manifestaron principalmente, como incoordinacién, temblores musculares,
postracién, movimientos de carrera y opacidad de la cérnea. Los lechones morian a la
primera semana de presentar el cuadro clinico (Stephano et al., 1981; Stephano et al.,
1988).

Los estudios histopatoldgicos demostraron la presencia de meningoencefalitis no
supurativa y neumonia intersticial. Ademas, se logr6é recuperar un virus con capacidad
hemaglutinante y que producia efecto citopatico con formacioén de sincitios en cultivos
celulares de rifion de cerdo (PK-15; Porcine kidney), la enfermedad fue conocida entonces
como “Sindrome del Ojo Azul” (SOA) (Stephano et al., 1981; Stephano et al., 1982). En
esa misma ¢€poca, comenzaron a reportarse brotes del SOA en diferentes Estados,

principalmente Jalisco y Guanajuato (Stephano et al., 1988).

Un par de anos después de haber hecho la primera descripcion del sindrome, se
identifico al agente etioldogico como un paramixovirus hemaglutinante (Stephano et al.,
1982). A partir de los aislamientos, se iniciaron las primeras infecciones experimentales
con la finalidad de cumplir con los postulados de Koch, los resultados que se obtuvieron

fueron similares a los observados en condiciones de campo (Stephano & Gay, 1983).

Al estudiar los primeros brotes de la enfermedad en condiciones naturales, se
descubri6 que los anticuerpos contra el virus del SOA (vSOA) persistian hasta por 15
meses después de las primeras manifestaciones clinicas y que la enfermedad era

autolimitante (Stephano et al., 1985).



Stephano & Gay (1985), evidenciaron por primera vez la presencia del vSOA en
cerdos de mas de 30 dias de edad, encontrando una alta mortalidad y presencia de
meningoencefalitis no supurativa y opacidad de la cornea en cerdos de 15 a 45 kg, ademas

se logro identificar la asociacion con otras enfermedades que afectan a los cerdos.

Moreno-Lopez et al. (1986), realizaron la primera caracterizacion del virus asociado
al SOA, el cual presentd propiedades biologicas y morfologicas parecidas a los virus que se
agrupan en la familia Paramyxoviridae, se le nombro virus de La Piedad Michoacan
(VLPM). A partir de entonces, se comienza con una serie de investigaciones enfocadas a
describir la estructura y biologia molecular del vLPM, la mayoria de los trabajos se realizan
con el apoyo de centros de investigacion de Suecia.

En 1990, Sundqvist et al., identificaron las proteinas estructurales del vLPM, al
compararlas con otros paramixovirus (Sendai, de la enfermedad de Newcastle y virus de la
parainfluenza humana-3) y evidenciar las diferencias en las seis proteinas, afirman que el
virus de LPM es genuinamente porcino y proponen que sea clasificado como un nuevo
miembro del genero Paramyxovirus. Los trabajos respecto a la biologia molecular del
vLPM continuaron desarrollandose, se obtuvieron las secuencias de los genes que codifican
a las proteinas de matriz (M), fosfoproteina (P), hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y de
fusion (F), y se asume que, las diferencias en las secuencias descritas anteriormente indican
que el vLPM es un paramixovirus que no se habia descrito y que tiene una relaciéon muy
estrecha con el virus de la parotiditis humana y el virus simico-5 (Berg et al.,1991;

Sundqvist ef al., 1992; Berg et al., 1992; Line¢ et al., 1992; Berg et al., 1997).

En 1995, el vLPM es reconocido como una nueva especie, debido a su similitud con
el virus de la parotiditis humana, virus de la parainfluenza humana-2 y -4 y el virus simico-
5y -41, quedd clasificado en el nuevo género de los Rubulavirus. Asi, la clasificacion
taxonomica del Rubulavirus porcino (RVP) es la siguiente, orden: Mononegavirales,
familia: Paramyxoviridae, subfamilia: Paramyxovirinae, genero: Rubulavirus (Rima et al.,

1995; Lamb et al., 2000).



El andlisis de bancos de sueros ha permitido evidenciar la presencia de anticuerpos
contra el RVP en cerdos al menos desde 1972, lo cual demostrdé que el virus circulaba
mucho antes de que se reportaran los primeros cuadros clinicos del SOA (Rosales et al.,

1988).

La enfermedad del ojo azul (EOA) ha sido diagnosticada en varios Estados de la
Republica Mexicana, principalmente en las regiones del Centro y del Bajio (Morilla et al.,
2002; Kirkland & Stephano, 2006). En 1990 se tenia evidencia serologica de su presencia
en 10 Estados (Fuentes et al., 1990). En 1992 aument6 a 16 Estados positivos (Fuentes et
al., 1992), desde entonces, la enfermedad se ha establecido y ocasionalmente se presentan
brotes esporddicos en los Estados de Michoacan, Jalisco, Guanajuato, Tlaxcala, Estado de
Meéxico, Hidalgo, Distrito Federal y Querétaro, los cuales son reportados en trabajos de
investigacion presentados en congresos nacionales (Morilla ef al., 2002; Rivera et al., 2006;

Kirkland & Stephano, 2006; Wang et al., 2007).

La EOA es reconocida por los signos clinicos que incluyen alteraciones del sistema
nervioso, opacidad de la cornea (en cerdos lactantes y mayores a 30 dias), falla
reproductiva en hembras (incremento en el nimero de repeticiones y abortos espontaneos),
orquitis, epididimitis y baja en la calidad seminal en verracos (Ramirez-Mendoza et al.,
1997; Hernandez-Jauregui et al., 2004; Kirkland & Stephano, 2006). Sin embargo,
recientemente Sanchez-Betancourt et al. (2008), reportaron un cambio en la virulencia del
RVP de cuatro aislamientos, encontrando cuadros clinicos con manifestaciones nerviosas

en cerdos en la linea de engorda y en animales adultos.

1.2. Impacto productivo y econémico de la EOA en la produccion porcina

Pérez (1995), analiz6 el impacto economico generado tras la infeccion con el RVP en un
complejo constituido por cinco granjas de produccidon porcina, con un total de 3,620
reproductoras en el Estado de Jalisco, tras analizar los registros de produccion, encontrd

que la enfermedad afectaba los parametros productivos de manera importante por etapa.



En las hembras, disminuy¢ la fertilidad a servicio (hasta 80%), aumentandose el
nimero de retornos al estro hasta por cuatro periodos tras la infeccion, el efecto persistid
por seis a ocho meses. La fertilidad a parto se afectd con la aparicion de abortos y
repeticiones fuera de ciclo, disminuyendo la fertilidad hasta un 69%. El efecto sobre el
porcentaje de lechones nacidos fue notable, aumentando el nimero de lechones nacidos
muertos (LNM) hasta 11.7% y de lechones momificados (13.5%), asociado a una
disminuciéon en el numero de lechones nacidos totales (9.00 LNT en promedio). La
mortalidad de lechones en lactancia llegd hasta el 28% y estad se mantuvo hasta nueve
semanas. La pérdida econdmica estimada tinicamente por concepto de cerdos vendidos fue
del 8% del margen de utilidad sobre el costo de produccion anual. Aunado a esto, se suma
el costo por el desecho de sementales infectados con problemas de orquitis y baja calidad
seminal. Los costos de medicacion para prever infecciones secundarias aumentaron en un

20% (Pérez, 1995).

La tecnificacion de la industria porcina, asociada a la implementacion de medidas
de bioseguridad mas estrictas y de manejo sanitario, principalmente enfocadas a controlar
enfermedades como fiebre porcina clasica (FPC), enfermedad de Aujeszky (EA), sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) y las enfermedades asociadas a la circovirosis
porcina, han participado de manera indirecta a disminuir el impacto de la EOA, sin
embargo, en condiciones practicas no han contemplado planes especificos para monitorear,

controlar y erradicar la enfermedad.

1.3. Agente etiologico

Clasificacion taxonomica. En 1995, el virus de la EOA (VEOA ) fue clasificado en el
orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, se incluyo
en el nuevo género Rubulavirus y se le nombrd Rubulavirus porcino (Rima et al., 1995;
Lamb et al., 2000). En este género también se encuentra clasificado el virus de la parotiditis

humana (MuV), el de la parainfluenza humana (hPIV)-2 y -4, el virus del simio (SV)-41y -



5, Mapuera (MPRV), Menangle (MenPV) y Tioman (TioPV) (Rima et al., 1995; Lamb et
al., 2000; Calisher et al., 2006; ICTV, 2007).

Los miembros de la familia Paramyxoviridae, son virus envueltos que poseen una
cadena sencilla de ARN no segmentada en sentido negativo, se dividen en dos subfamilias,
Paramyxovirinae y Pneumovirinae (Rima et al., 1995; Lamb et al., 2000). La clasificacion

taxonomica actualizada de la familia Paramyxoviridae se muestra en el cuadro 2.3.1.

Las especies del género Rubulavirus comparten propiedades biologicas y
moleculares unicas, todos poseen actividad hemaglutinante y neuraminidasa, el grado de
similitud en sus secuencias genéticas es muy alto. En particular, el RVP estd relacionado
estrechamente con el MPRV, MuV, SV-5 y el hPIV-2 y -4 (cuadro 2.3.2) (Moreno-Lopéz
et al., 1986; Berg et al., 1991, 1992; Linné et al., 1992; Sundqvist et al., 1992; Reyes-
Leyva et al., 2002; Wang et al., 2007).

Tamaiio y morfologia. Las caracteristicas morfologicas del RVP observado al
microscopio electrénico son, estructura pleomorfica, generalmente esférica, no filamentosa,
de 150 a 300 nm de didmetro, presenta una envoltura lipoproteica cubierta con
proyecciones de 8-12 nm, las cuales corresponden a las proteinas HN y F. La nucleocapside
se observa como una hélice simple de 20 nm de didmetro y 1000-1630 nm de longitud
(Figura 2.3.1) (Moreno-Lopéz et al., 1986; Hernandez-Jauregui et al., 2001; Kirkland &
Stephano, 2006).



Cuadro 2.3.1. Clasificacion taxondémica de la familia Paramyxoviridae.

Subfamilia Género

Especie

Hospederos

Paramyxovirinae Avulavirus

Henipavirus

Morbillivirus

Respirovirus

Rubulavirus

Pneumovirinae  Metapneumovirus

Pneumovirus

Paramyxovirus aviar -2 a -9
Virus de la enfermedad de Newcastle
(Paramyxovirus aviar-1)

Virus Hendra
Virus Nipah

Virus del moquillo canino
Morbillivirus de los cetaceos
Virus del sarampion

Virus de la peste de los pequerios

rumiantes

Virus del moquillo de las focas

Virus de la peste de los bovinos

Virus de la parainflueza bovina-3
Virus de la parainflueza humana-1, -3

Virus Sendai

Virus simico-10

Virus de la parainfluenza humana-2, -4
Virus Mapuera

Virus de la parotiditis humana
Rubulavirus porcino

Virus simico-5, -41

Virus Tioman

Virus Menangle

Metapneumovirus aviar
Metapneumovirus humano

Virus respiratorio sincitial bovino
Virus respiratorio sincitial humano
Virus de la neumonia de los murinos

Aves
Aves

Humanos
Humanos,
murci¢lagos,
equinos,
cerdos
Caninos
Cetaceos
Humanos
Rumiantes

Focas
Rumiantes
Rumiantes
Humanos
Humanos,
roedores
Simios
Humanos
Murciélagos
Humanos
Cerdos
Simios
Murciélagos,
cerdos
Murciélagos,
cerdos

Aves
Humanos
Rumiantes
Humanos
Murinos

Adaptado de Rima et al., 1995; Lamb et al., 2000; Calisher et al., 2006; ICTV, 2007.



Cuadro 2.3.2. Porcentaje de identidad en la secuencia de aminoacidos del RVP con

otras especies del género Rubulavirus.

Proteina MPRV MuV SV-5
N 56-67" ND ND
P/V 38/36 43/60 35/56
M 56 46 36
F ND 42 45
HN ND 41 43
L 60 56.3 53.7

"Aumenta a este porcentaje si el C-terminal no es utilizado en la comparacion. ND: No determinado.
Adaptado de Berg et al., 1991; Line€ et al., 1992; Sundqvist et al., 1992; Svenda et al., 1997; Wang et al.,
2007.
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Figura 2.3.1. RVP observado en tincion negativa al microscopio electronico (x108,200)
(Modificado de: Kirkland & Stephano, 20006).



Organizacion genomica. El genoma del RVP esta constituido por una cadena sencilla de
ARN de 15,180 nt, de polaridad negativa sin segmentar, no poliadenilada. La estructura
gendmica comprende seis genes en el siguiente orden, 3’-N-P/V-M-F-HN-L-5" (Figura
2.3.2), el 92.6% del genoma es codificante. El orden de los genes es similar para los
descritos en otros paramixovirus. Los seis genes involucrados codifican 10 proteinas, las
cuales tienen funciones estructurales, reguladoras y enzimaticas. Los genes N (1785 nt), M
(1340 nt), HN (1862 nt) y L (6786 nt) codifican una sola proteina, el gen F (1838 nt)
codifica un polipéptido llamado F( que es dividido por una proteasa celular en las proteinas
Fi y Fa, el gen P (V: 1372 nt; I: 1373 nt; P:1374 nt; C: 1372 nt) codifica varias proteinas
dependiendo del sitio de edicion del ARNm (Berg et al.,, 1991; Lineé¢ et al., 1992;
Sundqvist ef al., 1992; Berg et al., 1997; Svenda et al., 1997; Wang et al., 2007).

Organizacion proteica. El viridon estd compuesto por seis proteinas estructurales y tres no
estructurales. Dentro de las proteinas estructurales, la nucleoproteina (NP), la fosfoproteina
(P) y la proteina de alto peso molecular (L) se encuentran asociadas a la nucleocapside. La
proteina matriz (M) y las dos glicoproteinas de superficie, la hemaglutinina-neuraminidasa
(HN) y la proteina de fusion (F) se localizan en la envoltura viral. Las proteinas no
estructurales (V, 1 y C) son producto de la edicion del ARNm del gen P y actian
principalmente en eventos de regulacion de la transcripcion y de respuesta antiviral (Figura
2.3.3) (Moreno-Lopéz et al., 1986; Sundqvist et al., 1990; Berg et al., 1997; Santos-Lopez
et al., 2004; Wang et al., 2007).

La NP estd constituida por 545 aa, el perfil electroforético en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) revel6 una proteina con un peso molecular de 68 kDa, sin
embargo, la masa molecular calculada es de 60.1 kDa, con un punto isoeléctrico (pI) de
5.12. La NP forma parte integral de la nucleocapside y se encuentra asociada al genoma del
RVP, no se desprende durante los procesos de replicacion y transcripcion, cada molécula de
la NP se encuentra unida a seis nucleotidos y su afinidad es tan alta que impide que el

genoma del RVP se encuentre desnudo dentro de la célula hospedadora, lo cual protege al



ARN viral de un posible reconocimiento antiviral en la célula (Sundqvist et al., 1990;

Kolakofsky et al., 1998; Santos-Lopez et al., 2004).

La proteina P se encuentra asociada a la proteina L por su extremo N-terminal y con
la NP a partir de su C-terminal. Su tamafio es de 404 aa y su masa molecular calculada es
de 42.4 kDa, en SDS-PAGE se ubico en un peso de 52 kDa, el pl es de 5.33. En conjunto la
proteina P y L forman el complejo con actividad polimerasa que se encarga de la
transcripcion y replicacion del genoma viral (Sundqvist et al., 1990; Berg et al., 1992;

Svenda et al., 2002; Santos-Lopez et al., 2004; Wang et al., 2007).

La proteina L esté relacionada con la actividad catalitica de la ARN polimerasa y en
diversas actividades de la transcripcion del genoma viral, tales como, iniciacion,
elongacioén, metilacion, edicion y poliadenilacion, dichos eventos realizados en el
citoplasma celular, permiten que la proteina L sea la responsable de sintetizar el ARN
gendmico y mensajero para poder transcribir y replicar particulas virales sin necesidad de
ingresar al nucleo celular. La proteina L es la mas grande del RVP y est4 constituida por
2251 aa, con un peso molecular calculado de 255.3 kDa y de 200 kDa en SDS-PAGE, su pl
es de 6.31 (Sundqvist et al., 1990; Svenda et al., 1997; Santos-Lopez et al., 2004; Wang et
al., 2007).

La proteina M se localiza en la parte interna de la envoltura viral, es rica en aa
basicos, lo cual le confiere una carga positiva neta de +17.5, esto permite que la proteina
interactiie con los componentes virales y celulares para permitir el ensamblaje y gemacion
de los viriones de una forma mas eficiente. Su tamafio es de 369 aa, su peso molecular
calculado es de 41.7 kDa, en SDS-PAGE mostré un peso de 40 kDa, su pl es de 9.72
(Sundqvist et al., 1990; Berg et al., 1991, 1992; Santos-Lopez et al., 2004; Wang et al.,
2007).



Figura 2.3.2. Organizacion del genoma del RVP (las lineas verticales indican las regiones

intergénicas) (Modificado de Wang et al., 2007).
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Figura 2.3.3. Conformacion proteica del RVP
(Modificado de Santos-Lopez et al., 2004).




La glicoproteina transmembranal HN es la responsable de reconocer y adherirse al
receptor especifico en la célula, particularmente una forma isomérica de acido sialico, el
acido N-acetilneuraminico alfa 2-3 galactosa (NeuAca-2,3Gal), dicho receptor suele
expresarse de manera importante en tejidos del SNC de cerdos neonatos y en tejidos del
tracto reproductor de cerdos adultos, el dominio de reconocimiento a este receptor es
altamente conservado en los paramixovirus (Reyes-Leyva et al., 1997; Zenteno-Cuevas et
al., 1998; Vallejo et al., 2000). Se ha demostrado la capacidad hemaglutinante y
neuraminidasa de la proteina. El tamafio de la HN es de 576 aa, su peso molecular
calculado es de 63.3 kDa, en SDS-PAGE se ubica en los 66 kDa, esta diferencia se debe a
los cuatro sitios potenciales N-glicosilacion que presenta, su punto isoleléctrico es de 7.99
(Moreno-Lopez et al., 1986; Sundqvist et al., 1990, 1992; Santos-Lopez et al., 2004; Wang
et al.,2007). La HN es la proteina inmunodominante en la infeccion al RVP (Hernandez et
al., 1998), recientemente se han identificado los epitopos de la HN que son reconocidos por
anticuerpos de cerdos infectados naturalmente o de murinos inmunizados con estos

determinantes acoplados a albimina sérica bovina (Zenteno-Cuevas et al., 2007).

La glicoproteina F también es transmembranal y participa activamente en la fusion
del virus a la célula y entre células, esto ultimo con la participacion de la HN, la fusién
entre células infectadas da lugar a la generacion de células gigantes multinucleadas o
sincitios. El polipéptido Fy es dividido por accién de una enzima proteolitica de origen
celular y se da origen a los péptidos F; y F,, los cuales tienen un peso molecular de 59 y 12
kDa en SDS-PAGE, respectivamente; la proteina completa tiene 541 aa y su peso
molecular calculado es de 58.3 kDa, su pl es de 6.15 (Sundqvist et al., 1990; Berg et al.,
1997; Santos-Lopez et al., 2004).

Las proteinas no estructurales del RVP son sintetizadas a partir del gen P el cual
contiene cuatro marcos de lectura abierta y puede dar origen a cuatro productos, la proteina
V (249 aa; 26.1 kDa; 5.06 pl), I (174 aa; 18.1 kDa; 4.95 pl), P (404 aa; 42.4 kDa; 5.33 pl) y
C (126 aa; 14.7 kDa; 10.39 pl). Las proteinas V, I y C han sido asociadas a la regulacion

de la transcripcion y a la inhibicion de las cascadas de activacion de interferon-y en la



célula hospedadora, como respuesta a la infeccion de algunos paramixovirus. (Lineé ef al.,
1992; Berg et al., 1992; Reyes-Leyva et al., 2002; Santos-Lopez et al., 2004; Kubota et al.,
2005; Hagmaier et al., 2007; Wang et al., 2007).

Caracteristicas fisicoquimicas y biologicas. E1 RVP puede ser purificado en gradientes de
sucrosa con una densidad de 1.21g/ml. La infectividad puede ser eliminada mediante
tratamientos con éter, cloroformo, formalina (también elimina la capacidad hemaglutinante)
y B-propiolactona. Es inactivado a 56° C después de 4 h (Stephano et al., 1988; Kirkland &
Stephano, 2006).

Se ha demostrado la capacidad hemaglutinante al confrontar el virus y la proteina
HN purificada, con eritrocitos de cerdo, carnero, caprino, bovino, equino, perro, conejo,
rata, raton, hamster, cobayo, pollo, pavo y humano tipos A, B, AB y O. La elusion se
presenta entre los 30 a 50 minutos de incubacioén a 37° C (Stephano et al., 1988; Reyes-

Leyva et al., 1999; Kirkland & Stephano, 2006).

La multiplicacion del RVP en cultivo celular se ha realizado en diferentes lineas
celulares, en términos generales no muestra especificidad in vitro. Las lineas celulares
empleadas en la multiplicacion del RVP, han sido, PK-15, ST, Pt, MDBK, BT, Bt, BHK-
21, GMK, Vero, CK, BEK, IBRs y en cultivos celulares de rifion de gato, embrion bovino,
dermis equina, fetales humanas, plexo coroideo porcino, plexo coroideo bovino y de
pulmoén de vison, en todas estas células causa efecto citopatico. E1 RVP también puede ser
replicado en embrion de pollo (Moreno-Lopez et al, 1986; Stephano et al., 1988;
Hernandez-Jauregui et al., 2001; Kirkland & Stephano, 2006).

1.4. Patogenia y virulencia

Via de ingreso y sitios de replicacion. La via de entrada natural del RVP es la cavidad

oronasal, la transmision se produce principalmente por inhalacion de aerosoles

contaminados, los cuales, dependiendo del tamafio de la particula, serd el sitio de



replicacion inicial. Asi, cuando las particulas conteniendo el virus son grandes, el sitio de
replicacion inicial es la cavidad oronasal, basicamente en la mucosa nasofaringea y tejido
linfatico asociado (tonsilas). Cuando las particulas son muy pequefias, el virus ingresa con
la aspiracion hasta el interior del pulmon y se deposita en los conductos aéreos superiores
en donde la replicacion es abundante. A partir de ahi, el RVP se disemina por via sanguinea
transportado por eritrocitos y leucocitos, iniciandose asi, la infeccion sistémica,
propagacion y replicacion en diversos sitios inmunoprivilegiados de 6rganos linfaticos y
reproductivos. El virus puede ingresar al SNC a través de las terminaciones del nervio
olfatorio en la mucosa nasal, posteriormente se puede diseminar al hipocampo, tallo
cerebral y cerebelo (Allan et al., 1996; Reyes-Leyva et al., 2002; Santos-Lopez et al., 2004;
Reyes-Leyva et al., 2004).

De manera experimental se ha producido la infeccion al inocular el RVP a los
cerdos por via intranasal, intratraqueal, intraocular, intracraneal, intraperitoneal e
intramuscular (Moreno-Lopez et al., 1986; Stephano et al., 1988; Allan et al., 1996;
Ramirez-Mendoza et al., 1997; Hernandez et al., 1998; Ramirez-Herrera et al., 2001;

Reyes-Leyva et al., 2004).

Viremia. El estado de viremia ha sido detectado en los animales infectados
experimentalmente con el RVP, en un estudio realizado por Reyes-Leyva et al. (2004), se
observo por inmunofluorescencia indirecta (IFID), positividad al antigeno viral en
eritrocitos a partir del cuarto dia posinfeccion (pi) permaneciendo positivos hasta el
doceavo dia pi. En los leucocitos fue detectado el antigeno a partir del dia 12 y hasta el 20
pi. Sin embargo, debido a la corta duracion del experimento (20 dias), se desconoce que tan
prolongado puede ser el tiempo en que el RVP se encuentre promoviendo el estado de

viremia.

Susceptibilidad dependiente de la edad. Se ha identificado que el RVP tiene una
distribucion variable dependiendo la edad de los cerdos infectados. En cerdos neonatos se

ha observado que el sitio de mayor replicacion viral es el SNC y estructuras del tracto



olfatorio. En cerdos destetados, la infeccion se establece predominantemente en el tracto
respiratorio y en SNC (Moreno-Lopez et al., 1986; Stephano et al., 1988; McNeilly et al.,
1996; Hernandez-Jauregui, 2003). En la infeccion experimental de cerdas gestantes, se
logré aislar con mayor frecuencia al RVP en tracto respiratorio, ovarios y tonsilas, en los
fetos de las cerdas infectadas también se reaisld6 el RVP, lo cual sugiere que el virus
atraviesa la barrera placentaria y se produce la transmision de forma vertical (Hernandez-
Jauregui et al., 2004). En los machos adultos se ha recuperado el RVP a partir de testiculo y
epididimo a 30 y 45 dias pi, respectivamente, se ha sugerido que el RVP ingresa en estos
organos utilizando células sanguineas y que en estos sitios inicia una replicacion abundante
(Ramirez-Mendoza et al., 1997; Ramirez, 1998). Se ha demostrado que el RVP se excreta
en el semen de verracos infectados experimentalmente, aun se desconoce cual es
exactamente la via de entrada del virus en el semen, se ha observado que el RVP puede
estar de forma libre en el plasma seminal o en la fraccion celular del eyaculado, de la
misma forma se ha identificado que el virus tiene una alta afinidad por testiculo, epididimo
y glandulas accesorias, pudiendo ser estos organos los que aporten la carga viral en el
semen, el papel que desempefian las células sanguineas en la diseminacién del RVP a este
nivel es desconocido (Ramirez-Mendoza et al., 1997; Solis et al., 2007). Estos datos
proporcionan evidencia de que el RVP tiene una distribucion variable en los cerdos, dichas
variaciones en los sitios de replicacion son influenciadas por el receptor celular que
confiere el tropismo al virus, méas adelante se describen estos mecanismos con mayor

detalle.

Persistencia viral. La persistencia viral se define como la capacidad de un virus para
permanecer dentro del organismo afectado por periodos prolongados, ocasionando asi, una
infeccion cronica. Todos los miembros de la familia de los paramixovirus poseen la
capacidad de generar infecciones persistentes. El estado de persistencia estd influenciado
por una baja tasa de replicacion viral, produccion de particulas virales defectuosas y baja
expresion de las proteinas virales, sin embargo, la replicacion viral puede reactivarse de
manera efectiva y ocasionar una nueva infeccion aguda (Puglielli & Ahmed, 1999; Cuevas-

Romero, 2002; Santos-Lopez et al., 2004).



La persistencia del ARN gendémico y el ARNm del RVP ha sido demostrada tras la
infeccion experimental en cerdos convalecientes e inmunosuprimidos a 53 dias pi, a partir
de tejidos del sistema nervioso central (SNC) se amplific6 ARN del gen que codifica a la
NP y a la P, el ARNm se identifico analizando los sitios de edicion del gen P. Sin embargo,
no se logrd detectar al antigeno viral por medio de IF y tampoco se pudo aislar al RVP en
ninguno de los diversos tejidos analizados, lo anterior puede deberse a que existe una carga
viral muy baja o a la produccién de particulas virales defectuosas incapaces de

multiplicarse eficientemente in vitro (Wiman et al., 1998).

En cerdos infectados de forma natural, Cuevas-Romero (2002), detecté con una RT-
PCR anidada el ARN gendémico (N) y ARNm (P) del RVP en SNC, tonsila, glandula
salivar, pulmon y péancreas, de cerdos convalecientes hasta 13 meses después de la
exposicion al virus. Al introducir cerdos centinelas, se evidenci6 la transmision al detectar
el ARN genomico y ARNm del RVP; sin embargo, en ninguno de los cerdos en los que se
detect6 el genoma viral se logro aislar al virus y solamente en los cerdos convalecientes se
detecto el antigeno por medio de inmunohistoquimica. Se concluyé que el RVP genera un
estado de persistencia prolongado en el SNC y en 6rganos, como tonsilas, los cuales son
sitios iniciales de replicacion viral, los animales que se han recuperado de la infeccion
aguda pueden mantenerse sin cuadros clinicos aparentes y funcionar como reservorios

capaces de transmitir el RVP a cerdos susceptibles.

En un estudio experimental, se infectaron cerdos vietnamitas de 17 dias de edad con
el vVLPM (cepa prototipo del RVP), los cerdos exhibieron los signos caracteristicos de la
EOA, sin embargo, solo un cerdo de seis infectados, muri6 al dia 11 pi, los cinco cerdos
restantes se recuperaron de la enfermedad y fueron sacrificados a los 277 dias pi, se detectd
por RT-PCR anidada, el ARNm de los genes N y P en bulbo olfatorio, médula oblonga,
cerebelo, linfonodos (mesentérico, cervical, submaxilar y parotidico), pancreas y
epididimo, el RVP no se pudo aislar en cultivo celular. Los autores concluyeron que el

ARN del RVP que persiste en linfonodos (como evidencia indirecta de la presencia del



virus), estimula continuamente el sistema inmune, generando una repuesta celular y

humoral constante durante la infeccion cronica del RVP (Cuevas et al., 2009).

Bajo condiciones in vitro, la persistencia del RVP se ha podido establecer en células
PK-15, la cual se observé hasta por un afio en cultivos con pases continuos, la capacidad
litica del virus se modificd y permiti6 la multiplicacion viral a titulos bajos (Hjertner et al.,
1997). Al evaluar la cantidad de transcritos del RVP en las células persistentemente
infectadas, se encontrd que la expresion de la proteina L disminuia considerablemente, asi
mismo, la expresion de la proteina P se vio reducida, estos cambios indicaban que la
replicacion y transcripcion del RVP era afectada, ya que estas proteinas forman el complejo
con actividad polimerasa indispensable para la replicacion del virus, con estos datos se
asumid que estas alteraciones en la expresion favorecian el estado de persistencia. También
se observo que la expresion de la proteina V era mucho mayor que la de P, dicha proteina
esta relacionada con el control de la replicacion viral. La presencia de ARN subgenémico,
puede inducir también el estado de persistencia al competir por la replicacion con el ARN

estandar (Hjertner ef al., 1998).

Tropismo celular y tisular. El tropismo celular del RVP esté influenciado por la expresion
de receptores en la célula, en especifico el acido N-acetilneuraminico alfa 2-3 galactosa
(NeuAca-2,3Gal), componente terminal de diversas glicoproteinas celulares (Reyes-Leyva
et al., 1997). Este receptor ha sido identificado abundantemente en tejidos del SNC (bulbo
olfatorio, corteza del lobulo piriforme, hipocampo, tadlamo, tallo cerebral y cerebelo), del
sistema respiratorio (mucosa nasal, trdquea, bronquios y pulmoén) y en el sistema linfatico
(tonsilas y nodulos linfaticos) de cerdos neonatos, en cerdos machos adultos se identifico
principalmente en tejidos del sistema respiratorio y del tracto reproductor (testiculo y
epididimo) (Vallejo et al., 2000). Coincidentemente, los estudios de infeccion experimental
realizados, indican que el RVP se presenta con mayor frecuencia en estos tejidos (Allan et

al., 1996; Ramirez-Mendoza et al., 1997; Reyes-Leyva et al., 2002).



Virulencia. Desde el primer aislamiento del RVP, los factores asociados a la virulencia han
sido estudiados. Reyes-Leyva et al. (2002), realizaron una extensa revision de los cuadros
clinicos asociados a diferentes aislamientos realizados por el equipo del Dr. Ramirez-
Mendoza en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Los virus
aislados fueron denominados POA'-2 (Puebla/1988), PAC*1 (Michoacan/1990), PAC-2
(Jalisco/1990), PAC-3 (Jalisco/1992), PAC-4 (Michoacan/1993) y PAC-5 (Texcoco/1994).
El estudio de los cuadros clinicos relacionados con cada aislamiento permitio definir tres
grupos de virus, en el primero, el LPM, POA y POA-2 provocando alteraciones nerviosas
exclusivamente en lechones; en el segundo grupo, PAC-1, PAC-4 y PAC-5, presentando
cuadros neuroldgicos y mortalidad alta en lechones, cuadros nerviosos en cerdos de 3-4
meses de edad y alteraciones reproductivas en adultos; y el tercer grupo, PAC-2 y PAC-3
como causantes de problemas reproductivos en adultos y cuadros nerviosos escasos en

lechones.

Recientemente, Sdnchez-Betancourt et al. (2008), han reportado nuevos cambios en
la virulencia del RVP en cuatro aislamientos (PAC-6, PAC-7, PAC-8, PAC-9), encontrando
cuadros clinicos con manifestaciones nerviosas en cerdos en la linea de engorda y en
animales adultos. El cambio en la virulencia se relaciond con alteraciones en la secuencia
de nucledtidos del gen que codifica a la proteina HN, el andlisis del arbol filogenético
construido a partir de las secuencias disponibles, mostrd una clara division en tres grupos,
en los cuales el grupo uno se conforma por el LPM y PAC-4, el grupo dos PAC-2, PAC-3 y
C’I-1V, y el grupo tres formado por los aislados PAC-6 a PAC-9.

1.5. Respuesta inmune

La respuesta inmune del cerdo frente a este agente es rapida, suelen presentarse anticuerpos
neutralizantes e inhibidores de la hemaglutinacién en la primera y segunda semana
posinfeccion, respectivamente, y principalmente estan dirigidos contra la glicoproteina de

superficie HN y la NP, que se encuentra en la parte interna del RVP (Hernandez et al.,

" POA: Paramixovirus del Ojo Azul.
2 PAC: Produccion Animal Cerdos.
* C: CIVESTAV.



1998). Sin embargo, la respuesta celular es deficiente en las primeras fases de la infeccion,
observandose que el virus es capaz de suprimir la proliferacion de células mononucleares
estimuladas con mitogenos in vitro (Hernandez et al., 2001). Lo cual, en condiciones
naturales, podria predisponer a infecciones secundarias por virus o bacterias. En general, la
respuesta celular con fenotipo CD4+CDS8 se presenta en la fase aguda de la infeccion y la
respuesta con fenotipo CD4+CD8+ en la respuesta de memoria teniendo un perfil de
citocinas principalmente de IL-10 (Hernéndez et al., 1998; Hernandez et al., 2001; Cuevas

et al.,2009).

1.6. Epidemiologia

Especies hospedadoras. El cerdo es el unico animal que se ha reportado como hospedador
del RVP en condiciones naturales. Experimentalmente el virus ha sido inoculado en
ratones, ratas (cepa Wistar), embriones de pollo, conejos, perros y gatos, ninguno de estos
animales presentd signos asociados a la infeccion Los pecaries infectados
experimentalmente, desarrollaron un cuadro subclinico. Sin embargo, se han encontrado
anticuerpos en ratas, conejos, perros, gatos y pecaries, infectados experimentalmente y
naturalmente en un murcié¢lago frugivoro de la especie Rhogeessa parvula, por lo cual,
recientemente se ha sugerido que el RVP puede tener su origen en murciélagos, tal y como
se ha descrito en otras infecciones por paramixovirus (Moreno-Lopez et al., 1986;
Arellanes et al., 1994; Cuetero et al., 1995; Salas-Rojas et al., 2004; Kirkland & Stephano,
2006; Wang et al., 2007).

Distribucion geogrdfica. En el afio de 1980, en La Piedad, Michoacan, comenzaron a
describirse los primeros casos de la EOA. Desde entonces, la enfermedad ha sido
diagnosticada en varios Estados, principalmente en las regiones del Centro y del Bajio, la
EOA solo ha sido descrita en México. Para 1990 se tenia evidencia serologica de que al
menos 10 Estados eran positivos (Fuentes et al., 1990) y en 1992 aument6 a 16 Estados
(Fuentes et al., 1992). Actualmente, la enfermedad se ha establecido y se reporta

ocasionalmente en los Estados de Michoacan, Jalisco, Guanajuato, Tlaxcala, Estado de



México, Hidalgo, Distrito Federal y Querétaro (Morilla ef al., 2002; Kirkland & Stephano,
2006; Rivera et al., 2006).

Recientemente, los reportes del curso clinico de la enfermedad han disminuido y
frecuentemente se encuentran casos seropositivos. Quezada et al. (2005), en un estudio
retrospectivo, encontraron nueve casos positivos de 438 sueros analizados de 1990 al 2000.
En el periodo comprendido del afio 1999 al 2000, se realizé un andlisis a nivel nacional, en
el cual se encontrd un 16% (rn = 27,733 sueros) de casos con anticuerpos contra la EOA en

10 de 19 Estados muestreados (Morilla et al., 2002).

Vias de transmision y excrecion. Las vias de transmision mas comunes del RVP son el
contacto directo entre cerdos infectados y cerdos susceptibles. Los aerosoles, personas,
vehiculos, equipo contaminado, el viento y las aves posiblemente jueguen un papel
determinante en la transmision de la enfermedad. Asi mismo, los cerdos son susceptibles a
la infeccion experimental por via oral, intranasal, intramuscular e intraperitoneal (Kirkland
& Stephano, 2006). Experimentalmente, la transmision vertical fue evidenciada al aislar el
RVP de tejidos de los fetos de las cerdas gestantes infectadas experimentalmente

(Hernandez-Jauregui ef al., 2004).

Se ha observado que el RVP es excretado de manera importante en secreciones
nasales, de orina y heces (Allan et al., 1996). De la misma forma, se ha demostrado que los
machos infectados experimentalmente excretan el RVP en semen, sin embargo, la
transmision a cerdas a partir de semen de verracos infectados natural o experimentalmente

no ha sido demostrada (Espinosa, 2001; Kirkland & Stephano, 2006; Solis et al., 2007).

1.7. Signos clinicos

Los signos clinicos de la EOA mas comunes incluyen alteraciones del SNC y elevada

mortalidad en lechones en lactancia, falla reproductiva en animales adultos y opacidad de la



cornea en cerdos de cualquier edad, los signos clinicos son dependientes de la edad del

animal (Kirkland & Stephano, 2006).

Los lechones de 2-15 dias de edad son mds susceptibles a la infeccion por el RVP,
los animales presentan los signos subitamente, generalmente se encuentran postrados,
deprimidos o muestran alteraciones del SNC. El cuadro se puede presentar inicialmente con

fiebre, pelo erizado y lomo arqueado, generalmente acompanado por constipacion o diarrea.

Posteriormente, los animales muestran un cuadro nervioso progresivo que incluye
incoordinacién, hipersensibilidad, debilidad, rigidez, principalmente de los miembros
posteriores, temblores musculares, posturas anormales. Algunos lechones se vuelven
hiperexcitables y muestran movimientos involuntarios (pedaleo), permanecen letargicos
puede existir una ceguera aparente y en ocasiones nistagmo, algunos animales presentan
conjuntivitis, ojos hinchados, lagrimeo y exudado en parpados. El 1-10% de los lechones
infectados muestran opacidad de la cérnea. Frecuentemente la opacidad desaparece y los
animales afectados no presentan mas signos (Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano,

2006).

Por lo general, al inicio de la infeccion la muerte se presenta 48 horas posterior a la
aparicion de los signos, sin embargo en algunos casos puede presentarse hasta 4-6 dias
después. Durante el brote de la enfermedad, el porcentaje de camadas afectadas oscila entre
el 20 al 65%, la morbilidad puede ser del 20 al 50% y la mortalidad puede ascender desde
un 87 a 90% de los cerdos afectados; la mortalidad puede prolongarse hasta por nueve

semanas (Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano, 2006).

En cerdos destetados mayores a 30 dias, los signos clinicos se presentan en raras
ocasiones y la mortalidad oscila entre el 1 al 4%, el cuadro se puede presentar como
anorexia, depresion, incoordinacidon, marcha en circulo y movimientos pendulares de la

cabeza, puede presentarse o no conjuntivitis y opacidad de la cérnea. En cerdos de 15-45 kg



se han presentado cuadros nerviosos severos. La mortalidad alcanzada fue del 20%

(Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano, 2006).

Recientemente, se han hecho nuevas descripciones de la enfermedad. En brotes
ocurridos entre los afios 2000 al 2003, Sanchez-Betancourt et al. (2008), reportan la EOA
en cerdos de 3-4 meses, un 60% de animales presentd signos respiratorios y un 20%

encefalitis, la mortalidad derivada de este brote fue del 30%.

El cuadro clinico en cerdas se presenta como falla reproductiva, aumentandose el
numero de cerdas que retornan al estro, reduccidon en la tasa de partos, se incrementa el
intervalo de dias destete-primer servicio y por consiguiente los dias no productivos (Cuadro
2.7.1). El aborto no es una caracteristica particular, pero se ha observado ocasionalmente
durante brotes agudos. Algunas hembras suelen presentar opacidad de la cornea, se han
descrito nuevas presentaciones en las cerdas manifestandose principalmente los signos
nerviosos hasta en un 10% de las cerdas afectadas (Stephano et al., 1988; Kirkland &

Stephano, 2006; Sanchez-Betancourt et al., 2008).

Cuando se presenta el cuadro en las naves de maternidad suele observarse un
incremento en el nimero de lechones nacidos muertos y momificados, al mismo tiempo el
numero total de lechones nacidos se ve disminuido, las cerdas con camadas afectadas no
presentan alteraciones aparentes, se han llegado a manifestar con cuadros de anorexia
temporal (1-2 dias antes de la aparicion de los signos en lechones) y opacidad de la cornea

(Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano, 2006).

La mortalidad en cerdas se habia reportado como baja (incrementandose el 0.1 al
0.8%), sin embargo, en brotes de la EOA recientes se ha encontrado un incremento de la
mortalidad mayor al 15% (Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano, 2006; Sanchez-
Betancourt et al., 2008).



Cuadro 2.7.1. Parametros reproductivos afectados durante un brote de la EOA.

Parametro Efecto Rango Duracion (meses)
Repeticiones (%) Incremento  5.8-22.1 2-6
Tasa de pariciones (%) Disminuciéon  6.0-30.2 1-4
Intervalo destete-1er servicio (dias) Incremento  1.0-2.9 2-8
Servicio a 7 dias (%) Disminucion 10.0-26.1 2-8
Abortos (%) Incremento 0-4.7 0-2
Cerdas muertas (%) Incremento  0.1-0.8 0-2
LNT/ camada Disminucion ~ 0-2.1 1-4
Lechones nacidos vivos/ camada Disminucion  0.8-4.1 4-8
LNM (%) Incremento  4.5-19.6 2-11
Momias (%) Incremento  6.8-36.2 3-12
Mortalidad predestete (%) Incremento 32.0-51.8 1-7

Tomado de Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano, 2006.



Los signos clinicos en machos adultos son pocos, puede presentarse anorexia y
opacidad de la cornea. Los parametros seminales se ven seriamente afectados, en granjas
infectadas se ha reportado el 29 al 73% de infertilidad, la cual puede ser temporal o
permanente, la concentracion espermdtica se ve disminuida y el porcentaje de
anormalidades espermaticas aumenta, en algunos casos el eyaculado puede obtenerse sin
espermatozoides. Los eyaculados de los animales infectados pierden viabilidad al ser
diluidos y almacenados para su uso en la inseminacion artificial. Algunos sementales
presentan inflamacion testicular, los testiculos se observan turgentes con marcado edema;
posteriormente pueden adquirir una textura granulosa y pueden atrofiarse (generalmente
unilateral), la orquitis y epididimitis por lo general esta presente. Los animales con lesiones
severas pueden llegar a perder la libido (Stephano ef al., 1988; Campos & Carvajal, 1989;
Ramirez-Mendoza et al., 1997; Kirkland & Stephano, 2006; Solis et al., 2007).

1.8. Lesiones

Los cambios generados a nivel macroscopico son moderados y generalmente no se
observan. A nivel microscdpico, las lesiones se presentan en SNC, sistema respiratorio, 0jo

y en organos del tacto reproductor de cerdos adultos (Cuadro 2.8.1).

1.9. Diagnostico

El diagnostico de la EOA puede realizarse a partir de la observacion de las manifestaciones
clinicas, tales como encefalitis en lechones, falla reproductiva en cerdas, epididimitis en
machos adultos y opacidad de la coérnea en cualquier edad. La evaluacion a nivel
histolégico puede ayudar a establecer el diagnostico, las lesiones a observar son, encefalitis
no supurativa, uveitis anterior, queratitis, orquitis y epididimitis. La presencia de cuerpos de

inclusion en tejido nervioso y epitelio corneo confirman el diagndstico (Stephano et al.,

1988; Kirkland & Stephano, 2006).



Las pruebas seroldgicas utilizadas mas comunmente son, la inhibicion de la
hemaglutinacion (IHA), virus seroneutralizacion (VSN) y ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA). Para la deteccion del antigeno se han utilizado el aislamiento viral en cultivo
celular (AV), hemaglutinacion (HA), inmunofluorescencia (IF) directa e indirecta, RT-PCR
y RT-PCR anidada (Allan et al., 1996; Ramirez et al., 1996; McNeilly et al., 1997; Wiman
et al., 1998; Nordengrahn ef al., 1999).

El diagnostico diferencial de la EOA debe hacerse para enfermedades que cursen
con encefalitis y fallas reproductivas, especialmente PRRS y EA. Cabe sefialar que
solamente la EOA produce opacidad de la cornea y epididimitis en machos adultos

(Stephano et al., 1988; Kirkland & Stephano, 2006).

1.10. Prevencion y control

La correcta aplicacion de medidas de bioseguridad permite mantener las granjas libres de la
EOA, sin embargo, el monitoreo seroldgico constante es indispensable y permite tomar

medidas adecuadas para el control de la EOA (Kirkland & Stephano, 2006).

Se ha descrito la elaboracion de una gran cantidad de vacunas contra la EOA. La
vacunacion de cerdos con una vacuna comercial basada en virus inactivado ha logrado
disminuir la presentacion de la enfermedad, sin embargo los resultados no son del todo
concluyentes. Al emplear una vacuna inactivada con rayos gamma, se ha demostrado que
se obtiene una buena inmunidad frente al desafio, pero la proteccion es variable
dependiendo de la edad de los animales (Martinez et al., 2006). En verracos inmunizados
con la vacuna anteriormente mencionada, se obtuvo una proteccion del 80% para prevenir
alteraciones testiculares, sin embargo, no evitd la presencia del RVP en testiculo y

epididimo posterior al desafio (Coba et al., 2000).



Cuadro 2.8.1. Lesiones asociadas a la infeccion por el RVP.

Sitio afectado

Lesiones macroscopicas

Lesiones microscopicas

SNC Congestion cerebral Meningoencefalitis  no
Incremento del liquido cerebroespinal | supurativa, gliosis focal y
difusa, infiltracion
perivascular, en donde se
observan linfocitos,
células plasmaticas y
células reticulares,
neurofagia, necrosis
neuronal, glial y
coroiditis
Pulmoén Neumonia (bordes de 16bulos craneales) | Areas multifocales de
neumonia intersticial, con
infiltracion de células
mononucleares en la
pared alveolar
Ojo Conjuntivitis Uveitis anterior,
Opacidad de la cornea (generalmente |infiltracion de
unilateral) neutrofilos, macréfagos o
Queratocono células mononucleares,
vesiculas citoplasmaticas
Organos del | Bolsa escrotal: edema, presencia de |Testiculo: degeneracion y
tracto liquido seroso necrosis del epitelio
reproductor germinal, infiltracion
Testiculo: marcado incremento y|intersticial de células
cambio de la textura (orquitis), atrofia, | mononucleares, fibrosis
hemorragia de la tinica albuginea
Epididimo: formacién de
Epididimo: incremento, formacién de|vesiculas, degeneracion y
nddulos necrosis de los tubulos
seminiferos, infiltracion
Utero: congestion y hemorragia de |intersticial de células
placenta y endometrio mononucleares,
fibroplasia, granulomas
espermaticos
Otros Hemorragia pericardica Descamacion del epitelio

Hemorragia en rifidon
Tonsilitis

y presencia de células
inflamatorias en  las
criptas tonsilares

(Stephano et al., 1988; Ramirez-Mendoza et al., 1997; Hernandez-Jauregui et al., 2004; Kirkland & Stephano,

2006).



1.11. ANTECEDENTES

Impacto de las infecciones virales en la inseminacion artificial en porcinos

Una gran diversidad de agentes patogenos han sido implicados en la presentacion de
enfermedades que afectan directa o indirectamente la reproduccion del cerdo, siendo las
enfermedades de origen viral, las que ocasionan el mayor impacto. Entre los patdgenos mas
relevantes se encuentran, el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(VPRRYS), de la enfermedad de Aujeszky (VEA), de la fiebre porcina clasica (VFPC), de la
enfermedad asociada a la circovirosis porcina (PCV-2), de la peste porcina africana
(vPPA), de la fiebre aftosa (VFA), de la encefalitis-B japonesa (VVEBJ), de la estomatitis
vesicular (VEV), de la enfermedad del ojo azul (VEOA), de la diarrea viral bovina (vDVB)
y de la parvovirosis porcina (vPP) (Larrochelle et al., 2000; Guerin & Pozzi, 2005; Maes et
al., 2008).

La presencia de dichos agentes ha sido identificada en organos del tracto
reproductor y en el semen de machos porcinos infectados natural o experimentalmente.
Aunque, la trasmision venérea de estos virus no ha sido demostrada en su totalidad y en
muchos casos se han detectado en ausencia de signos de la enfermedad, la mayoria de estos
agentes infecciosos, presentes en el semen, pueden ocasionar desdrdenes reproductivos en
las hembras (infertilidad, abortos, disminucién en la tasa de paricidon), resultando en
pérdidas econdmicas considerables. Aunado a esto, el semen contaminado es una fuente
potencial de infeccion en poblaciones susceptibles a la enfermedad (Dejucq & Jégou, 2001;

Guerin & Pozzi, 2005; Maes et al., 2008) .

La creacion de programas especificos para prever la diseminacion de los agentes
infecciosos en semen y la implementacion de la inseminacion artificial (IA) en los porcinos
ha ayudado a controlar en parte la transmision de las enfermedades en la poblacion porcina,

sin embargo, la presencia de virus en el semen de animales que cursan por cuadros



subclinicos han propiciado la emergencia de nuevos brotes de enfermedades (Leiding,

2000; Skov, 2005; Guerin & Pozzi, 2005).

Para lograr un adecuado control de las enfermedades virales, es necesario generar
informacion que aporte respuestas acerca de la diseminacion y persistencia de los agentes
involucrados. Por lo tanto, los sementales porcinos necesitardn ser monitoreados
constantemente para evaluar el riesgo epidemioldgico y poder prever la entrada de los
agentes virales a los centros de inseminacion o a las granjas en donde el uso de la IA sea

una practica habitual (Leiding, 2000; Prieto & Castro, 2005; Skov, 2005).

Agentes virales que comprometen la integridad reproductiva en el verraco

La fuente de los virus en el semen, por lo general implica una infeccion sistémica o local y
la excrecion de los agentes infecciosos puede provenir de los oOrganos reproductores,
glandulas accesorias o excreciones prepuciales. El periodo mas importante para detectar la
diseminacion de los agentes es la fase en que se manifiesta clinicamente la enfermedad y la

viremia esta presente (Guerin & Pozzi, 2005).

El impacto que tienen los agentes virales en la integridad reproductiva del semental
porcino han sido estudiados ampliamente, se han descrito alteraciones importantes en los
organos del tracto reproductor asociadas a la infeccion por el VEA, vPRRS, vEBIJ,

enterovirus y el vEOA.

Los daios a nivel testicular ocasionados por el VEA tras la infeccidon experimental,
consisten en degeneracion del parénquima y un incremento en las anormalidades
espermaticas, la cudl es pasajera y ha sido asociada a la fiebre que se presenta posterior a la

inoculacién (Hall et al., 1984a; Hall et al., 1984b; Guerin & Pozzi, 2005).

En la infeccion por el vEBJ se ha descrito la presentacion de orquitis, disturbios en

la espermatogénesis, disminucion de la concentracion y motilidad espermatica e invasion



viral de los 6rganos reproductivos, el virus se elimind en semen por 5 semanas. En
condiciones naturales ha sido posible detectar el genoma viral en cerdos machos salvajes de

Japon (Guerin & Pozzi, 2005; Maes ef al., 2008; Nidaira ef al., 2008).

En la infeccion por el vPRRS, se han encontrado dafios a nivel tisular en testiculo,
llegando a provocar una disminucion en la capacidad espermatogénica e inclusive apoptosis
de células germinativas, los animales pueden llegar a presentar infertilidad temporal (Sur et
al., 1997). Los pardmetros seminales fueron afectados principalmente en motilidad y

morfologia (Prieto et al., 1996).

En la infeccion experimental con el RVP en machos adultos, se lograron identificar
dafios importantes en epididimo, como la presencia de granulomas espermaticos y
fibroplasia intersticial, en testiculo, se observo la presencia de infiltrados de CMN vy
degeneracion del epitelio germinal, en los casos mas severos; Ademdas se observd una
disminucién de la concentracion de espermatozoides en el eyaculado y descenso de la
motilidad espermatica, el semen procedente de verracos infectados perdio la motilidad al
ser diluido y almacenado por mas de 24 horas (Ramirez-Mendoza et al., 1997; Solis et al.,

2007).

Diseminacion de virus a través de la inseminacion artificial en porcinos

La presencia de virus en semen de machos porcinos infectados natural o artificialmente ha
sido utilizada para demostrar la transmision venérea de los agentes infecciosos. La
transmision a cerdas susceptibles ha sido demostrada en la infeccion por el vFPC, vPRRS y
vEBJ (Prieto et al., 1996; de Smit et al., 1999). Por otro lado, se ha sugerido que el VEA,
vPPA, vPP, RVP y el PCV-2, entre otros, son potencialmente capaces de transmitirse en
semen contaminado con la practica de IA, sin embargo, en cualquiera de los dos casos, la
infeccion de las cerdas susceptibles sera dependiente de la dosis infectante que contenga el
semen diluido. Se ha comprobado en la infeccion por el VPRRS, que las cerdas no

seroconvierten ni presentan la enfermedad al ser inseminadas con semen conteniendo una



baja cantidad de virus (2 x 10> DICCs) (Prieto & Castro, 2005; Guerin & Pozzi, 2005). La

transmision venérea del RVP no ha sido demostrada (Solis et al., 2007; Maes et al., 2008).

Duracion de la viremia en algunas enfermedades virales que afectan a los machos

porcinos

La viremia se refiere a la presencia de virus circulante por via sanguinea en el organismo de
los animales infectados, puede ser identificada directamente mediante AV o indirectamente
usando técnicas de inmunofluorescencia que reconocen antigenos virales o mediante PCR,

al detectar acidos nucleicos virales.

La deteccion de la viremia en el PRRS ha sido evaluada a través del analisis de
suero y células mononucleares de cerdos adultos infectados experimentalmente, logrando
aislar el virus en cultivo celular desde el dia 1 hasta el 23 pi (Christopher-Hennings et al.,
2001; Prieto et al. 2003). La identificacion del genoma del vPRRS a partir de una PCR
anidada fue mas prolongada, hasta 39 dias pi (Christopher-Hennings ef al., 2001). Wasilk et
al. (2004), utilizando una RT-PCR en tiempo real lograron la deteccion y cuantificacion del
vPRRS hasta el dia 79 pi con una concentracién de 8x10' copias de ARN/ml, en suero

sanguineo.

Hernandez et al. (1998), evidenciaron la presencia del RVP (PAC-3) por IF en frotis
sanguineos de machos adultos, la viremia fue detectada desde el dia 6 hasta el 15 pi. En un
estudio realizado por Reyes-Leyva et al. (2004), utilizando IFID para detectar la viremia
por el RVP en cerdos pospuberes, encontraron al antigeno viral asociado a eritrocitos y

leucocitos de animales infectados experimentalmente hasta por 20 dias pi.

Hasta el momento no existen reportes que indiquen la presencia del ARN del RVP en

la viremia de machos adultos.



Determinacion de la persistencia y excrecion de diferentes virus en el tracto

reproductor y en semen de verracos infectados experimentalmente

La persistencia del vPRRS en el semental ha sido detectada en tejidos del tracto
reproductor en la infeccion experimental. Christopher-Hennings et al. (2001), lograron
detectar mediante una PCR anidada, ARN del virus en glandula seminal y bulbouretral en

el dia 47 pi y en tejido linfoide asociado, hasta por 61 dias pi.

En la infeccion experimental con el RVP (PAC-3) se identifico la persistencia,
logrando el AV en tejidos del tracto reproductor (testiculo, epididimo y glandulas
accesorias) desde el dia 30 hasta el 45 pi (Ramirez, 1998). A partir de cortes de cabeza de
epididimo se realizé inmunofluorescencia indirecta, encontrando el antigeno hasta el dia 70

p1 (Ramirez-Mendoza et al.1997).

Coba et al. (2006), realizaron un estudio con sementales vacunados y no vacunados,
después del desafio con el vLPM, no pudieron aislar el RVP de semen de los machos
desafiados. Sin embargo, se evidencidé el virus en cultivo celular (PK-15) mediante

hemoadsorcion, a partir de macerados de epididimo y testiculo hasta 121 dias pi.

La excrecion de diversos virus que afectan a los machos porcinos ha sido reportada.
Los virus que causan mayor impacto y son excretados via seminal son, el vVPRRS, VEA,
vFPC, vEBJ, y RVP. El tiempo de excrecion y la cantidad de particulas virales han sido

evaluados a partir de infecciones experimentales.

Christopher-Hennings et al. (1995a), pudieron aislar el vVPRRS en semen hasta 11
dias pi. La identificacion por medio de una RT-PCR anidada, pudo detectar el ARN del
virus hasta los 92 dias pi. (Christopher-Hennings ef al., 1995b)

En un estudio realizado por van Rijn et al. (2004), se logrd la identificacion por

medio de una PCR en tiempo real del vEA (2-21 dpi), vFPC (3-18 dpi), vFA (1-11 dpi),



vEV (4-18 dpi) y vPRRS (6-45 dpi), en semen porcino de machos infectados
experimentalmente, obteniendo resultados positivos de todos los virus en diferentes

tiempos.

Con la misma técnica, Wasilk et al. (2004), lograron detectar hasta por 32 dias pi el

vPRRS (3x10° copias de ARN/ml) en semen de verracos infectados experimentalmente.

Espinosa (2001), utilizé anticuerpos especificos para detectar el antigeno por medio
de citometria de flujo en los espermatozoides de machos infectados experimentalmente con
el RVP (PAC-3). Observando positividad desde el dia 9 al 39 pi. Solis et al. (2007),
pudieron evidenciar el RVP (PAC-3) por medio de HA e IF en cultivo celular, en semen de

machos desde el dia 2 hasta el 49 pi.

No existen estudios en donde se haya demostrado la persistencia del ARN del RVP

€n semen.



2. JUSTIFICACION

La EOA es un padecimiento que afecta severamente la capacidad reproductiva de los
cerdos, las manifestaciones clinicas son el indicio de la infeccidén, sin embargo, la
enfermedad puede pasar desapercibida al manifestarse subclinicamente. La excrecion
intermitente del RVP es un factor de alto riesgo en la reproduccion de los porcinos, hasta el
momento no se tenia conocimiento si el RVP podia persistir en semen por periodos

prolongados de la infeccion y cual era su dinamica de excrecion a este nivel.



3. HIPOTESIS

La viremia, excrecion y persistencia del RVP ha sido detectada en el periodo de infeccion
clinica, no se ha demostrado que el antigeno pueda estar presente en periodos prolongados
de la infeccion, en este estudio sera posible detectar la persistencia del RVP en un periodo

prolongado y en altas proporciones en la infeccion subclinica.



4. OBJETIVO GENERAL

Detectar la persistencia del RVP en semen de verracos infectados experimentalmente

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar el genoma del Rubulavirus porcino en semen y suero

Aislar el RVP de muestras de semen y tejidos del tracto reproductor



5. MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion

Para la infeccion experimental se emplearon 12 machos porcinos hibridos Yorkshire x
Landrace; con un rango de edad de 8-10 meses (Identificacion: 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 11,
12 y 13), los cuales se obtuvieron de una granja negativa serologicamente al RVP. A su
llegada y por un periodo de cuatro semanas previas a la infeccion se corrobor6 la
seronegatividad de los animales por medio de inhibicién de la hemaglutinacion. Se conto
con un animal testigo (ID: T), el cual permanecid en la granja de origen y fue sacrificado al

finalizar el tiempo del experimento.

Los verracos fueron alojados en los aislamientos del Departamento de Produccion
Animal: Cerdos, perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, los animales se mantuvieron separados en tres grupos de cuatro cerdos por unidad
de aislamiento, en cada corral se colocaron dos animales, todos contaron con agua a libre
acceso y alimentacion estandar para su etapa. Después de un periodo de adaptacion de dos

semanas, los machos fueron entrenados para colecta de semen.

Cepa viral

Virus de desafio. Se emple6 el aislamiento PAC-3 (Jalisco/1992; No. Acceso GenBank:
EF413173) del RVP (RVP-PAC3), el cual fue caracterizado por provocar alteraciones
reproductivas en hembras y dafio testicular y epididimario en verracos (Ramirez-Mendoza
et al., 1997), el virus se multiplico en cultivos de la linea celular BHK-21 (células de rifion
de hamster neonato), manteniéndolo con medio minimo esencial de Eagle modificado por
Dulbecco/F-12 (EMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), suplementado con 5% de suero
fetal bovino y 0.1% de gentamicina (500mg ml™). El sobrenadante de las células infectadas
se clarifico por centrifugacion a 3,000 x g durante 40 min a 4° C. La capacidad infectante

del virus fue evaluada en cultivos celulares en microplacas, usando diluciones decuples



seriadas del virus en EMEM, finalmente la titulacion del virus se determiné por el método
de Kirber, el resultado se obtuvo en dosis infectantes en cultivo celular 50% (DICCs). Para
la produccion del lote de desafio, el virus contenido en el sobrenadante de cultivos celulares
infectados fue centrifugado a 100,000 X g por 4 h a 4° C, se filtr6 en membranas de
0.45um, se prepararon alicuotas y fueron conservadas a -70° C hasta su uso (Ramirez,

1998; Hernandez et al., 1998).

Virus para pruebas serologicas. Se utilizaron células PK-15 y Vero en botellas de cultivo
de 25cm?, una vez obtenido el 80-90% de confluencia del cultivo celular, se agregd 1ml del
RVP-PAC3 ( 10° DICCsy/ml), se mantuvieron con EMEM, suplementado con 10% de suero
fetal bovino, 10% de tripticaseina fosfato (TPB), 1% de L-glutamina (200mM), 1% de
NaHCOs al 10% y 0.1% de gentamicina (500mg ml™), los cultivos fueron monitoreados
diariamente hasta por cuatro dias, una vez observado el efecto citopatico fueron congelados
a -70° C, posteriormente se descongelaron y se titularon con eritrocitos de bovino y ave al
0.5%, obteniendo un titulo de 1:16 unidades hemaglutinantes (UH), el producto de la
multiplicacion en estos cultivos fue utilizado por dos ocasiones mas en la misma linea
celular. Posteriormente, el total de los sobrenandantes fue mezclado y homogenizado, se
tituld con eritrocitos de ave y bovino y se almacen6 en alicuotas de 5 ml a -70° C y de
1.5ml a -196° C. Se obtuvo un volumen total de 400 ml con un titulo 1:32 con eritrocitos de

ave y 1:16 UH con eritrocitos de bovino y de 10° DICCs,/ml.

Infeccion experimental

Cada uno de los sementales fue infectado instilando por via intranasal 5 ml de la cepa PAC-
3 del RVP a una dosis de 10° DICCs¢/ml. Los animales fueron monitoreados diariamente
para detectar cambios en su estado fisico general y manifestacion de signos clinicos
(pirexia, anorexia, apatia, pérdida de libido), semanalmente fueron registradas las medidas

testiculares y alteraciones a la palpacion en testiculos y epididimos.



Colecta de muestras

Muestras sanguineas. Se tomaron muestras sanguineas asépticamente a partir de la vena
cava superior o de la vena yugular, una vez por semana durante cuatro semanas antes de la
infeccion (n = 20) y durante toda la fase experimental (n = 165). Se empled sangre sin
anticoagulante para la obtencion de suero, se centrifugd a 800 x g por 10 minutos a 4° C,

posteriormente se almacend a -70° C.

Muestras de semen. El eyaculado completo de cada verraco fue colectado dos veces por
semana por 13 semanas previas a la infeccion (n = 103) y hasta la quinta semana pi,
posteriormente solo se colectaron una vez por semana hasta la finalizacion del experimento

(n = 160).

El eyaculado fue colectado en recipientes térmicos, manteniendo a temperatura de
37° C, la fraccion gelatinosa se descartd con una gasa estéril. Se realizd la evaluacion
completa al semen, se registrd la temperatura, volumen, color, motilidad, concentracion,
morfologia, porcentaje de células vivas y grado de aglutinacion, el andlisis se basod en
pruebas convencionales (Martin-Rillo, 1996; An6nimo, 2003; Quintero, 2003; Rozeboom,
2003). Una alicuota de 50 ml se mantuvo a 4° C, posteriormente se centrifugé a 600 x g por
20 minutos a 4° C, se separo el plasma seminal y el boton de la fraccion celular, fueron

congelados a -70 y -196° C hasta su uso.

Necropsia y colecta de organos. Los animales fueron sacrificados siguiendo los
lineamientos establecidos por el Departamento de Patologia de la FMVZ de la UNAM. Se
seleccionaron cuatro grupos, el primer sacrificio se realizo a los 64 dias pi (semana 10), el
segundo grupo a los 110 dias pi (semana 16), el tercer grupo el dia 142 pi (semana 20) y el
verraco testigo un mes después de finalizar la fase de desafio. Se llevo a cabo la inspeccion
completa de los 6rganos en busca de cualquier alteracion y se obtuvieron muestras de

testiculo y epididimo, las cuales se mantuvieron a -196° C hasta su analisis.



Serologia

Inhibicion de la hemaglutinacion. Los sueros obtenidos de los verracos fueron colocados
en placas de 96 pozos con fondo redondo (Nunc, Roskilde, Denmark), conteniendo 50pul de
PBS, a partir del primer pozo se realizaron diluciones dobles seriadas, las cuales fueron de
1:2 hasta 1:2048. A continuacion se agregaron 50ul del RVP-PAC3 titulado a 8 unidades
hemaglutinantes. Se dejo reposar 60 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el
tiempo, se agregaron 50ul de eritrocitos de bovino al 0.5%, la lectura se realizo a los 60
min. El titulo de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion se expresdé como la maxima
dilucion en la que el suero fue capaz de inhibir la capacidad hemaglutinante del RVP. Los

resultados obtenidos fueron convertidos a logaritmo base dos (Hernandez et al., 1998;

Ramirez, 1998).

Virus seroneutralizacion. Se hicieron diluciones dobles seriadas del suero con EMEM,
desde 1:2 hasta 1:2048. En placas de 96 pozos fondo plano (Nunc, Roskilde, Denmark), se
mezclaron 50ul del suero con 50ul del RVP-PAC3 ajustado a 300 DICCsy. Se incubaron
por 60 min a 37° C, posteriormente, se agregaron 150ul de células MDCK (células de rifion
de perro) en suspension (1 x 10%ml). Las placas fueron incubadas por 72 h a 37° C. Una
vez concluido el tiempo de incubacidon, 50ul de los sobrenadantes fueron colectados y
mezclados con un volumen similar de eritrocitos de bovino al 0.5%, se colocaron en placas
de fondo redondo y se incubaron por 60 min a temperatura ambiente. El titulo de
anticuerpos neutralizantes se expresd como la maxima dilucion en la que el suero fue capaz
de neutralizar la multiplicacion del RVP en el cultivo celular, evidenciado por su capacidad
hemaglutinante. Los resultados obtenidos fueron convertidos a logaritmo base dos
(Hernandez et al., 1998; Ramirez, 1998). Ambas pruebas serologicas se realizaron por

duplicado.



Aislamiento viral

Semen. Las muestras de semen fueron diluidas 1:5 en EMEM, posteriormente fueron
centrifugadas a 3,000 x g durante 10 min, se tomo el sobrenadante y se filtr6 en membranas
estériles de 0.22um. La linea celular empleada fue MDCK (células de rifion de perro), el
cultivo se realizo en placas de 24 pozos (Nunc, Rosklide, Denmark). Una vez obtenido el
80% de confluencia en los monoestratos celulares, se elimind el medio de cultivo y se
procedid a inocular con 400ul de la dilucion del semen, se dejé incubar 60 min a 37° C,
posteriormente se desechoé el indculo y se agregd 1ml de EMEM fresco suplementado con
5% de SFB, los cultivos se incubaron por 72 h a 37° C en una atmoésfera de CO; al 5% y
fueron observados diariamente en busca de efecto citopatico. Se realiz6 un segundo pase en

la misma linea celular, siguiendo el mismo esquema antes sefialado.

Adicionalmente se elaboraron placas de 96 pozos (Nunc, Rosklide, Denmark) con el
mismo procedimiento para los dos pases, se retird el sobrenadante y se lavo con PBS,
posteriormente, las placas fueron fijadas con 50ul de paraformaldehido por 10 min a
temperatura ambiente, se lavd nuevamente con PBS, se decant6 y se agregd 50ul de

metanol absoluto a cada pozo, las placas fueron congeladas a -20° C hasta la realizacion de

la IFID.

Los sobrenadantes de cada pase (placas de 24 y 96 pozos) fueron confrontados a
eritrocitos de bovino y ave para comprobar la hemaglutinacion producida por el RVP en
caso de que los cultivos hubieran resultado positivos. El procedimiento fue el siguiente, se
tomaron 50ul del sobrenadante de las placas a las 72 h de incubacion y de los
sobrenadantes de las placas después de la congelacion, se colocaron en placas de fondo
redondo y se mezclaron con 50ul de eritrocitos de bovino o ave al 0.5%, el tiempo de
incubacidn a temperatura ambiente fue de 30 min para la prueba con los eritrocitos de ave y
de 60 min para los eritrocitos de bovino. La lectura se considera positiva so6lo si en el pozo

se produce hemaglutinacién especifica y los testigos (pozo control de antigeno y pozo



control de eritrocitos) funcionan correctamente (Hernandez et al., 1998; Ramirez, 1998;

Solis et al., 2007).

Muestras de organos. Se analizaron las muestras de testiculo y cola y cabeza de epididimos
(derechos e izquierdos de cada uno). Se realizaron macerados utilizando una porcion de
aproximadamente 1g de cada tejido, se homogeniz6 en 5Sml de EMEM, se centrifugd y se
filtrd, el procedimiento fue similar al descrito para las muestras de semen, con excepcion
del numero de pases, que en esta ocasion fueron tres. También fueron preparadas placas de
96 pozos de cada pase y se analizaron por IFID, Algunos pozos de las muestras positivas
fueron tefiidos con cristal violeta-etanol al 4% para evidenciar la formacion de los sincitios.
Los sobrenadantes fueron empleados para comprobar la hemaglutinacion bajo la misma
metodologia que en el caso de las muestras de semen. En todas las pruebas se contd con un

control testigo positivo (RVP-PAC3) y testigo negativo.

Inmunofluorescencia indirecta (IFID)

Para la deteccion de las células positivas a la infeccion del RVP en cultivo celular se
empled la IFID, el procedimiento fue el siguiente, se utilizd6 como anticuerpo primario un
suero hiperinmune contra el RVP elaborado en cerdo, teniendo un titulo de 1:128 en [HA y
1:256 en VSN, el suero se trabajo a una dilucion de 1:32. Las placas de 96 pozos empleadas
en el aislamiento viral fueron lavadas tres veces con 150ul de PBS (pH 7.4), posteriormente
se agregaron 50l por pozo del anticuerpo primario, se dej6 incubar 30 min a 37° C, se lavo
con PBS y se agregaron 50ul del anticuerpo secundario (1:160), anti-IgG (H + L) de cerdo
elaborado en conejo, el cual estaba conjugado con isotiocionato de fluoresceina (Zymed,
Labs, Invitrogen, Carlsbad, CA), se incub6 30 min a 37° C, posteriormente se decantd y se
lavé con PBS, se dejo secar al aire y se observo en un microscopio invertido con lampara
de fluorescencia (Olympus IX71 S8F-3; Tokio, Japan), en algunos casos se realiz6 la
contratincion empleando azul de Evan’s al 0.01%. Las muestras se consideraron positivas

al observar fluorescencia intensa intracitoplasmatica granular.



Extraccion del acido ribonucleico

Extraccion de ARN a partir de muestras de suero. Se realizo la extraccion del ARN de las
muestras de suero con el QI4damp Viral RNA® Mini Kit (Qiagen, Duesseldorf, Germany). El
protocolo se basa en aislamiento de ARN viral en columnas de silica gel. El procedimiento
se desarroll6 de acuerdo a las especificaciones del fabricante. A partir de 140ul de suero se

obtuvieron 60ul de ARN total.

Extraccion de ARN a partir de muestras de semen. E1 ARN total se extrajo y purifico
utilizando el Rneasy™ Mini Kit (Qiagen). El protocolo esta basado en la purificacién
selectiva de ARN total en columnas de membrana de silica. El procedimiento se realizé de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron 50ul de ARN total a partir de

350yl de la fraccion celular del semen.

La cuantificacion del ARN del suero y semen, se realizd por espectrofotometria. Se
empled un equipo automatizado que utiliza la tecnologia de retencion de muestra y tension
superficial (NANODROP, ND-1000; Wilmington, DE), por medio de lectores de fibra
oOptica y pulsacion con lampara de xenon. Se cuantifico utilizando una longitud de onda de
260nm y el resultado se expresd en ng/ul, la integridad del ARN se determind con la
relacion de la lectura ODy60/ODsso, €l pardmetro para la inclusion en la prueba fue una

relacion mayor a 1.8.

Seleccion y diseiio de los iniciadores

Se analizaron las secuencias de los genes HN y N para el RVP y el MuV, se utilizo6 la base
de datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A partir de los alineamientos de las
secuencias (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) disponibles los genes HN y N, se
observé que las secuencias del gen N del MuV tenian regiones altamente conservadas (No.
de acceso: AJ937822.1; M37750.1; X57997.1; AY376473.1). Atn cuando sdlo se cuenta
con una secuencia del gen N para el RVP en la base de datos, se optd por amplificar

fragmentos de este gen ya que es el que se transcribe de forma mdas abundante, segiin



observaciones anteriormente realizadas (Hjertner et al., 1998). Bajo condiciones
experimentales, se determiné la sensibilidad de cinco diferentes juegos de iniciadores (P, L,
F, HN y N), encontrando que para N se obtenia una mayor sensibilidad. Los iniciadores
fueron sintetizados por una casa comercial (Life Technologies, Co. Invitrogen, Carlsbad,

CA).

El diseno y las caracteristicas de los iniciadores del gen N para el RVP se muestran
en el cuadro 4.9.1. La especificidad fue comparada con la secuencia disponible en el
GenBank, para el gen N del RVP (No. acceso: EF095537) y mediante ensayos
experimentales empleando diferentes cepas del RVP. La temperatura de hibridacion de los

iniciadores se determin6 experimentalmente mediante ensayos de gradientes de temperatura

de 2° C.

Sintesis de ADN complementario

Para la sintesis del ADN complementario (ADNc) se empled el kit comercial
AffinityScript™ QPCR ¢DNA Synthesis Kit (Agilent Tech. Stratagene, Cedar Creek, TX).
El procedimiento fue el siguiente, en un microtubo se agregaron 10ul de la master mix, 1ul
de N2-antisentido (200nM), 1ul de la enzima (AffinityScript RT/Rnase Block enzyme
mixture) y 500ng de ARN total, ajustando a un volumen final de 20ul. Se coloc6 en un
termociclador (MasterCycler®Gradient; Eppendorf, AG, Hamburg) con el siguiente

programa, S min a 25° C, 15 min a 42° Cy 5 min a 95° C.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para la amplificacion del ADNc se empled el kit GoTAQ® DNA Polymerase (Promega.
Madison, WI). El procedimiento fue el siguiente, en un microtubo se colocaron 10ul del
Buffer 5X (1.5mM MgCl,), 1ul de ANTP (200uM), 0.25ul de enzima Tag (5U/ul), 1.5ul de
cada iniciador (N2+sentido y N2-antisentido; concentracion final 300nM), Sul de cDNA y

agua DEPC (volumen final 50ul). EI programa de amplificacion fue el siguiente: un ciclo



de 3 min a 94° C y 35 ciclos de 30 seg a 94° C, 30 seg a 58° C y 60 seg a 72° C, finalmente
un ciclo de 8 min a 72° C; los productos fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador, los
resultados fueron documentados fotograficamente. La sensibilidad de la RT-PCR fue
determinada experimentalmente mediante ensayos con el RVP, se pudo obtener una
sensibilidad de 0.01DICCsy/ml (dilucion 107 de un stock de RVP titulado a 10°DICCso/ml).
En todos los ensayos se contd con un control testigo positivo (RVP-PAC3) y controles
testigos negativos (cultivo celular sin infectar, suero negativo, semen negativo, control sin

templado y H,O DEPC).

Analisis estadistico

Los promedios de las mediciones de los testiculos y de la evaluacidon seminal previo y
posterior a la infeccion experimental fueron analizadas estadisticamente utilizando la
prueba de #-de Student para comparacion de medias pareadas (SPSS 10.0 for windows,

Chicago, IL; Prism 5, Graphpad Software Inc. San Diego, CA).



Cuadro 4.9.1.Caracteristicas de los iniciadores empleados en la RT-PCR.

Nombre Secuencia 5°— 3’ Posicion Tamano del GC Ty Nt
fragmento (pb) (%)

N2+sentido TCCCCCGATGCGATTATTGAG 424 375 52.38 58 21

N2-antisentido CCCCCTTCGAGCTGGATTCTG 799 61.9 58 21




6. RESULTADOS

Animales de experimentacion

Doce verracos fueron entrenados para coleccion manual de semen en la granja de origen,
logrando la colecta en todos ellos. Una vez que los verracos fueron instalados en las
unidades de aislamiento de la Universidad, se reinicid con el entrenamiento para la colecta
de semen. Sin embargo, bajo las condiciones de aislamiento y el potro de colecta, en tres de
los animales no fue posible volver a colectar semen, por lo tanto, estos animales quedaron

fuera del andlisis de las variables analizadas.

Infeccion experimental

Los verracos fueron inoculados utilizando 5 ml del RVP-PAC3 (10° DICCs¢/ml), ningan
animal presentd signos clinicos de la enfermedad (anorexia, apatia), cambios en su
temperatura corporal, ni en su comportamiento (pérdida de libido) durante los primeros

cuatro dias posteriores a la infeccion.

Alteraciones clinicas a nivel testicular y epididimario. Un cerdo (ID-5) present6 aumento
del tamafo testicular a partir del quinto dia pi. Posteriormente cinco verracos mas (ID: 1, 2,
3, 8 y 11) presentaron aumento entre el séptimo y noveno dia pi, en todos los casos la
alteracion se manifesté de forma unilateral. El verraco ID-5 mostré una marcada reduccion
de tamano del testiculo izquierdo a partir del dia 30 pi y hasta la finalizacion del
experimento (142 dias pi). Los otros verracos que presentaron aumento de tamafio testicular
se regresaron a sus valores normales en promedio al dia 40 pi. Tres cerdos (33.3%)
infectados no mostraron cambios en las dimensiones de los testiculos durante toda la fase

experimental (ID: 7,9 y 13).

Todos los animales infectados presentaron aumento de tamafio en epididimo a partir
de los 14 y hasta los 81 dias pi (cuadro 5.2.1). Este cambio se observé de forma unilateral o

bilateral y a nivel de cola o cabeza de epididimo.



Cuadro 5.2.1. Periodos en los que se observaron alteraciones clinicas a nivel

testicular y epididimario.

Testiculos Epididimos
ID Dia de Dia de Dia de Dia de
inicio termino inicio termino
1 9 42 9 64*
2 7 49 15 93
3 7 30 14 86
5 5 142%* 13 25
7 - - 16 65
8 9 30 15 86
9 - - 15 93
11 7 49 12 114
13 - - 16 86
Promedio 8 40 14 81

*mostraron alteracion hasta el sacrificio.

-no mostraron alteraciones visibles o a la palpacion.



Mediciones testiculares. Las mediciones testiculares fueron registradas diariamente una
semana antes de la infeccion y por seis semanas pi, posteriormente una vez por semana. Las
alteraciones individuales mds evidentes se presentaron en el verraco ID-5, el cual mostrd
una reduccion del tamafio del testiculo izquierdo del 40% de la longitud inicial al momento

del sacrificio (Fig. 5.2.1).

El andlisis grupal mostr6 que existieron diferencias (P < 0.05) en la longitud del
testiculo izquierdo en las primeras dos semanas posinfeccion incrementandose su tamano
de 25.0 a 26.5 cm. En la semana 15 se presenta una disminucion significativa (P < 0.05) en
la longitud del tamafo, mostrando una reduccion de 1.8 cm con respecto a su medida

original.

La longitud del testiculo derecho mostré marcadas diferencias (P < 0.05) en la
semana 12 y 15, observandose una disminucion en la longitud de 1.7 y 1.5 cm,

respectivamente, comparado con las evaluaciones iniciales.

En el diametro promedio del testiculo izquierdo se observaron diferencias (P < 0.05)
unicamente en la segunda y tercera semana, aumentando su tamafio 0.9 y 0.5 cm
respectivamente, para posteriormente volver a su tamafio original. En el testiculo derecho
se observd un aumento significativo (P < 0.05) del didmetro en la primera semana
posinfeccion, incrementandose 1 cm, con respecto a la evaluacion previa a la infeccion El

analisis completo de los promedios de las medidas del grupo se muestra en el cuadro 5.2.2.
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Figura 5.2.1. Cambios en las dimensiones testiculares presentadas previo a la infeccion y por 19 semanas posteriores (Notese la

marcada disminucidn de tamano del testiculo izquierdo del verraco ID-5).



Cuadro 5.2.2. Analisis comparativo de las dimensiones testiculares promedio medidas a lo largo de la fase experimental.

Semana  Longitud testiculo izquierdo Longitud testiculo derecho Diametro testiculo izquierdo Diametro testiculo derecho
(cm) (cm) (cm) (cm)

n Pre! DE° P> DE n Pre DE PI DE n Pre DE PI DE n Pre DE PI DE
1 9 25.0“ 3.06 26.8° 262 9 252 284 260 214 9 57 074 63 124 9 54 0.88 6.4 0.89
2 9 25.0“ 3.06 265 198 9 252 284 255 193 9 57° 074 66" 056 9 54 088 6.7 0.59
3 9 250 3.06 259 239 9 252 284 259 194 9 57¢ 074 62° 071 9 54 088 63 0.69
4 9 250 3.06 263 260 9 252 284 260 220 9 57 074 56 087 9 54 088 57 0.52
5 9 250 3.06 252 276 9 252 284 250 252 9 57 074 56 074 9 54 088 58 0.81
6 9 250 3.06 273" 296 9 252 284 267 256 9 57 074 57 095 9 54 088 53 0.89
7 9 250 3.06 261 298 9 252 284 256 278 9 57 074 56 092 9 54 088 53 0.96
8 9 250 3.06 250 320 9 252 284 236 339 9 57 074 56 098 9 54 088 54 1.01
9 9 250 3.06 258 289 9 252 284 254 292 9 57 074 55 080 9 54 088 54 074
10 8 246 297 239 439 8 248 264 243 317 8 57 078 52 070 8 54 094 51 0.83
11 8 246 297 239 253 8 248 264 232 227 8 57 078 54 080 8 54 094 49 1.11
12 8 246 297 238 275 8 248 264 231° 223 8 57 078 53 0.80 8 54 094 49 0.86
13 8 246 297 237 281 8 248 264 233 215 8 57 078 52 082 8 54 094 51 0.71
14 8 246 297 246 253 8 248 264 241 250 8 57 078 51 106 8 54 094 52 0.85
15 8 24.6° 297 228" 192 8 248 264 225" 194 8 57 078 52 0.82 8 54 094 49 0.84
16 8 246 297 235 326 8 248 264 228 252 8 57 078 52 116 8 54 094 53 0.85
17 4 242 320 251 357 4 238 288 252 150 4 57 115 51 127 4 49 1.15 50 0.15
18 4 242 320 226 450 4 238 288 240 158 4 57 115 52 081 4 49 1.15 50 0.85

'Pre: Promedio preinfeccion.

?PI: Promedio posinfeccion.

DE: Desviacién estandar.

a, b

: valores con distinta literal por fila son diferentes (P < 0.05).



Evaluacion seminal

La evaluacion de los eyaculados se realizé por un periodo de 33 semanas (13 previas y 20
pi), no se encontraron diferencias (P > 0.05) en el volumen promedio de los eyaculados
analizados, el valor se mantuvo en promedio en 155.81 ml. El porcentaje de motilidad
disminuyo significativamente (P < 0.05) en la segunda semana pi, de 88.8 a 86.2%,

posteriormente no se presentd ninglin efecto negativo.

La concentracion espermatica promedio disminuyd drasticamente, mostrando
marcadas diferencias (P < 0.05) en las 10 primeras semanas pi, en las semanas 11, 12y 17
se muestra sin diferencias con respecto a la evaluacion previa, de la semana 13 a la 16
nuevamente disminuye y finalmente de la 18 a la 20. La concentracidon espermatica
disminuy6 un 63.9% comparado con los valores promedio obtenidos previo a la infeccion,
el efecto individual de la concentracidon espermatica en los verracos se presenta en la figura

5.3.1.

El porcentaje de espermatozoides vivos no se vio afectado negativamente, sin
embargo si se presentan diferencias (P < 0.05) entre los promedios de las evaluaciones,
encontrando una mayor cantidad de células vivas a las 7, 11-14, 17 y 18 semanas pi. De la
misma forma, el porcentaje de anormalidades espermaticas se vio disminuido
significativamente (P < 0.05), no se encontraron valores superiores comparado con el

periodo previo a la infeccion.

El grado de aglutinacion se incrementd en dos semanas pi, encontrando diferencias
(P <0.05) en la semana 4 y 13 pi. Los valores promedio de cada evaluacion se muestran en

los cuadros 5.3.1.y 5.3.2.
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Figura 5.3.1. Promedio de la concentracién espermatica individual previo y posterior a la



Cuadro 5.3.1. Analisis comparativo de los promedios de volumen, motilidad y concentracion espermatica grupal durante la fase

experimental.
Semana Volumen Motilidad Concentracion
(ml) (%) (10° Spz/ml)
n Pre! DE’ PI’ DE n Pre DE PI DE n Pre DE PI DE

1 4 170.6  34.69 1625 35.00 4 83.3 3.0 862 750 4 950.5 14635  406.2"  186.88
2 8 155.6 3649 1537 4332 9 88.8° 417 862" 750 9 801.2¢ 22043  4744"  203.84
3 9 161.3 3822 1266 4479 9 88.8 416 850 500 7 752.0°  209.60  409.2"  194.43
4 9 161.3 3822 1475 3933 9 88.8 416 833 573 9 801.2 22043  333.8°  210.89
5 7 165.4 4148 160.0 5268 9 88.8 416 833 559 9 801.2¢ 22043  245.5"  165.63
6 9 1613 3822 149.1 4341 9 88.8 416 850 791 9 801.2¢ 22043  295.0°  164.34
7 9 1613 3822 1527 7754 9 88.8 416 844 982 9 801.2¢ 22043 3272  182.21
8 8 155.1  35.69 1437 50.12 9 88.8 416 883 559 9 801.2¢ 22043  377.7°  172.32
9 9 161.3 3822 160.0 36.14 9 88.8 416 850 100 5 849.7° 25871  362.0°  179.12
10 8 1594 4038 155.6 47.17 4 80.7  3.55 887" 250 8 7752° 22039  362.5° 24858
11 ND ND - ND - 7 83.0 399 835 476 7 769.2 237.34 427.1 265.86
12 4 160.9  46.55 181.7 57.84 8 82.9 371 862 518 8 775.2 220.39 621.8 471.12
13 ND ND - ND - 7 83.0 399 871 393 7 769.2° 23734  425.7°  281.93
14 ND ND - ND - 7 83.0 399 871 567 7 769.2° 23734 4764  256.01
15 ND ND - ND - 4 82.4 405 862 479 4 826.5 23749  353.7°  129.64
16 4 149.4 4839 1367 9099 4 82.4 405 887 479 4 826.5  237.49  388.7°  122.16
17 ND ND ND ND - 4 82.4 405 900 7.07 4 826.5 237.49 415.0 152.48
18 4 149.4 4839 1375 65.89 4 82.4 405 875 289 4 826.5¢ 23749  232.5° 93.14
19 ND ND ND ND - 4 82.4 405 850 408 4 826.5 23749 3525 170.90
20 4 1494 4839 1737 9340 ND ND ND ND ND 4 826.5° 23749  3412°  203.61

'Pre: Promedio preinfeccion.
*PI: Promedio posinfeccion.
*DE: Desviacion estandar.

“® . valores con distinta literal por fila son diferentes (P < 0.05).



Cuadro 5.3.2. Analisis comparativo de los promedios del porcentaje de espermatozoides vivos, anormalidades y grado de

aglutinacion espermatica grupal durante la fase experimental.

Semana Espermatozoides vivos Anormalidades espermaticas Grado de aglutinacion
(%) (%)

n Pre DE PI DE n Pre DE PI DE n Pre DE PI DE
1 9 79.9 2.35 75.1 1147 8 3.4¢ 0.97 0.8" 032 3 1.5 0.15 1.3 0.58
2 8 80.2 2.35 75.5 8.21 8 3.8¢ 078  2.1° 1.10 7 1.4 0.29 1.1 0.38
3 9 79.9 2.35 80.6 8.77 8 3.4¢ 1.00 1.3 0.57 7 1.4 0.23 1.7 0.76
4 4 80.3 2.81 80.0 4.49 5 3.6¢ 1.14 1.5 0.99 9 1.4° 0.26 1.9° 0.53
5 6 80.4 2.74 79.6 9.98 5 3.6 0.83 2.7 3.37 7 1.4 0.23 1.5 0.79
6 9 79.9 2.35 81.6 6.15 9 3.5¢ 0.99 1.8 1.94 8 1.4 0.22 1.6 0.92
7 9 79.9¢ 2.35 85.8" 3.37 8 3.5 1.06 3.3 6.42 7 1.3 0.29 1.7 0.49
8 9 79.9 2.35 81.3 7.60 8 3.6¢ 1.03 1.8 1.09 7 1.4 0.29 1.2 0.49
9 8 80.2 2.35 82.7 13.04 8 3.8 0.78 3.1 2.63 7 1.3 0.27 1.2 0.49
10 8 80.0 2.50 86.3 8.88 7 3.9 0.76 2.9 3.08 3 1.5 0.10 2.3 1.15
11 7 79.4¢ 1.94 85.6"  4.60 7 3.4 1.04 2.4 2.01 3 1.5 0.16 1.3 0.58
12 6 78.8 1.37 83.2 16.76 4 3.0 1.15 1.3 0.85 6 1.4 0.25 1.8 0.41
13 7 79.4¢ 1.94 91.0° 3.75 7 3.6 1.11 2.2 2.34 5 1.4° 0.26 2.0° 0.00
14 6 79.6¢ 1.96 87.2° 6.74 6 3.9¢ 0.83 1.1°  0.54 6 1.4 0.23 1.5 0.55
15 6 79.6 1.96 84.0 4.47 6 3.9 0.83 2.5 2.44 4 1.4 0.30 1.7 0.96
16 3 79.7 2.83 88.1 2.02 3 4.3 0.39 52 7.12 4 1.4 0.30 2.0 0.82
17 4 79.8¢ 2.31 90.8"  4.19 4 4.1¢ 0.57 1.1°  0.24 4 1.4 0.30 2.2 0.96
18 3 79.9¢ 2.81 87.5" 1.32 3 3.9 0.54 2.1 0.99 3 1.3 0.27 2.0 1.00
19 ND ND - ND - 2 3.9 0.76 5.1 0.18 4 1.4 0.30 1.50 0.58
20 ND ND - ND - ND ND - ND ND ND ND - ND -

'Pre: Promedio preinfeccion.
?PI: Promedio posinfeccion.
*DE: Desviacion estandar.

@b valores con distinta literal por fila son diferentes (P < 0.05).



Necropsia y lesiones macroscopicas

Se realizo la necropsia de los verracos en cuatro grupos, se detectaron lesiones en los tres
grupos de animales infectados. Dos animales (ID-1, 64dpi, ID-2, 110dpi) presentaron
formaciones granulomatosas a nivel de epididimo, el verraco ID-5 presenté una marcada
disminucién de tamaiio del testiculo izquierdo (Cuadro 5.4.1). El verraco ID-T no presento

lesiones macroscopicas.

Serologia

Inhibicion de la hemaglutinacion. Se comprobd la seroconversion en todos los animales
infectados. A partir de la segunda semana pi se identificaron anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacion a titulo de 2.85 log, en promedio para el grupo, alcanzando su maximo
pico en la novena semana (5.0 log,), posteriormente se conservan estables formando una

meseta (Fig. 5.5.1).

Virus seroneutralizacion. Los anticuerpos neutralizantes contra el RVP fueron detectados
al mismo tiempo que los anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion, el titulo obtenido
fue de 4.33 log, en promedio en la segunda semana pi, casi el doble que en IHA. Se alcanz6
un primer pico a las seis semanas (6.89 log?), el titulo se mantuvo hasta la semana 19 en
donde ocurrié un repunte importante (8.25 logy), la curva de anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacion y neutralizantes se muestra en la figura 5.5.1. Las muestras de suero del

animal ID-T permanecieron sin respuesta de anticuerpos durante todo el experimento.



Cuadro 5.4.1. Lesiones macroscoOpicas observadas en los verracos sacrificados a diferentes

intervalos posinfeccion.

Grupo Dpi Cerdos con lesion Sitio de la lesion Tipo de lesion
1 64 1 (ID-1) Cabeza de epididimo Nodulos con
izquierdo contenido caseoso
2 110 1 (ID-2) Tunica Liquido seroso
Cola y cabeza epididimo Nodulos con
izquierdo contenido caseoso
3 142 1 (ID-5) Testiculo izquierdo Disminucion del
tamafio

Degeneracion del
parénquima testicular
3 142 1 (ID-8) Estémago Ulcera
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Figura 5.5.1. Seroconversion demostrada por IHA y VSN para el RVP. Los puntos claros

representan el titulo de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion, los puntos obscuros

representan el titulo de anticuerpos neutralizantes, cada punto incluye su respectiva

desviacion estandar.



Aislamiento viral

Semen. Se logré el aislamiento del RVP en muestras de semen, se analizaron un total de 74
muestras de los nueve animales infectados, ocho muestras (10.81%) resultaron positivas ,
de las cudles, tres resultaron positivas desde el primer pase en cultivo celular y el restante
hasta el segundo pase (Fig. 5.6.1). La distribucion de las muestras positivas (62.5%) fue
mas elevada en los primeros 14 dias. Los resultados obtenidos por HA resultaron confusos

y no se lograron registrar valores francamente positivos en las muestras.

Por IFID se detect6 aislamiento positivo a partir del quinto dia pi y hasta el dia 48 pi
en semen del verraco ID-8, en los demads positivos (ID-1, 2, 5, 7 y 13), oscil6 entre el dia 8
y 29 pi. En los animales ID-3, 9 y 11 no se pudo evidenciar virus con capacidad infectante
en cultivo celular en ninguna de las muestras, los resultados completos se detallan en el

cuadro 5.6.1.

Muestras de organos. El aislamiento viral evidenciado por HA e IFID result6 positivo en
siete de los nueve animales infectados. Se encontraron muestras positivas en los tres grupos
de verracos sacrificados (Fig. 5.6.2), los aislamientos fueron mas frecuentes en epididimo,
sin embargo, al menos una muestra result6 positiva en todos los tipos de tejidos analizados
(testiculos, cola y cabeza de epididimo). El animal del primer grupo fue positivo (ID-1; 64
dpi), del segundo grupo los positivos fueron los verracos ID-8, 9 y 13 (110 dpi), del tercer
grupo (142 dpi) se logro aislar al RVP en tres (ID-3, 7 y 11) de cuatro animales analizados
(Cuadro 5.6.2), los animales ID-2, ID-5 e ID-T resultaron negativos.



Figura 5.6.1. Aislamiento del RVP en células MDCK. Primera columna: observacion del
efecto citopatico mediante contraste de fases. Segunda columna: presencia de sincitios,
tincion con cristal violeta. Tercera columna: granulos intracitoplasmaticos fluorescentes,
IFID (A, B y C: Control de células sin infectar. D, E y F: Control células RVP positivas. G,
H e I: Muestra de semen positiva ID-2; 14 dpi).



Cuadro 5.6.1. Deteccion del RVP en muestras de suero y semen de los animales infectados experimentalmente.

DPI

2

5 6 7 891113141516 1920212223262728293033343536 37 40 41 44 47 48 49

SPI

1

5

ID  Muestra/prueba

1

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

+ -

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND

11

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

+
+2
+ +
+! -
+

13

Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

6 7
+ _
ND ND
ND ND
ND ND
+ - +
+ +
- ND -
- ND
- +
- - .
ND
+ _
ND ND
ND ND




Continuacion.

DPI

51

55 56 575861 62 64 6567697275 76 77 7986 89 90 91 93 97 100104105114118128131 142

SPI

8 9

11

13

14 15

17

18 20

ID  Muestra/prueba

1  Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

2 Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND

3  Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND

5 Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

7  Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND

ND

ND

8  Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND

9  Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND

11 Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND

ND

ND

ND

13 Semen/RT-PCR
Suero/RT-PCR
Semen/AV-IFID

ND ND

ND

ND

ND

+'IFID positiva en primer pase en cultivo celular MDCK. +*IFID positiva en segundo pase en cultivo celular MDCK. ND: no determinado.

*animal sacrificado

ND: no determinado






Cuadro 5.6.2. Aislamiento del RVP a partir de testiculos y epididimos de los verracos

infectados experimentalmente.

ID 1 2 8 9 13 3 5 7 11
Dia de sacrificio 64 110 142

Testiculo derecho + - +2 - - +2 - - -
Testiculo izquierdo +2 - - - 2 - - - -
Cola de epididimo derecha +2 - - - - - ND + +
Cola de epididimo izquierda - - - - + - ND - -
Cabeza de epididimo derecha - - - - +2 - ND - -
Cabeza de epididimo izquierda - - - +2 + + ND - -

+IFID positiva en segundo pase en cultivo celular MDCK. +IFID positiva en tercer pase en cultivo celular MDCK. ND: no

determinado.



Figura 5.6.2. Inmunofluorescencia indirecta para detectar el RVP en cultivos de células

MDCK a partir de muestras de tejidos. A: Control sin infectar. B: Control RVP positivo. C:

Inoculo, macerado de cabeza de epididimo derecho, verraco ID-13 (110dpi).



RT-PCR

En las muestras de suero sanguineo, se pudo detectar el ARN del RVP a partir del segundo
dia y hasta el dia 64 pi, la proporcién de muestras positivas fue del 8.8% (11/125), solo se
detectaron tres animales positivos (ID-1, 5 y 11). La distribucién de las muestras positivas
fue mas amplia en las primeras siete semanas pi, encontrando 10 de los 11 sueros (Fig.
5.7.1), tnicamente el animal ID-1 presentd una muestra positiva el dia 64 pi (Fig. 5.7.3).

No se detectaron sueros positivos en los animales ID-2, 3, 7, 8, 9 y 13 (cuadro 5.6.1).

El ARN del RVP fue detectado en muestras de semen de todos los animales. Se
encontraron muestras positivas a partir del segundo dia y hasta los 142 pi, la proporcion de
muestras positivas por animal fue variable (Fig. 5.7.2), para los animales ID-2, 3, 9 y 13
solo fue detectado en una muestra (entre el dia 13 y 23 pi). En general, la mayoria de las
muestras positivas (82.75%) se distribuyen en las primeras siete semanas pi, excepto el
verraco ID-1 el cual presentd una muestra positiva el dia 64 pi y el verraco ID-5 en el que
se detectd hasta los dias 67, 69, 97 y 142 pi (Fig. 5.7.3), los resultados completos se

observan en el cuadro 5.6.1. El animal ID-T fue negativo en suero y semen.
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Figura 5.7.1. Distribucion de muestras de suero analizadas por RT-PCR para el RVP.
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Figura 5.7.2. Distribucion de muestras de semen analizadas por RT-PCR para el RVP.



Figura 5.7.3. Electroforesis de productos de RT-PCR del RVP en gel de agarosa al 2%. A)
Productos amplificados a partir de muestras de suero. Carril 1: ID-1. 2: ID-2. 3: ID-3. 4:
ID-7. 5: ID-8. 6: ID-5. 7: ID-9. 8: ID-11 (carril 1 al 8 a 2 dpi). 9: ID-T. 10: ID-1 a 64 dpi.
11: control negativo. B) Productos amplificados a partir de muestras de semen. Carril 1:
control negativo. 2: ID-1 a 23 dpi (AV+). 3: ID-2 a 5 dpi. 4: ID-T. 5: ID-5 a 8 dpi (AV+).
6: ID-5 a 37 dpi. 7: ID-5 a 142 dpi. 8: ID-7 a 13 dpi (AV+). 9: ID-8 a 5 dpi (AV+). 10:

control negativo.



7. DISCUSION

La enfermedad del ojo azul en porcinos ha sido identificada como un padecimiento que
afecta de forma contundente la reproduccion de los cerdos. Las alteraciones mas
importantes en los machos adultos se localizan en el tracto reproductor y se asocian con una
baja en la calidad seminal. La viremia del RVP se ha detectado en un periodo corto durante
la infeccion aguda asociado a células sanguineas, el aislamiento viral a partir de suero s6lo
se ha realizado durante los primeros dias de la infeccion. La distribucién del RVP en semen
se ha comprobado mediante el aislamiento viral durante la fase aguda de la enfermedad, sin
embargo, no se conocia si el ARN del RVP podia estar presente en la infeccion durante
periodos prolongados en suero y semen de verracos infectados experimentalmente. E1 RVP
ha sido identificado en tejidos del tracto reproductor durante periodos prolongados, bajo las
condiciones de algunos estudios no habia sido posible el aislamiento a partir de dichas

muestras.

La primera descripcion de la EOA se realizd en 1981, sin embargo las
manifestaciones clinicas en verracos fueron detectadas hasta finales de esa década, las
primeras observaciones detallaban alteraciones tales como orquitis, epididimitis y baja en la
calidad seminal (Campos & Carvajal, 1989; Stephano et al., 1990). Bajo condiciones
experimentales, Ramirez-Mendoza et al. (1997), lograron reproducir el cuadro clinico
previamente reportado, ademds pudieron describir con mayor detalle las lesiones a nivel
macro y microscopico, generando conocimientos que en la actualidad son basicos acerca de
la patogenia del RVP en el macho porcino. Posteriormente fue descrita la respuesta inmune
frente al RVP en la infeccion en machos adultos (Hernandez et al., 1998). Hasta el

momento no se tenia conocimiento acerca de la persistencia del RVP en semen.

La infeccion experimental del RVP en los animales estudiados no genero
alteraciones clinicas durante los primeros dias posinfeccion, contrario a lo reportado por
Ramirez-Mendoza et al. (1997), los cuales encontraron signos como anorexia, conjuntivitis

y fiebre en los primeros tres dias pi (Ramirez, 1998).



Las alteraciones a nivel de tracto genital se pudieron observar a partir del quinto dia

pi, dichos cambios consistieron en aumento del tamafio testicular y epididimario.

El aumento del tamaio testicular pudo observarse en seis de los nueve animales
infectados (66.6%), reportes previos indican que la orquitis se habia presentado en un 25%
en la infeccion experimental (Ramirez-Mendoza et al., 1997), lo anterior indica que existio
un aumento en la susceptibilidad de los verracos frente a esta condicion. La presentacion de
la orquitis fue de manera unilateral, afectando el testiculo izquierdo con mayor frecuencia
(83.3%). Solo un verraco (11.1%) present6d atrofia testicular, comparado con un 25%

reportado por Ramirez-Mendoza et al. (1997).

El RVP esté estrechamente relacionado con el virus de la parotiditis en humanos y
las manifestaciones clinicas son muy similares, por tal motivo se hace la comparacion con

respecto a los hallazgos descritos en el presente trabajo.

En la infeccion por el MuV en humanos, la orquitis se presenta hasta en un 30% de
los pacientes afectados, la condicion se manifiesta en los primeros seis a 11 dias del periodo
de incubacion. La presentacion unilateral se observa en el 70-85% de los casos y la atrofia
testicular puede observarse en un 40-70% de los pacientes (Gupta et al., 2005; Hviid et al.,
2008).

Las alteraciones a nivel de epididimo fueron mas contundentes, todos los animales
presentaron aumento de tamafio o presencia de zonas firmes en cabeza o cola de epididimo,
dichas alteraciones comenzaron a notarse al noveno dia pi, en promedio los animales se
recuperaron al dia 81 pi. S6lo un animal presenté aumento de tamafio hasta los 114 dias pi.
Esta observacion es similar a la realizada por Ramirez-Mendoza et al. (1997) y Espinosa
(2001), por lo cual se confirma que la epididimitis es una alteraciébn que se presenta de
manera constante en cerdos infectados experimentalmente. A nivel de campo, dicha
alteracion podria pasar desapercibida, ya que la inspeccion de la integridad epididimaria no

es una practica habitual en las postas porcinas.



En el caso de la epididimitis humana provocada por el MuV, se ha reportado que el
comienzo de los sintomas es alrededor del dia 14 pi, la condiciéon es cominmente
observada y se ha asociado a disminucién o pérdida de la fertilidad en hombres pospuberes

infectados (Wharton et al., 2006; Hviid et al., 2008).

La medicion cuantitativa de las alteraciones a nivel testicular mostraron marcadas
diferencias (P < 0.05), presentando un aumento de la longitud del testiculo izquierdo en las
dos primeras semanas pi. El diametro se vio afectado de la misma forma y se observd un
aumento (P < 0.05) desde la primera hasta la tercera semanas pi. Los datos obtenidos
coinciden con lo reportado por Espinosa (2001), ademas, confirman las observaciones
realizadas a través de la evaluacion clinica. S6lo un animal present6 atrofia testicular, la

disminucion en la longitud y didmetro del testiculo izquierdo se confirmo a la necropsia.

El andlisis grupal de la evaluacion seminal mostr6 que hay una disminucion
significativa (P < 0.05) en la concentracion espermatica en las primeras 10 semanas pi y en
las semanas 13 a 16 y 18 a 20. En las semanas 11, 12 y 17 no se observaron diferencias
comparado con la evaluacion previa a la infeccion. Espinosa (2001) y Solis et al. (2007)
observaron una disminucién en la concentracién espermatica a partir de la segunda semana
pi, manteniéndose baja hasta la novena semana posinfeccion. Ramirez (1998), detectod
disminucion en la concentracion a los 21 dias pi, llegando a observar azoospermia en una
animal a los 30 dias pi. Lo anterior confirma que la disminuciéon en la concentracion
espermatica es una caracteristica que se presenta de forma constante en los verracos

infectados experimentalmente.

La motilidad disminuy6 significativamente (P < 0.05) en la semana dos pi,
posteriormente este valor no se altera negativamente. En otros experimentos se ha
observado que la motilidad se ve seriamente afectada a lo largo de la infeccion,
encontrando reduccion de la motilidad hasta los 46 dias pi (Espinosa, 2001). Solis et al.
(2007), observaron marcados efectos individuales, encontrando en un animal motilidad nula

al dia 25 pi, en la presente investigacion no se observaron efectos que puedan confirmar



que la motilidad sea un parametro que se vea relacionado en su totalidad a la infeccion por

el vEOA.

El porcentaje de espermatozoides vivos y anormalidades no se vieron afectados
negativamente. Los datos obtenidos en el presente estudio no coinciden con los reportado
previamente (Espinosa, 2001; Solis et al., 2007), ya que en otros experimentos estos
parametros analizados en cada verraco habian sido afectados negativamente, llegando a
observar efectos individuales marcados, los cuales al ser analizados de forma grupal
perdian valor estadistico. El volumen no se vio disminuido en el eyaculado de los verracos
analizados, esta misma observacion se habia realizado con anterioridad, ya que
aparentemente, las glandulas accesorias no resultan con dafios que comprometan su funcion

(Ramirez-Mendoza et al., 1997; Espinosa, 2001; Solis et al., 2007).

Bajo las condiciones en las que fue desarrollada la presente investigacion se puede
confirmar que existe una baja en la calidad seminal de los verracos infectados con el RVP,
el valor que se ve afectado principalmente es la concentracion espermatica, sin embargo,
existe un periodo en que la concentracion retorna a los valores normales, aunado a esto
otros parametros evaluados no se ven afectados, esto indica que en condiciones practicas, si
no se tiene un programa adecuado y constante de evaluacion androldgica de los verracos,
estos parametros podrian pasar desapercibidos, ya que en algunos casos, estos pueden ser

efectos individuales.

En la infeccion por el MuV, se ha reportado disminuciéon en la concentracion
espermatica y de la motilidad, la cual se manifiesta en el 13% de los pacientes que cursaron
con orquitis bilateral y en un 25% de los pacientes que cursaron con atrofia testicular

(Gupta et al., 2005; Wharton et al., 2006; Hviid et al., 2008).

La inspeccidon macroscépica a la necropsia, reveld dafios importantes a nivel genital
en tres verracos. El verraco ID-1 (necropsia a 64 dpi) e ID-2 (a 110 dpi) presentaron

formaciones granulomatosas a nivel epididimario, ademds este ultimo, presentd liquido



seroso en tunica albuginea en cantidad moderada, estos hallazgos son similares a los
encontrados por otros autores, los cuales observaron la presentacion del granuloma en
42.8% de los verracos a los 49 dias pi (Hernandez, 1997), 37.5% a los 30 dias pi (Ramirez-
Mendoza et al.,1997), 100% a los 80 dias pi (Ramirez, 1998) y 60% a los 65 dias pi
(Espinosa, 2001), en el presente estudio se observo este patron en un 22.2% de los verracos.
Considerando la duracion del experimento y los tiempos en los que se sacrificaron a los
verracos, se puede observar que las lesiones a nivel de epididimo permanecen por periodos

prolongados y es una condicion que no se resuelve por lo menos hasta los 110 dias pi.

La atrofia testicular se present6 en un caso, el verraco ID-5 (necropsia a 142 dpi),
mostroé una reduccion cercana al 50% del testiculo izquierdo comparado con el derecho,
esta misma lesiéon se habia presentado en estudios realizados previamente (Hernandez,
1997; Ramirez et al., 1997). La atrofia testicular sélo se ha reportado en un 11.1%, en la
infeccion causada por el MuV, se ha descrito que el dafio se puede observar en el 40-70%

de los pacientes que han desarrollado orquitis (Gupta et al., 2005).

La presencia de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion (IHA) y de
anticuerpos neutralizantes se pudo detectar en la segunda semana pi, obteniendo titulos de
2.85y 4.33 log,, respectivamente, los titulos de anticuerpos aumentan conforme transcurren
los dias de infeccion, hasta llegar al pico maximo a la novena semana, para los anticuerpos

IHA (5.0 log,) y a la sexta semana (6.89 log,) para los anticuerpos neutralizantes.

Hernandez et al. (1998), detectaron anticuerpos neutralizantes desde la primera
semana pi (4 log,), llegando a observar titulos de 8.5 log, a la quinta semana pi, al finalizar
el experimento (siete semanas) no se logra establecer una meseta, por lo cual este
comportamiento queda como una incégnita. En el presente estudio se observa que si existe
un limite de produccion de anticuerpos neutralizantes y se forma una meseta, misma que
permanece sin alteraciones importantes hasta las 18 semanas pi. Los mismos autores

reportan que los anticuerpos IHA se presentan hasta la segunda semana pi (5 logy) y tienen



un comportamiento de meseta a partir de la tercera semana pi, este comportamiento fue

similar a lo encontrado en la presente investigacion.

Ramirez (1998), reporta la presencia de anticuerpos neutralizantes a partir del
décimo dia pi (2.0 logy), alcanzando la maxima produccion a la sexta semana pi (10 logy).
Espinosa (2001), detecta anticuerpos IHA a partir de los nueve dias pi (4.66 logy), el pico
maximo lo reporta a la semana nueve pi (7.6 log,), los titulos de anticuerpos son mas
elevados a los encontrados en este estudio, sin embargo, tienen el mismo comportamiento y
se mantienen hasta la finalizacion del experimento (65 dpi). Los datos antes mencionados
coinciden con lo descrito en la presente investigacion, atin cuando los titulos de anticuerpos

no sean tan elevados, la cinética en la respuesta humoral es similar.

Todos los animales tuvieron un comportamiento similar, s6lo existié un verraco
(ID-5), que mostr6 una mayor respuesta, presentando titulos de anticuerpos mas elevados,
comparado con el promedio grupal (datos no mostrados). La respuesta seroldgica fue
constante en todos los animales, en investigaciones previas, se describié que los animales
que presentaban lesiones en epididimo (granuloma), montaban una mayor respuesta de
anticuerpos en la fase aguda de la enfermedad, comparados con los verracos que no
tuvieron ese tipo de lesion (Hernandez, 1997). Contrariamente, Solis (2002), reporta en la
infeccién experimental del RVP en verracos, que existen animales que no presentan
anticuerpos en la fase aguda de la enfermedad y los primeros titulos se detectan hasta los
dias 31 y 56 pi, los animales que no reaccionaron en ese estudio correspondian a verracos
con granuloma epididimario. Bajo las condiciones en las que se desarrolld la presente
investigacion, no se observo alguna relacion entre el tipo de lesion y la respuesta

serologica.

Recientemente, Cuevas et al. (2009), sugieren que la respuesta humoral que se
presenta frente a la infeccion persistente por el RVP, al detectar la presencia del ARN del
virus en los linfonodos, los autores suponen que el virus se encuentra en este mismo sitio y

que esté interactia continuamente con las poblaciones de linfocitos, promoviendo la



respuesta inmune celular y humoral de manera constante. Esta informacién respalda los
resultados obtenidos en el presente estudio, ya que la respuesta de anticuerpos IHA y

neutralizantes, se mantiene aun en la fase cronica de la enfermedad y con titulos altos.

La presencia del virus en las muestras de semen, fue detectada por IFID, en 6/9
(66.6%) de los verracos infectados. La distribucion de las muestras positivas inicia en el
quinto dia pi y finaliza el dia 48 pi, observando una mayor proporcion de muestras positivas
(62.5%) en los primeros 14 dias. El aislamiento viral se realizd6 empleando tnicamente la

fraccion celular del eyaculado.

Solis (2002), al analizar la fraccion espermatica de eyaculados de verracos
infectados experimentalmente, encontr6 muestras positivas al aislamiento, detectando
hemaglutinacion y cultivos positivos por IFID, hasta los 64 dias pi en un primer pase en
cultivo celular, al segundo pase en los cultivos, encuentra muestras positivas hasta los 49
dias pi, el resultado puede estar influido por las caracteristicas de las muestras analizadas.
Bajo condiciones experimentales, en el presente estudio, se realizaron diversas pruebas para
determinar el punto en que la fraccion celular de los eyaculados no provocaba efecto toxico
a los cultivos, ademas de este efecto, se presenta hemaglutinacion no especifica al RVP en
las muestras seminales, comportamiento observado cuando las muestras no son filtradas.
Una vez consideradas estas condiciones, el procesamiento de las muestras de la fraccion
celular de los eyaculados fueron analizadas, los cultivos presentaron efecto citopatico poco
evidente, en la mayoria de las muestras la hemaglutinacion no pudo determinarse de forma

contundente, por esta razon no se incluyd como resultado en este estudio.

Solis et al. (2007), reportan titulos de 1:256 UHA al aislamiento en muestras de
semen a los 38 dias pi, cuando analizan la fraccion plasmatica y celular de la misma
muestra, resultan negativas, lo que indica la poca sensibilidad de la prueba. Atin cuando los
resultados son confirmados por IFID, la realizacion de la HA como prueba para evidenciar

el RVP en cultivo celular, desde la perspectiva del presente estudio, no es recomendable.



Cabe mencionar, que titulos de 1:64 a 1:128 UHA, son ocasionalmente obtenidos al realizar

lotes de antigeno viral del RVP.

En un estudio experimental realizado por Coba ef al. (2006), emplearon 20 verracos
para la evaluacion de una vacuna contra el RVP, los animales fueron distribuidos en cuatro
grupos de cinco machos cada uno, tras la vacunacion se desafiaron con la cepa de
referencia (LPM), en ninglin grupo (controles sin vacunar y no desafiados, vacunados
desafiados, vacunados sin desafiar y desafiados sin vacunar) se logré evidenciar el RVP en
cultivo celular utilizando muestras de semen como inoculo, la duracion del experimento fue
de 121 dias, lo anterior indica que la cepa de referencia (LPM) no tuvo la capacidad de
excretarse en semen. Dicha capacidad podria esta relacionada directamente con la cepa
involucrada, en el presente estudio la infeccion experimental se llevo a cabo con una cepa
(PAC3) que se reconocia por su capacidad de generar dafos a nivel testicular y

epididimario en verracos.

Las muestras de la fraccion celular de los eyaculados positivas al aislamiento,
muestran una distribucion variable e intermitente en los verracos infectados, ademas en tres
animales no se logré el aislamiento en ninguna de las muestras analizadas. La sensibilidad
de la prueba para detectar al RVP, puede considerarse baja, sin embargo, la posibilidad de
poder observar la capacidad infectante del RVP en cultivo celular, refleja un resultado de
gran relevancia, ya que esta capacidad infectante en los cultivos, se considera como un

factor de alto riesgo en la diseminacion del RVP en la reproduccion de los porcinos.

El aislamiento viral, en las muestras de tejidos (testiculos y epididimos), fue
positivo en el 77.7% de los verracos, se consiguid el reaislamiento en los tres tiempos de
muestreo (64, 110 y 142 dpi). Cabe senalar que el presente estudio es el primero que
reporta aislamiento viral positivo en un periodo prolongado de la infeccion por el RVP. El
AV fue mas frecuente en las muestras de epididimo. Ninguna muestra con dafios
macroscopicos resultd positiva al AV, lo cual indica que los animales sin lesiones a nivel de

tracto reproductor, se encuentran persistentemente infectados y que el virus puede ser



recuperado atin por periodos prolongados , esto, en condiciones de campo podria reactivar
la excrecion viral y presentarse nuevos brotes dentro de una poblacién en donde se ha

perpetuado la infeccion.

Ramirez (1998), logra detectar la capacidad HA del RVP en cultivo celular a partir
de muestras de testiculo y epididimo a los 30 y 45 dias pi , respectivamente. En cerdos de la
raza pelén Mexicano, Ramirez et al. (1999), reportan resultados similares. Coba et al.
(2006), evidencian al RVP por hemoadsorcion en cultivos celulares (PK-15), a partir de
macerados de testiculo y epididimo de verracos vacunados y desafiados y sin vacunar, hasta

el dia 121 pi.

Los resultados del presente estudio y los de reportes previos, confirman que existe
persistencia del RVP en tejidos del tracto reproductor y que la capacidad infectante del
virus es conservada, sin embargo, en otros estudios, se ha reportado la presencia del
antigeno o el ARN del virus en epididimo y testiculo de verracos infectados

experimentalmente, sin que haya sido posible el aislamiento.

Hernandez (1997), encontré cuatro positivos de siete verracos originalmente
infectados con el RVP cepa PAC-3, empleando la inmunofluorescencia directa (IFD) a
partir de cortes de epididimo al dia 49 pi. Ramirez et al. (1997), detectaron el RVP por IFD
en cortes de epididimo (cabeza), desde el dia 15 al 70 pi. Cuevas et al. (2009), detectaron el
ARNm del RVP cepa LPM, en epididimos de animales infectados experimentalmente,
hasta los 277 dias pi, en ninguno de estos estudio se logré el aislamiento del RVP, en el
presente estudio, el empleo de la linea celular MDCK permitié que el virus presente en las
muestras se multiplicara de una forma eficiente, haciendo posible su deteccion con las
técnicas empleadas, hasta el momento no se habia reportado que la linea celular MDCK

fuera permisiva a la infeccion con el RVP y que esta fuera altamente susceptible.

La presencia del RVP en tejidos del tracto reproductor esta influenciada por la

expresion de los receptores especificos (NeuAca-2,3Gal), los cuales confieren el tropismo



celular y tisular (Reyes-Leyva et al., 1997). Previamente, se ha demostrado que dichos
receptores se encuentran de forma abundante en el tracto reproductor en los machos adultos

(Vallejo et al., 2000).

Los resultados obtenidos en la deteccion del ARN del RVP en suero, muestran que
solo tres verracos presentaron muestras positivas, desde el segundo dia hasta los 64 dias pi.
En los verracos ID-1 e ID-5 se observaron la mayor cantidad de muestras positivas. La
viremia mas prolongada (64 dpi) se detectd en el verraco ID-1, este mismo animal fue
positivo al AV en tejidos en tres de seis muestras analizadas y a la necropsia presento la
lesion caracteristica (granuloma epididimario) de la infeccion por el RVP. En el animal ID-
5 se encontraron muestras de suero positivas por RT-PCR hasta los 44 dias pi, este verraco
presentd una mayor cantidad de muestras positivas por RT-PCR en semen y por el tiempo
mas prolongado (142 dpi). El tercer animal (ID-11) positivo en suero, solo se detectd en
una muestra, la cual corresponde al dia 37 pi. Los datos obtenidos indican que la duracién
de la viremia, detectada por RT-PCR en suero, es prolongada y se presenta de forma
intermitente. La identificacion del ARN del RVP en suero, en la fase aguda de la

enfermedad, pudo verse afectada por el tiempo de muestreo, el cual fue semanal.

No existen reportes que indiquen cual es la distribucion del ARN en suero en la
infeccion experimental o natural del RVP en cerdos, sin embargo, en la infeccion del MuV
en humanos, se ha logrado detectar el ARN viral en suero hasta por seis meses en una
paciente que cursd por una infeccidon cronica de parotiditis, aun cuando la paciente
presentaba anticuerpos neutralizantes contra el genotipo D, no fueron protectivos al
genotipo A, cabe sefialar que el caso fue aislado y no se han realizado estudios mas

extensos (Nojd et al., 2001).

La presencia de anticuerpos IHA y neutralizantes no impide la viremia, al menos en
el 33.3% de los animales infectados. En un estudio realizado por Mercado (2003), logro

aislar el RVP a partir de muestras de suero hasta los 11 dias pi, el tiempo coincide con la



aparicion de anticuerpos IHA, lo cual sugiere que la presencia de virus con capacidad

infectante en cultivo celular, esta limitada por la produccion de anticuerpos contra el virus.

La deteccion de la viremia en la infeccion experimental con el RVP, ha sido
evaluada a través del analisis de las células sanguineas. Herndndez et al. (1998), indican
que la viremia detectada por inmunofluorescencia en frotis sanguineos de verracos, se
presentd desde el dia seis al 15 pi. En otro estudio, Reyes-Leyva et al. (2004), evidenciaron
el RVP asociado a células sanguineas por IFD, detectando muestras antigeno positivas, en
eritrocitos de los cuatro a los 12 dias pi y en leucocitos desde los 12 a 20 dias pi, los autores
indican que el virus deja de circular libremente en la sangre a partir de que los animales

reaccionan produciendo un nivel de anticuerpos elevado.

En el caso del semen, se logro la deteccion del ARN del RVP en todos los verracos
infectados. Las muestras fueron positivas a partir del segundo dia hasta el 142 pi. El
verraco ID-5 presentd un mayor numero de muestras positivas, llegando a encontrarse
semen positivo hasta la finalizacion del experimento. El 82.7% de las muestras positivas se
presentd en los primeros 48 dias pi. Cuatro verracos (ID-2, 3, 9 y 13), presentaron s6lo una
muestra positiva, la distribucion fue del dia 13 al 26 pi. Del total de muestras positivas por
RT-PCR (29), tinicamente el 27.5% de las muestras fue positiva al AV, esto puede indicar
que, la cantidad de virus presente en la muestra no fue suficiente para ser detectado en el
cultivo celular o bien, el virus no tenia capacidad infectante (particulas virales defectuosas)

y solamente pudo ser detectado el ARN viral.

Los animales (ID-1 e ID-5) que presentaron mayor numero de muestras positivas en
semen, corresponden a los que tuvieron mas muestras positivas en suero. Por otra parte,
cuatro de los seis verracos que resultaron negativos en suero, s6lo presentan una muestra

positiva en semen y en dos casos (ID-2 e ID-13), esa muestra fue positiva al AV.

No existen trabajos en donde se haya intentado detectar el ARN del RVP en

muestras de semen. Espinosa (2002), realiz6é un estudio en donde busco la presencia del



RVP en muestras de semen, por medio de citometria de flujo y empleando anticuerpos anti-
RVP, logré detectar espermatozoides antigeno positivos a partir del noveno dia hasta el 39
pi, ademas demostro que el espermatozoide porcino contiene receptores especificos para el

RVP (NeuAca-2,3Gal).

Bajo las condiciones en las que se desarrollo el presente estudio, no fue posible
diferenciar que tipo de células (espermatozoides o linfocitos), son las responsables de

transportar o de diseminar el RVP en el semen.

En la infeccion del MuV en joévenes pospuberes, ha sido posible detectar el ARN
viral en las muestras de semen en periodos prolongados de la infeccion. Jalal ef al. (2004),
en un reporte de caso, encuentran semen positivo por RT-PCR en muestras de 14 y 40 dias
posterior a la presentacion del cuadro clinico (orquitis), ademds asocian la presencia del
MuV a una baja considerable en la calidad seminal y a los 84 dias de presentado el cuadro,

detectan anticuerpos anti-espermatozoides.



8. CONCLUSIONES

Se logré reproducir la EOA en verracos adultos. Las primeras manifestaciones clinicas se
presentaron a los cinco dias de infeccidon, observando inicialmente aumento del tamafio
testicular en el 66% de los verracos infectados, esta condicién se generd de forma
unilateral. A los 14 dias, en promedio, se observaron alteraciones a nivel epididimario en la
totalidad de los animales, lo cual confirma que la epididimitis es una alteracion constante

en la EOA en cerdos machos adultos.

El andlisis de la calidad seminal, demostré6 que existe una disminucion en la
concentracion y motilidad espermatica. Valores como volumen, porcentaje de células

espermaticas anormales y porcentaje de células vivas, no se vieron afectados.

La evaluacion de los o6rganos del tracto genital a la necropsia, permitié detectar las
lesiones caracteristicas provocadas por el RVP en verracos. Logrando identificar dafios

hasta la finalizacion del experimento.

La respuesta humoral se presentd en la segunda semana posinfeccion, detectando
anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion y neutralizantes en todos los verracos
infectados. La curva de produccion de anticuerpos llegd a un pico maximo y se observo un

comportamiento de meseta a lo largo de la infeccién experimental.

Se logro aislar el RVP en cultivo celular a partir de muestras seminales, observando
cultivos positivos por inmunofluorescencia indirecta desde el dia cinco hasta los 48

posinfeccion.

En las muestras de tejidos, se aislo el RVP en todos los grupos, encontrando

muestras positivas hasta los 142 dias posinfeccion.



La deteccion del genoma del RVP a partir de muestras de suero, se consigui6 desde
el segundo dia, manteniéndose hasta los 64 dias posinfeccion, sin embargo, inicamente el

33% de los verracos presentaron muestras positivas.

En las muestras de semen, se logro la deteccion del ARN del RVP en todos los

verracos infectados, observando muestras positivas desde el segundo dia hasta los 142 pi.

Con lo anterior, se confirma que el ARN del RVP persiste en semen de verracos
infectados experimentalmente, por periodos prolongados de la infeccion, el aislamiento
viral a partir de semen solo fue posible en la fase aguda de la enfermedad. Se logré el
aislamiento del virus en muestras de organos del tracto genital hasta la finalizacién del
experimento, los resultados obtenidos en el presente estudio, indican que el RVP es capaz
de persistir en la infeccion crénica y que el virus no es eliminado aun en presencia de
anticuerpos neutralizantes, por lo tanto, los animales infectados persistentemente, son un
factor de alto riesgo para diseminar la EOA en la poblacion porcina, ya sea por contacto

directo o a través del uso de semen contaminado en la practica de inseminacion artificial.



9. ABREVIATURAS

PK-15: [Porcine kidney] Linea celular de rifion de cerdo

SOA: Sindrome del ojo azul

vSOA: Virus del sindrome del ojo azul

vLPM: Virus de La Piedad Michoacan

M: Proteina de matriz

P: Fosfoproteina

HN: Hemaglutinina-neuraminidasa

F: Proteina de fusion

NP: Nucleoproteina

L: Proteina de alto peso molecular

NDV: [Newcastle disease virus] Virus de la enfermedad de Newcastle
hPIV: [Human parainfluenza virus] Virus de la parainfluenza humana
MuV: [Mumps virus] Virus de la parotiditis

SV: [Simian virus] Virus simico

RVP: Rubulavirus porcino

IHA: Inhibicion de la hemaglutinacion

EOA: Enfermedad del ojo azul

LNM: Lechones nacidos muertos

LNT: Lechones nacidos totales

FPC: Fiebre porcina clasica

EA: Enfermedad de Aujeszky

PRRS: [Porcine reproductive and respiratory syndrome] Sindrome respiratorio y
reproductivo porcino

PCVAD: [Porcine circovirus asociated diseases] Enfermedades asociadas a la circovirosis
porcina

MPRYV: Virus de Mapuera

MenPV: Virus de Menangle

TioPV: Virus de Tioman



nt: nucleétido

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

aa: Aminoacidos

SDS-PAGE: [sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis] electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico

kDa: kiloDaltones

pl: Punto isoeléctrico

ST: [Swine testicle] Linea celular de testiculo de cerdo

Pt: [Porcine turbinate] Linea celular de cornete porcino

MDBK: [Madin-Darbin bovine kidney] Linea celular de rifion de bovino

BT: [Bovine testicle] Linea celular de testiculo de bovino

Bt: [Bovine turbinate] Linea celular de cornete bovino

BHK-21: [Baby hamster kidney] ] Linea celular de rifiéon de hamster neonato

GMK: [African green monkey kidney] | Linea celular de rifion de mono verde africano
Vero: [African green monkey kidney] | Linea celular de rifion de mono verde africano
CK: [Canine kidney] Rifidon de perro

BEK: [Bovine embryonic kindey] Linea celular de rindén de embridén bovino

IBRs: [Pig kidney cells] Linea celular de rifién de cerdo

MDCK: [Madin-Darbin canine kidney] Linea celular de riiién de perro

SNC: Sistema nervioso central

IFID: Inmunofluorescencia indirecta

DPI: Dias posinfeccion

vPRRS: Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

vEA: Virus de la enfermedad de Aujeszky

vFPC: Virus de la fiebre porcina clasica

PCV-2: [Porcine Circovirus type 2] Circovirus porcino tipo 2

vPPA: Virus de la peste porcina africana

vFA: Virus de la fiebre aftosa

vEBJ: Virus de la encefalitis B japonesa

vEV: Virus de estomatitis vesicular



vEOA: Virus de la enfermedad del ojo azul

vDVB: Virus de la diarrea viral bovina

vPP: Virus de la parvovirosis porcina

PCR: [Polymerase chain reaction] Reaccion en cadena de la polimerasa

RT-PCR: [Reverse transcriptase- polymerase chain reaction] Reaccion en cadena de la
polimerasa-transcriptasa reversa

ID: Identificacion

SPI: Semanas posinfeccion
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