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RESUMEN
Con el objeto de evaluar la inocuidad (presencia de signos clinicos), antigenicidad
y protecciéon de cerdos machos adultos vacunados con una vacuna experimental
inactivada oleosa contra la enfermedad del ojo azul (EOA), se utilizaron 20
verracos adultos negativos a anticuerpos contra la EOA, alojados individualmente
en diferentes unidades de aislamiento, formando cuatro grupos: a) Grupo Control
Negativo (GCN) (n=5); b) Grupo Vacunado no desafiado (GVND) (n=5); c)
Grupo Vacunado y Desafiado (GVD) (n=5); y d) Grupo Control No Vacunado y
Si Desafiado (GCNVD) (n=5). El dia 1 del experimento al GCN se le aplicaron 2
ml por via intramuscular (IM) de un piacebo (medio de cultivo, mas restos
celulares, con adyuvante); al GVND y al GVD se les aplicaron 2 ml de la vacuna
vs. EOA del INIFAP, en la region crural posterior. El dia 42 se desafiaron por via
intranasal (IN) los grupos GVD y GCNVD, utilizando 5 ml del Rubulavirus porcino
de La Piedad Michoacan (RVP/LPM) con un titulo de 10° DICCs / ml. Las
observaciones clinicas (medidas testiculares, temperatura rectal, y signos clinicos)
se realizaron diariamente, hasta el final del experimento (dia 122). La titulacion de
anticuerpos se realizé por la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IH), con
el suero sanguineo obtenido los dias 1, 4, 10, 14, 21, 28 y 35, posvacunacion
(PV); después del desafié (PD) las muestras se colectaron a los dias 42, 45, 50,
52, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105, 112, 119 y 122 del experimento. Los registros
obtenidos de la temperatura se analizaron por medio de un analisis estadistico,
mediante pruebas de T (comparacion de medias entre grupos), con base en los
dias que resultaron con signos clinicos mas significativos y continuando
posteriormente hasta el dia en que los cerdos de todos los grupos se encontraron
numeéricamente iguales (del dia 1 al dia 76). Después de la vacunacion, del dia 1
al 41 no se presenté inflamacion testicular, ni otros signos clinicos, en ningun
grupo. En el periodo PD: a) En uno (20%) de los cerdos del GVD, hubo ligera
inflamacion en los testiculos y en la cola del epididimo; b) Y en cinco (100 %) de
los verracos del GCNVD, se observaron alteraciones testiculares (orquitis

unilateral, o bilateral y posteriormente atrofia testicular); presencia de masas de



consistencia firme en la cola del epididimo; a partir del dia 12 PD hubo ligera
fiebre, durante 3 6 4 dias; ademas de anorexia, apatia, ertema cutaneo, edema
paipebral y secrecion ocular, ¢) En el GCN no hubo signos clinicos; d) Y tampoco
en el GVND. Los anticuerpos fueron detectados de los 14 dias PV en el GVND y
perduraron hasta los 122 dias del experimento; y en el GVD a partir de! dia 28 PV
y duraron hasta el final del experimento; en el GCNVD, estos aparecieron a los 10
dias PD. EIl GCN nunca presentd anticuerpos. El analisis estadistico de la
temperatura rectal déterminé que en GCN el placebo no caus6 elevacion de la
temperatura, a las 24 horas después de su aplicacion, ni durante todo el
experimento. Asimismo en el GVND y en el GVD la vacuna no manifesto elevacion
de la temperatura, un dia después de su aplicacion, ni durante todo el periodo
posvacunal. El virus de desafio no caus6 tampoco aumento de la temperatura, un
dia después de su aplicacion, tanto en el GVD como en el GCNVD, pero en éste
altimo grupo si se manifesto fiebre a partir de! dia 12, y dicha alteracion se pudo
comprobar mediante el analisis estadistico. En conclusion en este experimento,
después del desafio, en el GVD se evitaron en un 80% las alteraciones
testiculares, al compararlo con el 100% de afectados en el GCNVD. Es

indispensable validar este trabéjo a nivel de campo.



INTRODUCCION

El sindrome del ojo azul (SOA) aparecio6 por primera vez en México en La Piedad
Michoacan, a principios de 1980 2. y a mediados del mismo afio , se observo otro
brote de encefalitis en lechones de 4 a 10 dias de edad, algunos con una
opacidad corneal caracteristica, de color azul turquesa, de los cuales se aisi6 un
virus hemoaglutinante® . Stephano y cols. (1981) asociaron el SOA con un virus
hemoaglutinante®* ;que después fue denominado Paramixovirus del ojo azul
(POA).® Posteriormente, Moreno- Lopez y cols. (1986) caracterizaron al virus y 1o
denominaron Paramixovirus porcino de La Piedad Michoacan (PMVP/LPM) & -89,
Actualmente esta clasificado dentro del orden Mononegavirales, familia
Paramixoviridae, subfamilia Paramixovirinae, género Rubulavirus, especie porcino
(Rubulavirus porcino) (RVP) '°. Ef RVP es un virus RNA (-), envuelto, * """2 con
propiedades hemoaglutinantes y formadoras de sincitios ' Al microscopio
electronico se observan viriones pleomérficos, que miden de 135 a 360 nm™ '%'?y
estan formados por una nucleocapside helicoidal, rodeada por una envoltura
lipoproteica, con proyecciones de 8 a 12 nm (Figura 1) 10,

El virus esta constituido por seis proteinas estructurales; la nucteoproteina (NP), fa
fosfoproteina (P), la proteina de alto peso molecular (L); la proteina matriz (M); y
dos glicoproteinas (gp): la hemoaglutinina-neuraminidasa (HN), y las proteinas de
fusion (F)'. Las proteinas NP, P y L se encuentran asociadas al genoma viral.
Las unidades de la NP, se unen mediante interacciones hidrofébicas al ARN
gendmico, para dar origen a la nucleocapside; mientras que la proteina matriz (M)
y las dos gp (HN y F), se localizan en la envoltura viral. Son trasmembranales y su
mayor parte se encuentra expuesta al exterior del virién, dejando un pequeno
segmento intraviral, que hace contacto con la proteina M, que se ubica en la parte

interna de la membrana '*"

. La secuencia y clonacién de los genes de las
proteinas M, HN, P, F y L mostraron que el LPM esta estrechamente relacionado a
el virus de la paperas y al el virus 5 del simio. La replicacion del virus produce
efecto citopatico (ECP) en una amplia variedad de células y aglutina eritrocitos de

mamiferos y aves (Figura 2) "8 91231,



Figura 1. Rubulavirus porcino (LPM) visto al
microscopio electronico 7.

Figura 2. Efecto citopético producido por

A el Rubulavirus porcino en células PK 15.

! (Foto amablemente proporcionada por
Mattinez ef al X del Proyecto
Paramixovirus porcino, del CENID-MA,
INIFAP).

Manifestaciones clinicas.- Los cerdos lactantes, entre los 2 y los 15 dias de
edad; son més susceptibles; y las manifestaciones clinicas son fiebre, pelo hirsuto,
eritema cutdneo, lagrimeo, edema palpebral, parpados pegados, conjuntivitis,
lomo arqueado, debilidad y depresion. Los signos nerviosos que se observan, se
presentan en forma progresiva, manifestandose hiperexcitabilidad, incoordinacion,
rigidez, tremores musculares, movimientos involuntarios, adopcién de posiciones
anormales, desplazamiento en circulos, y pupila dilatada. En el 1 al 10 % de los
lechones se presenta la opacidad de la comea unilateral o bilateral (Figura 3), y en

ocasiones nistagmus, postracion y muerte %2 % 1374,

Figura 3. Opacidad de la comea
transparente °.




Los cerdos de mas de 30 dias, ocasionalmente muestran ligeros signos nerviosos
o mueren, y cuando llegan a presentarlos hay: anorexia, depresion,
incoordinacion, marcha_ en circulos y movimientos pendulares de la cabeza, entre
otros. Hay conjuntivitis y opacidad de la cornea en el 1al 4 % de los cerdos; se ha
observado retraso en el crecimiento y baja en el consumo de alimento & % 12 3. 14
> En estudios de trasmision experimental se observaron también, signos
nerviosos, tales como: una ligera incoordinacion, lomo arqueado, ademas de
signos respiratorios severos, estertores y respiracion abdominal; conjuntivitis,
lagrimeo, diarrea y temperatura rectal entre 40.1y 40.4 °C .

En los cerdos adultos las manifestaciones clinicas casi se limitan al aparato
reproductor; presentandose en las hembras gestantes: mortinatos, momias,
regreso al estro (repetidoras), algunos abortos y opacidad de la cornea 8 1213,
también con forme a los hallazgos observados, el efecto en el aparato reproductor
dependera de la etapa de la gestacion en que ocurre la infeccion. Sugiriendo que
cuando ésta ocurre al inicio de la gestacion se produce muerte embrionaria,
reabsorcién y retorno al estro; cuando ocurre a mediados de la gestacion se
produce muerte fetal con momificacion; y cuando sucede al final, ocasiona
mortinatos y/o infeccion de lechones después del nacimiento. Cuando la cerda se
infecta con tiempo suficiente para desarrollar anticuerpos, confiere inmunidad
pasiva a los lechones a través del calostro. Al parecer, el aborto no ha sido

caracteristico de la enfermedad 5_

Los verracos, al igual que otros animales adultos, generalmente no muestran
signos clinicos, pero se ha observado opacidad corneal y moderada anorexia. La
evaluacion del semen en los hatos infectados demostro que el 29-73% de los
verracos muestran temporal o permanentemente infertilidad, con una disminucién
en la concentracion, incremento en las anormalidades y una disminucion en la
motilidad y viabilidad de los espermatozoides.

En algunos verracos hay azoospermia, y el eyaculado se presenta de color claro
semejante al agua de coco. Algunos verracos presentan testiculos hinchados. El

testiculo y el epididimo llegan a estar, turgentes con marcado edema; mas tarde



algunos desarrollan una textura granular y muchos se atrofian (esto es
generalmente unilateral) o llegan a ser blandos y flacidos, con o sin epididimitis

granular. Los verracos con severas lesiones pierden la libido."" %32,

En 1989 se realiz6 un trabajo acerca de un brote de la EOA en una granja de ciclo
completo, reportando las siguientes manifestaciones clinicas: fiebre de 40 °c,
anorexia, estrefimiento, opacidad de la comea unilateral, deterioro gradual de 1a
condicion fisica; orquitis aguda unilateral (derecha o izquierda), o bilateral, de
curso muy rapido (48 hrs), inflamacion y atrofia irreversible del testiculo,
reduciendo su tamafio a sélo un 25%, en un lapso de siete dias; de consistencia
extremadamente flacida, con o sin epididimitis bilateral, a nivel de cabeza, con
formaciones quisticas y de consistencia muy firme (facilmente detectable a la
palpacién). Durante la fase aguda de la orquitis, el semen de un verraco presenté
un 10% de mortalidad espermatica progresiva, espermatozoides con
anommalidades morfolégicas, sangre y leucocitos en el semen, oligospermia,

azoospermia, y un deterioro progresivo en la libido. '®.

En algunos casos, después de la inoculacion experimental de los cerdos machos
adultos con el RVP, se observé lo siguiente: anorexia, tos frecuente y conjuntivitis
por el 3er dia posinfecciéon (PI). La motilidad espermatica y la concentracién del
semen disminuyé a niveles extremadamente bajos después del dia 18 PI,
claramente observada del dia 21 al 30 PIl. Los animales infectados mostraron
evidencia de inflamacion unilateral o bilateral, en la region testicular y del
epididimo, aproximadamente a los 15 dias Pl. Esta inflamacion, la cual fue mas
severa sobre la cabeza del epididimo, fue maxima entre los dias 15 y 19 PI; pero
subsecuentemente disminuyd y desapareci6 por el dia 25 PI. La inflamacion fue
mas severa en el testiculo y epididimo derecho, que en el izquierdo; y
posteriormente hubo atrofia testicular derecha, a partir del dia 30 PI; también hubo
opacidad comeal unilateral a partir del dia 30. La severa naturaleza de la lesién
testicular y del epididimo (nddulos en la cabeza del epididimo, atrofia y hemorragia

testicular), sugiere efectos permanentes sobre la fertilidad %



Por otra parte, se realizd un trabajo experimental en la UNAM, el cual consisti6 en
inocular por via intranasal (IN) e intramuscular (IM) con el RVP, a cerdos machos
de la raza Pelén Mexicano, mayores de 10 meses; los cerdos mostraron los
siguientes signos y lesiones: fiebre, depresion y anorexia, después de las 24 horas
de la inocutacion, fendbmeno que ya no se observd a partir de los 15 dias
posinoculacién. La opacidad de la cornea se presenté al séptimo dia PI, en uno de
ellos; hubo edematizacion escrotal entre el séptimo y décimo dias, disminucién o
aumento del tamario de los testiculos y consistencia rigida a la palpacion de la
cola del epididimo. Los cambios en el volumen testicular fueron mas evidentes en
el lado izquierdo. Las lesiones macroscopicas encontradas a la necroscopia,
consistieron en edema de la comnea; diferencias en el tamario testicular y nédulos
granulomatosos en la cabeza de los epididimos, edema escrotal, congestion en
meninges y superficie del encéfalo, y hemorragias en meninges y cerebro,
congestion generalizada de los 6rganos viscerales, congestion en las tonsilas y
hemorragias petequiales en rifiones. Los resultados de la histopatologia indicaron
que hubo cambios degenerativos e inflamatorios en varios 6rganos; a los 20, 30 y
45 dias de la inoculacion, se encontraron en la cabeza del epididimo varios focos,
de diferente tamafio, compuestos en la parte central por necrosis licuefactiva y
rodeados por tejido conjuntivo fibroso e infiltrado mixto de células inflamatorias;
predominantemente linfocitos, neutrofilos con células plasmaticas y células
gigantes multinucleadas. Estos signos y lesiones que se encontraron en el aparato
reproductivo, tales como la atrofia testicular y los granulomas en el epididimo,
pueden justificar la baja fertilidad que describen otros estudios. Y constituyen la
evidencia de que tanto el testiculo como el epididimo, son érganos blanco para el
virus; asi como la ausencia de mortalidad, cuando los cerdos rebasan los 30 o 45

dias de edad, tal como resulté con los cerdos pelones mexicanos.?®

En un brote reportado en San Juan de los Lagos, Jalisco, en una granja de ciclo
completo, se llevo a cabo un examen androlégico completo a 31 animales,
después de seis meses de haberse iniciado el brote; habiéndose diagnosticado la

enfermedad clinicamente vy por laboratorio, (inmunofluorescencia). Se tomaron



medidas con un vernier a los testiculos y epididimo, tanto de cabeza como de la
cola. Y se evallo Ia forma, consistencia y superficie de éstos.

En 11 animales, se encontr6 que 6 presentaron aumento del tamaro del testiculo
derecho y 5 del izquierdo. La afeccion mas comun, de la cabeza del epididimo fue
la consistencia fibrosa, seguida de aumento de tamafio. Veintiuno presentaron
consistencia fibrosa: izquierda el 57 %; derecha el 19 % vy bilateral el 25 %; Con
aumento de tamafio de la cabeza del epididimo; hubo 6 verracos: del epididimo
del lado izquierdo 33 %; y del derecho 50 %; y bilateral 16 %. A nivel de cola del
epididimo se encontraron afectados 6 animales (10.90 % del total) con esta
estructura poco palpable y blanda; 50 % de estos de forma bilateral, 33.3 % del
tado derecho y 16.6 % del lado izquierdo.

Se menciona que los testiculos deben ser alargados y simétricos. En un semental
reproductivamente maduro y sano miden de 10 a 15 centimetros de largo y de 6 a
7 centimetros de ancho. La cabeza del epididimo se encuentra situada en el polo
ventral del testiculo y debe ser de consistencia firme como la del testiculo, asi
como el cuerpo del epididimo. La cola del epididimo se sitia en el polo dorsal def
testiculo; es de consistencia nodular haciendo numerosas circunvoluciones en
esta regién. El diametro de la cola del epididimo mide de 4 a 5 centimetros en un

cerdo adulto ¥,

Diseminacion viral .- El RVP puede ser diseminado mecanicamente por personas,

812 |Los animales afectados

vehiculos y posiblemente por aves y el viento
subclinicamente son la fuente principal de la infeccion por el RVP. El virus
aparentemente se disemina al ponerse en contacto (nariz con nariz), los
infectados con los susceptibles 2. La trasmisién por monta directa no se ha
demostrado, aunque se ha podido aistar al RVP a partir de semen *. De acuerdo
a los trabajos llevados a cabo para determinar la patogenia del RVP, el virus se
disemina dentro del SNC, utilizando las vias de conduccién del estimulo olfatono
(bulbo, tracto y corteza olfatoria del bulbo piriforme), y el dia 7 Pt liega a las

estructuras mesencefalicas: hipocampo, tlamo e hipotalamo ' 2.



Estudios recientes han demostrado que las moléculas de acido neuraminico.
juegan un papel primordial en el tropismo tisular, manifestado por el RVP, ya que
se identificd una correlacién directa entre la expresion de NeuSAca2,3Gal en un
tejido sano y la deteccion del antigeno viral en los animales infectados. En el SNC
de cerdos neonatos la mayor expresion de Neu5Aca2,3Gal se localiz6 en
cerebelo, médula oblonga y talamo; asi como en las estructuras involucradas en la
conduccion del estimulo olfatorio, nervio, bulbo y tracto olfatorio, corteza del I6bulo
piriforme e hipocampo. En contraste, se observé que estas mismas estructuras del
SNC, de cerdos adultos, casi no conservan NeubAca2,3Gal y en cambio,
expresan abundantemente su isdmero Neu5Aca2,6Gal, aumentando también la
expresion de acidos siglicos 9-O-acetilados. Ademas, al analizar los cortes
histologicos del sistema reproductor, se encontré que los residuos de
NeuSAca2,3Gal son mas abundantes en testiculos y epididimo de cerdos adultos.
que en cerdos neonatos. Estos resultados indican que el tropismo tisular y la
susceptibilidad a la infeccién viral, son determinados por la expresion de
NeuSAca2,3Gal, en un tejido. En el caso de los cerdos adultos, al parecer la falta
de NeubAca2?,3Gal en las terminaciones sensoriales de la mucosa offatoria, no
permite la adsorcion del Rubulavirus a las células nerviosas, debido a que la
glicoproteina HN del virus no interactda con las moléculas del NeuSAca2,6Gal;
esto evita el paso del virus de la cavidad nasal hacia el tejido encefaiico. Aunado a
esto, la presencia de acidos sidlicos 9-O-acetilados, resistentes a la actividad
neuraminidasa del virus, tal vez evita que se eliminen los acidos sidlicos que
interfieren con el proceso de fusién de las membranas viral y celular, por lo que el
virus no logra penetrar a las células nerviosas adultas. En conjunto los resultados
anteriores indican que la molécula Neu5Aca2,3Gal es el componente primordial
del receptor celular del RVP y que los cambios en su expresion determinan la

susceptibilidad o resistencia de un tejido, a la infeccion viral .

Especies susceptibles.- Hasta la fecha el unico hospedador natural de la

enfermedad del ojo azul es el cerdo, y no se ha encontrado que la enfermedad

8,22, 23,

afecte a otras especies animales, incluyendo al hombre . En otros trabajos



se han detectado anticuerpos por la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion
(IH) tanto en cerdos reproductores como en ratas capturadas dentro de las
mismas granjas, con titulos de 1:20 8. Estudios de laboratorio han demostrado
que el gato doméstico tiene la capacidad de seroconvertir ante la inoculacion IN
del RVP, sin ser necesariamente un portador; por la prueba de IH se les
detectaron titulos de 1:6 y 1:192, y por seroneutralizacion (SN) titulos de 1:4 y
1:64; la importancia de esta observacion es conocer que la poblacion felina tiene
amplia distribucién dentro de las granjas porcinas, principalmente por ser usada
como control de roedores®. Al igual se han encontrado que los perros de granjas
afectadas con el RVP, después de ser alimentados con carne infectada, no
desarrollaron signos, ni anticuerpos. También se inoculd al Pecari de Collar, y no

desarrollo signos, pero si disemino al virus, actuando como portador el

Diagnéstico.- Los signos clasicos de la enfermedad, tales como: encefalitis,
opacidad de la cornea (en las diferentes etapas de la linea de produccion) y falla
reproductiva en la cerda; orquitis y epididimitis en el verraco, dan bases para el
establecimiento de un diagnéstico clinico presuncional de la EOA '*'°. Sin
embargo, para apoyar el diagnostico de la EOA es indispensable realizar estudios
viroldgicos, para demostrar la presencia del virus "% tales como el aislamiento
viral, a partir de diferentes tejidos como el encéfalo (principalmente), tonsilas,
pulmén 8, asi como también del testiculo, epididimo, prostata, vesicula seminal y
glandulas bulbouretrales 2. También es indispensable la identificacion del virus
mediante pruebas serologicas (de anticuerpos fluorescentes o de virus
neutralizacion) ®'?. La presencia de anticuerpos contra el RVP en el animal, es un
punto fundamental, ya que se puede identificar a los animales seropositivos,

previamente infectados.

Para el diagnéstico serologico de la EOA se han utilizado las técnicas de IH, SNy
ensayo inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA), siendo la prueba de IH la
mas usada, por ser la mas rapida, econdmica y sencilla (Figura 4)> '* %20 E|

diagnostico con base en las lesiones histologicas, tales como encefalitis no



supurativa, uveitis anterior, queratitis, orquitis, y epididimitis, y la presencia de
cuerpos de inclusion intracitoplasméticos en las neuronas y epitelio comeal,

apoyan el diagnéstico *°

Figura 4. Prueba de inhibicion de la
hemoagiutinacién (IH) en placa; pozos
superiores: |H positiva; pozos inferiores:
iH negativa. (Fotografia amabiemente
proporcionada por Martinez et al ®, del
Proyecto Paramixavirus porcino, CENID-
MA, INIFAP). '

Diagnédstico diferenclal.- Se debe diferenciar de la enfermedad de Aujeszky, que
es con la enfermedad que tiene mayor similitud clinica y patolégica, ya que ésta
afecta también al sistema nervioso central, pulmén y aparato reproductor; pero
esta enfermedad no solo afecta al cerdo, sino a una variedad de especies,
ocasionando la muerte en pemos, gatos y ratas, que consumen came de cerdos
que sufrieron de esta enfermedad. El aborto es caracteristico y la opacidad de la
comea no ha sido observada en casos naturales de la infeccién por el virus de la
enfermedad de Aujeszky; las lesiones son de tipo necrotico, ademas de que
produce cuerpos de inclusién intranucleares®; es producida por el herpes virus
suis 1, que no produce opacidad de |la comea.

También de la encefalitis por virus hemoaglutinante, la cual sélo afecta a lechones
con dos cuadros clinicos, uno encefalitico y otro digestivo, con vémito y
desnutricién; hay ceguera, pero sin opacidad de la comea. Ademas de que este
virus no hemoagiutina eritrocitos de caballo, y de que el sincitio solo lo forma en
monocapas de rifién primario de cerdo; no tiene neuraminidasa, no hay elucién y
tiene morfologia diferente®.

Asi como del SMEDI y parvovirus que también pueden causar problemas
reproductivos en las hembras, deﬁcienci?lde vitamina A por la opacidad de la



cornea, deficiencia de vitamina B2 que causa opacidad del cristalino, mas no de la
cornea™, fiebre porcina clasica, tremor congénito, enterovirus porcino, Yy
enfermedad del edema, entre otros, por los signos nerviosos en los lechones;
También debemos considerar otras enfermedades, tales como: estreptococia,
encefalitis japonesa, leptospirosis, brucelosis, PRRS y de Influenza porcina, por

los problemas respiratorios & *.

Justificacién.- La EOA es uno de los cinco problemas infecciosos virales mas
importantes de los cerdos, por las pérdidas econdémicas que causan a la
porcicultura mexicana®': por gastos en medicamentos, mortalidad de lechones y
baja fertilidad, que inciden negativamente en los costos de produccion; esto ultimo

529 Desde su

afecta los margenes de utilidad de las empresas afectadas
aparicion en 1980 " 2> ha sido un problema enzoético de dificil control, y su
difusién en 1991 abarcaba 16 estados del pais '°. Los muestreos serolégicos
llevados a cabo en Meéxico, han determinado que existe la presencia de
anticuerpos contra el RVP en los cerdos de los estados de Michoacan, Jalisco,
Guanajuato, México, Nuevo Ledn, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro, Tabasco,
Yucatan, Tamaulipas y Puebla, ademas del Distrito Federal *. En 1991, se
consider6 que los estados del Altiplano eran la fuente principal de la infeccion; 5
sin embargo, los estados del Bajio de México contintan siendo la principal zona
de infeccién y diseminacion de la EOA hacia los estados libres de la enfermedad.
La falta de medidas de control favorece la amplia difusion de la enfermedad, pues
no se ha controlado la movilizacién de animales infectados o portadores > "%,
esta movilizacion se da principalmente hacia los centros de consumo mejor
cotizados. Como se menciono anteriormente la EOA es importante y la utilizacion
de vacunas comerciales y el desarrollo y evaluacion de nuevas vacunas, es
indispensable vy justificado, para llevar a cabo su controi y prevencioén 2 Enun
principio la vacuna de eleccion debera ser de tipo inactivada, ya que la
produccion de vacunas atenuadas implica llevar a cabo previamente un gran

numero de complejas investigaciones de largo plazo que certifiquen su inocuidad
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OBJETIVOS
Evaluar la inocuidad, proteccion y signos clinicos de los verracos vacunados con
la vacuna inactivada experimental oleosa contra la enfermedad del ojo azu!
(EOA), del INIFAP.

Evaluar ia respuesta seroldgica de los verracos vacunados con la vacuna antes

mencionada, mediante la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (IH).

HIPOTESIS
Al aplicar una vacuna inactivada experimental contra la EOA en verracos adultos,
la vacuna sera inocua y dara una adecuada proteccion a los verracos vacunados,

ante el desafio con virus virulento de la EOQA.

MATERIAL Y METODOS
VACUNA.- Se us6 la vacuna contra la EOA (VAC-EOA- INIFAP), con el numero
de lote: 2003-1 (14-01-03), que es una vacuna experimental oleosa inactivada con
Cobalto 60 (Co60) a dosis de 2.5 Megarrads (Mrad), preparada en el Centro
Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia Animal (CENID-MA),
INIFAP; elaborada de acuerdo con el procedimiento descrito por Martinez y cols.
(2000)** Se aplicé la vacuna VAC-EOA-INIFAP, a los cerdos de los grupos Grupo
vacunado no desafiado (GVND) y Grupo vacunado y desafiado (GVD),
después de 3 dias de observacion y de haber verificado que los animales se
encontraban clinicamente sanos (Dia 1). La dosis utilizada fue de 2 ml por via IM,

en la region crural y/o glutea, de cada animal.

INOCULO PARA EL GRUPO CONTROL NEGATIVO (GCN).- Para inocular este
grupo (descrito en el Cuadro 1), se preparon monocapas de células de rifion de
mono verde africano (VERO), no infectadas, con su medio de cultivo, las cuales
fueron congeladas y descongeladas para romperlas y se les adicioné el adyuvante
oleoso, usado en la elaboracion de la vacuna, se aplicaron 2 ml, por via IM, en la

region crural y/o glutea de cada cerdo.



VIRUS DE DESAFIO.- El virus que se utiliz, para el desafio fue el Rubulavirus
porcino de La Piedad Michoacan (LPM) %7, el cual se tituld en células VERO. EI
punto final se determin6 por la presencia de ECP, y los calculos se hicieron en
base al método de Reed and Muench %. El virus de desafio empleado tenia un
titulo de 106/DICC5oImI; se inocularon 5 ml, por via IN, a cada verraco de los

grupos GVD y Grupo control no vacunado y si desafiado (GCNVD)

ANIMALES DE PRUEBA.- Para evaluar la vacuna se usaron veinte cerdos
machos adultos sin castrar, mayores de doce meses, con un peso entre 180 y 250
Kg., clinicamente sanos , serologicamente negativos a la EOA y procedentes de

una granja libre de esta enfermedad.

FORMACION DE LOS GRUPOS Y TRATAMIENTOS.- Los animales fueron
instalados en sus sitios correspondientes (unidades de aislamiento), cuatro dias
antes de la iniciacion del estudio; y todos se identificaron con un sistema

permanente de marcaje (aretes).

Con los veinte animales se integraron cuatro grupos de cerdos, quedando cada
grupo con cinco individuos, los cuales fueron elegidos al azar. Los cerdos del
Grupo No.1, GCN, fueron inoculados el dia 1 del experimento con 2 mV/IM, de los
restos celulares mezclados con adyuvante oleoso. Los del Grupo No. 2, GVND,
recibieron 2ml/ IM de la vacuna inactivada experimental oleosa vs. la EOA del
INIFAP, en la regién crural posterior, el dia 1 del experimento. A los del Grupo No.
3, GVD, el dia 1 del experimento se les aplicaron 2ml/ IM, de la vacuna vs. la EOA
del INIFAP, en la regién crural posterior. Y posteriormente fueron desafiados (e
dia 42 del experimento), con el RVP/LPM, utiizando una dosis de 5 mV/ por via IN
con un titulo de10°® / DICCso /ml. Los animales del Grupo No. 4, GCNVD, se
desafiaron con el RVP/LPM, el dia 42 del experimento, utilizando la misma dosis

que en el Grupo No.3 (Cuadro 1).



OBSERVACIONES CLINICAS.- Se realizo la observacion de todos los cerdos, de
los cuatro grupos, una vez por dia, durante un periodo de 122 dias y de manera
rutinaria se evaluaron primero las manifestaciones clinicas y en segundo término.
se determind la temperatura rectal; diariamente se tomaron las medidas
testiculares, tanto del ancho como del largo, de todos los cerdos y se anotaron en
hojaé. de registro, disefiadas para tal efecto.

Se tomaron fotografias peribdicas de los testiculos de los animales, de los

diferentes grupos, para hacer las comparaciones clinico patolégicas, entre grupos.

SEROLOGIA.- Se realizaron pruebas de IH para detectar la presencia de
anticuerpos contra la EOA, de acuerdo a la técnica estandarizada por Martinez y
cols. (1997)% (Apéndice 1), para confirmar, mediante el diagnéstico serolégico, la
infecciéon por el virus de la enfermedad del ojo azul. Se colectaron muestras
sanguineas de todos los cerdos, y se separo el suero. Inicialmente esto se realizd
a los tres dias antes de la vacunacién. Después de vacunar, se colectaron
muestras a los 1, 4, 10, 14, 21,28 y 35 dias. Después del desafio, a los 42, 45, 50,
52, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105, 112, 119 y 122 dias del experimento.

Para realizar la prueba de IH, se muestrearon 8 ml de sangre de cada uno de los
cerdos; se vertieron en tubos vacutainer sin anticoagulante, anotando en la
etiqueta el numero del cerdo y la fecha de la toma de la muestra. La sangre que
se obtuvo, se dejo coagular a temperatura ambiente, para posteriormente separar
el suero sanguineo, del coagulo, por centrifugacion, durante 15 a 30 min., a la
fuerza G adecuada para separar el suero sanguineo sin que se produgera
hemélisis. Con el suero se realizaron las pruebas de IH, empleando glébulos rojos
de pollo al 0.5 %, suspendidos en solucién salina, y 4 unidades hemohaglutinantes
{(UHA) del antigeno.



ANALISIS ESTADISTICO.- Los resultados de las pruebas serologicas (titulos de
anticuerpos), y de las manifestaciones clinicas (temperaturas rectales y volumen
testicular), fueron tomados en cuenta para analizar la posible diferencia entre los
grupos experimentales. En el analisis estadistico realizado se evaluaron los
promedios, porcentajes y diferencias. de medias, entre los cuatro grupos (GCN,
GVND, GVD, GCNVD), con base en los dias que resultarébn mas significativos y
posteriormente hasta el dia en que los cerdos de todos los grupos se encontraron
numeéricamente iguales. Debido a que a partir de este experimento, se realizaron
otros estudios independientes de histopatologia, los grupos ya no fueron
numéricamente iguales, desde que se castr6é un cerdo (escogido al azar) del GCN
el dia 52 del experimento y posteriormente los dias, 81,92,113,122. Mientras que
en cada uno de los 3 grupos restantes (GVND, GVD, GCNVD) se castré un cerdo
de cada grupo, a partir del dia 76; continuando con las castraciones los dias, 97,
93, 107, 108, 113,122.

Por lo tanto el estudio estadistico se realiz6 desde el dia 1 del experimento hasta
el dia 76, en que los grupos GVND, GVD, GCNVD, fueron numéricamente iguales,
con 5 individuos cada uno; aclarando que el GCN, el dia 52 del experimento, se
analiz6 con 4 cerdos, por que ya se habia castrado un animal. A partir del dia 76 y
hasta el final del experimento, los resultados fueron descritos con base en las

observaciones clinicas realizadas, sin analisis estadistico.
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Cuadro 1. RESUMEN DEL DISENO EXPERIMENTAL:

Toma de
muestras
sanguineas 3
Grupo // No. Tratamlento
de animales dias antes de: dia 1
experimento
RESTOS DE
CONTROL CELULAS
NEGATIVO / * (VERO) CON
5 ADYUVANTE
ocD, DTD.
VACUNADO VAC * — EOA ~
DESARIADO * INIFAP
/5 ocD, DTD.
VACUNADO VAC ‘~ EOA -
DESAFIADO * INIFAP
18 OoCD, DTD.
P GONTRGL [T
NO
VACUNADO * NINGUNO
S| ocD, DTD.
DESAFIADO
1B

OCD Observaciones clinicas diarias
DTD Dimensiones testiculares diarlas.

Toma de

muyestras
sanguineas los
dias (1, 4, 10,
14,21,28, 38)
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NO
OCD,DTD.

Toma de
muestras
sanguineas los
dias
(42,48, 50, 52,
56,63,70,77,
84,91, 98, 108,
112,119 y 122)




RESULTADOS

OBSERVACIONES CLINICAS

GRUPO CONTROL NEGATIVO.- El GCN no demostro ningin cambio clinico
aparente, en los dias posteriores a la aplicacién del placebo; tampoco se observo
reaccion inflamatoria en el sitio de aplicacién. Durante el resto del experimento,
todos los animales se mantuvieron sanos. En los testiculos tampoco se observd
ningun cambio en el tamario y forma de los mismos (Figuras 5, 6 y 7 y Gréfica 1).
La temperatura rectal siempre se mantuvo dentro de los rangos nomrmales (Grafica

Fig. 5.- Grupo Control Negativo.
Testiculos normales.

Dia 1 del experimento

(dia de la aplicacién del placebo).

Fig. 6.- Grupo Control Negativo.
Testiculos normales.
Dia 20 del experimento

(dia 20 de la aplicacién del placebo).

Fig. 7.- Grupo Control Negativo.
Testiculos normales.

Dia 53 del experimento

(dia 53 de la aplicacion del placebo).




GRAFICA. 1.- PROMEDIOVOLUMEN TESTICULAR DEL GRUPO
CONTROL NEGATIVO DURANTE EL EXPERIMENTO
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GRAFICA. 2.- PROMEDIO DE LAS TEMPERATURAS RECTALES DEL
GRUPO CONTROL NEGATIVO, DURANTE EL EXPERIMENTO
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GRUPO VACUNADO NO DESAFIADO. - En el GVND no se presento ninguna
reaccion inflamatoria en el sitio de aplicacién de la vacuna;, tampoco hubo
signologia clinica de la EOA, los dias subsiguientes a la aplicacién de la VAC-
EOQA-INIFAP; ni durante todo el transcurso del experimento. Al igual que el GCN,
los cinco animales (100%) se mantuvieron sanos, con apetito normal, y sin
cambios en su condicién corporal y estado fisico en general. No se detectaron
variaciones de importancia en el volumen testicular (Figuras 8, 9y 10 y Gréfica 3).
La temperatura rectal se mantuvo normal (Gréfica 4).

PERIODO POSVACUNACION (PV)

Fig. 8.- Grupo Vacunado no Desafiado.
Testiculos normales.

Dia 1 del experimento

{dia de la vacunaci6n).

Fig. 9.- Grupo Vacunado no Desafiado.
Testiculos normales.

Dia 20 del experimento

(dia 20 posvacunacién).

Fig. 10.- Grupo Vacunado no Desafiado.
Testiculos normales.

Dia 53 del experimento
(dia 53 posvacunacion).
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GRAFICA. 3.- PROMEDIO DEL VOLUMEN TESTICULAR DEL GRUPO
VACUNADO NO DESAFIADO DURANTE EL EXPERIMENTO
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GRAFICA. 4.- PROMEDIO DE LAS TEMPERATURAS RECTALES
DEL GRUPO VACUNADO NO DESAFIADO, DURANTE EL
oes EXPERIMENTO
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GRUPO VACUNADO Y DESAFIADO.- Los cinco animales se mantuvieron
sanos, sin signos de la EOA, en el periodo PV mostrando un estado clinico de
salud, apetito, temperamento y comportamiento normal hasta el dia 40 (Figura
11,12). Posteriomente, al desafiar al grupo el dia 41 con el virus LPM, los cerdos
(100%) se mantuvieron normmales, sin signologia de la EOA, hasta el dia 15 PD,
cuando Unicamente uno de los cinco animales (20%), presentd una ligera
inflamacion, por un periodo de 11 dias, en la cola del epididimo y parénquima
testicular de ambos 6rganos (Figura 13, 14); que fue disminuyendo, sin volver a
registrarse inflamacion; tampoco hubo atrofia testicular (Figura 15 y Gréafica 5).
Este cerdo nunca registré opacidad de la comea, fiebre, ni pérdida del apetito,
comportandose dentro de lo normal hasta el final del experimento.

En los cuatro verracos restantes (80%), no se presentd ninguna evidencia clinica
de la EOA, no hubo fiebre (Grafica 6), y el apetito y el estado de bienestar
permanecieron nomales; tanto en el periodo PV como en el periodo PD; los
testiculos permanecieron normales, de forma uniforme y sin presentar ningun
signo de inflamacion, hasta el momento del sacrificio de los cerdos.

PERIODO POSVACUNACION

ek 256

Fig. 11.- Grupo Vacunado y Desafiado.
Testiculos normales.
Dia 6 del experimento

(dia 6 posvacunacion).
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PERIODO POSDESAFIO

Fig. 12.- Grupo Vacunado y Desafiado.
Testiculos normales.

Dia 50 del experimento

(dia 9 posdesafio).

CERDO 256 CON LIGERA INFLAMACION DE LA COLA DEL EPIDIDIMO Y DEL
PARENQUIMA TESTICULAR DE AMBOS ORGANOS

Fig. 13.- Grupo Vacunado y Desafiado.
Ligera inflamacién Testicular.

Dia 57 del experimento

(dia 15 posdesafio).

Fig. 14.- Grupo Vacunado y Desafiado.
Ligera inflamacién Testicular.

Dia 57 del experimento

(dia 15 posdesafio).

Fig. 15.- Grupo Vacunado y Desafiado.
Disminucién de la inflamacién.

Dia 85 del experimento

(dia 44 posdesafio).
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GRAFICA. 5.- PROMEDIO DELVOLUMEN TESTICULAR DEL
GRUPO VACUNADO Y DESAFIADO DURANTE EL
EXPERIMENTO
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GRAFICA. 6.- PROMEDIO DE LAS TEMPERATURAS RECTALES
DEL GRUPO VACUNADO Y DESAFIADO, DURANTE EL
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GRUPO CONTROL NO VACUNADO Y S| DESAFIADO (GCNVD). - Este grupo
se mantuvo estable, sin ningn problema, desde el inicio del experimento hasta el
desafio (dia 42 del experimento); mostrando, los cinco cerdos, un estado de
carnes 6ptimo y de salud normal. Ninguno de los individuos present6 alteracion

testicular hasta ese momento (Figura 16, 17, 26, 27).

Los verracos no presentaron ninguna signologia de la EOA, hasta el dia 11 PD.
Posteriormente, el dia 12 PD, uno de los cinco animales (No. 225) presentd
orquitis bilateral, por espacio de 16 dias, la cual fue disminuyendo poco a poco; y
a partir del dia 27 PD unicamente disminuyo en el testiculo izquierdo. El testiculo
derecho se mantuvo inflamado desde el dia 12, hasta el dia del sacrificio del
animal (dia 35 PD). A partir del dia 12 PD se detect6 fiebre de 40.3 9Cc a39.2°C
por un periodo de cuatro dias, decaimiento, apatia y anorexia; estos ultimos

signos fueron observados por un periodo de siete dias.

El dia 13 posdesafio un segundo animal (No. 299) mostré signologia similar ala
del cerdo anterior, con orquitis bilateral (Figura 18,19); a partir del dia 24 PD se
observé que el testiculo izquierdo comenzé a disminuir de tamarfio paulatinamente,
sin llegar a la atrofia no obstante que este cerdo si llegé hasta el final del
experimento (Figura 20,21). El testiculo derecho se mantuvo inflamado hasta el
dia 67 PD y a partir de entonces y hasta el final del experimento, fue menos
aparente esta alteracion, pero no se atrofi6. Se manifesté una temperatura de
entre 39.4 °C y 39.0 °C, a partir del dia 13 PD, por un lapso de tres dias. El dia 7
PD present6 eritema cutaneo en la cara, vientre, orejas, testiculos y en la region
crural externa (Figura 22), ademéas de mostrar caida de las cerdas de la piel de la
cara externa de ambos miembros posteriores; y esto se dejo de presentar a partir
del dia 33 posdesafio; y ese mismo dia unicamente se presentd una ligera
secrecion ocular unilateral derecha.
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GRUPO CONTROL NO VACUNADO Y Si DESAFIADO
CERDO No 299 .- PERIODO ANTERIOR AL DEL DESAFIO

Fig. 16.- Grupo control no vacunado y si desafiado
¥ Testiculos normales.
Dia 6 del experimento.

Fig. 17.- Grupo control no vacunado y si desafiado
+  Testiculos normales.

- Dia 23 del experimento.

PERIODO POSDESAFIO

v299 1 05:G§)

Dia 54 del experimento
¥ (dia 13 posdesafio).
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Fig.19.- Grupo control no vacunado y si desafiado
Orquitis bilateral

Dia 61 del experimento

(dia 20 posdesafio).

Fig. 20.- Grupo control no vacunado y si
desafiado

Disminucién de la orquitis

Dia 65 del experimento

(dia 24 posdesafio).

Fig. 21.- Grupo control no vacunado y si desafiado
Disminucién de la orquitis

Dia 121 del experimento

(dia 80 posdesafio).

Fig. 22.- Grupo control no vacunado
y si desafiado

Eritema cutaneo

Dia 57 del experimento

(dia 16 posdesafio).
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El dia 8 PD, otro animal (No 224), mostr6 primero edema palpebral bilateral
significativo, unido a secrecion ocular bilateral (Figura 23 Y 24), junto con eritema
cutaneo en la cara, orejas, vientre, testiculos y region crural (Figura 25), por un
periodo de 64 dias; disminuyendo poco a poco, hasta el dia 72 PD, en que
desaparecio.

GRUPO CONTROL NO VACUNADO Y Si DESAFIADO
CERDO No 224 .- PERIODO POSDESAFIO

Fig. 23 y 24.- Grupo control no vacunado y si desafiado.
Secrecién ocular y edema palpebral bilateral.
Dia 49 del experimento
(dia 8 posdesafio).

Fig. 25.- Grupo control no vacunado y
si desafiado

Eritema cutineo (en vientre,
miembros, testiculos, orejas y cara).
Dia 57 del experimento

(dia 16 Posdesafio).
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A partir del dia 16 PD el mismo verraco (No 224) mostrd fiebre, de 39.1 a 39.7°C
(los dias 16,17 y 18 PD, del experimento); el dia 18 PD, se presentd una orquitis
unilateral izquierda severa; la cual perduré por 10 dias (Figura 28 y 29), y después
el testiculo se atrofi6 considerablemente y no se regenerd durante todo el
experimento (Figura 30). El testiculo derecho, el dia 27 PD comenz6 a incrementar
su tamario y éste no se atrofid, llegando asi el animal hasta el dia del sacrificio
(Figura 31,32). El dia 54 PD, a la palpacién se percibié una masa de consistencia
firme, no desplazable, en la cola del epididimo de ambos testiculos.

PERIODO ANTES DEL DESAFIO

Fig. 26.- Grupo control no vacunado y si desafiado
Testiculos normales.
Dia 6 del experimento.

Fig. 27.- Grupo control no vacunado y si desafiado
Testiculos normales.
Dia 10 del experimento.
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PERIODO POSDESAFIO

Fig. 28.- Grupo confrol no vacunado y si desafiado
Orquitis unilateral izquierda.

Dia 49 del experimento

(dia 8 posdesafio).

Fig. 29.- Grupo control no vacunado y si desafiado
Orquitis unilateral izquierda.

Dia 57 del experimento

(dia 16 posdesafio).

Fig. 30.- Grupo control no vacunado y si desafiado
Disminucién del volumen testicular izquierdo y
aumento del testiculo derecho.

Dia 66 del experimento

(dia 25 posdesafio).

Fig. 31.- Grupo control no vacunado y si desafiado
Atrofia unilateral izquierda y aumento del testiculo
derecho.

Dia 85 del experimento

(dia 44 posdesafio).
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Fig. 32.- Grupo control no vacunado y si
desafiado

Atrofia marcada del testiculo izquierdo y orquitis
unilateral derecha.

Dia 121 del experimento

(dia 80 posdesafio).

Eldia 15 PD, el cerdo (No 254) comenzé a mostrar orquitis unilateral izquierda,
la cual permanecié por un periodo de 12 dias. Posteriormente, igual que el cerdo
anterior (224), se observd una atrofia ireversible del testiculo izquierdo, hasta el
dia del sacrificio del animal. El testiculo derecho se mantuvo de un tamafio normal
durante todo el experimento. Asimismo a partir del dia 17 PD se presenté
secrecion ocular bilateral, eritema cutdneo en el vientre, miembros y cara, por
espacio de 10 dias.

Con relacién al Gltimo verraco (No 249), al inicio del experimento se notd que
normalmente tenia el testiculo izquierdo mas grande que el derecho. Y fue el dnico
que presenté orquitis unilateral derecha, severa, que comenzé el dia 14 PD y
permanecié por espacio de 12 dias. En este tiempo, conjuntamente hubo eritema
cutaneo, secrecién ocular y edema palpebral bilateral; ademas de anorexia y
decaimiento por dos dias. El tamafio del testiculo derecho disminuy6
gradualmente del dia 25 al 44 PD; hasta llegar a la atrofia imreversible del 6rgano.
El testiculo izquierdo incrementé su tamario paulatinamente desde el dia 25 PD, y
el dia 38 PD se notd significativamente la orquitis del testiculo; y el dia 54 PD, se
percibi6é a la palpaci6n, en la cola del epididimo, masas de consistencia firne, por
un periodo de cuatro dias. El testiculo izquierdo se mantuvo inflamado y el
derecho permanecié atrofiado hasta el dia del sacrificio del animal.

Durante el experimento tres de los cinco animales, manifestaron aumento en su
temperatura (desde 39.1 a 40.03), los dos verracos restantes no manifestaron este
aumento como ta! (Grafica 8).
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GRAFICA. 7.- PROMEDIO DELVOLUMEN TESTICULAR DEL GRUPO
CONTROL NO VACUNADO Y Si DESAFIADO DURANTE EL

EXPERIMENTO
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GRAFICA. 8.- PROMEDIO DE LAS TEMPERATURAS RECTALES
DEL GRUPO CONTROL NO VACUNADO Y Si DESAFIADO
DURANTE EL EXPERIMENTO
39 ¥ DES. -
388
age 4}
_. 384 4
[5]
2 332 .
2 .
E 378
2w
" oarall
372
a7
68 I e e T e e A Ly el i e e '
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5sanmas 70 75 80 B5 90 95 100 105 110 115 120 125
s

VAC = VACUNACION (DIA 1)
DES = DESAFIO (DIA 42)

32



TEMPERATURA (0 C)

Debido a que las gréficas estan representadas en base al promedio de los cinco
animales no llegan a representar fiebre, pero como ya se menciono, si se
manifesté elevacién de la temperatura, en tres de los cinco cerdos, por espacio de
tres a cuatro dias.

Durante el desarrollo del experimento en ninguno de los cerdos se observd
opacidad de la comea, ni muerte a causa de la EQA.

Los cerdos de los GCN, GVND, GVD se mantuvieron dentro de los parametros de
temperatura normales; sin embargo, en el GVD si se detectd un aumento en la
temperatura rectal en el periodo PD, sin pasarse del rango nommal (la temperatura
rectal de los grupos de cerdos esta representada en base al promedio de los cinco
animales, por lo que no se observa fiebre). En el GCNVD, a partir del dia 12 PD
se registro fiebre, manteniéndose durante cuatro dias, y posteriormente comenzo
a disminuir paulatinamente llegando a los parametros normales (Gréafica 9).

GRAFICA. 9.- TEMPEMPERATURA RECTAL DE LOS 4 GRUPOS
DURANTE EL EXPERIMENTO

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 BO BS 90 95 100 105 110 115 120 125
pias

VAC = VACUNACION (DIA 1)

DES = DESAFIO (DiA 42)
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SIGNOS CLINICOS DE LA EOA EXPRESADOS EN %

GRUPO CONTROL NEGATIVO

No. DE AFECTADOS / No DE ANIMALES

0I5

GRUPO VACUNADO NO DESAFIADO

%

No. DE AFECTADOS / No DE ANIMALES

0/5

GRUPO VACUNADO Y DESAFIADO

%

No. DE AFECTADOS / No DE ANIMALES

15

20

LIGERA INFLAMACION EN TESTICULOS Y COLAS
DEL EPIDIDIMO/ No DE ANIMALES

1/5

20
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GRUPO CONTROL NO VACUNADO Y Si DESAFIADO

%

No. DE AFECTADOS / No DE ANIMALES 5/5 100
CASOS CON OPACIDAD CORNEAL 0/5 0
ANOREXIA Y APATIA 2/5 40
ORQUITIS 5/5 100
ORQUITIS BILATERAL 2/5 40
ORQUITIS UNILATERAL IZQUIERDA 2/5 40
ORQUITIS UNILATERAL DERECHA 115 20
ORQUITIS  BILATERAL SEGUIDA DE ATROFIA

BILATERAL 05 0
ORQUITIS  UNILATERAL IZQUIERDA SEGUIDA DE

ATROFIA UNILATERAL IZQUIERDA 215 40
ORQUITIS UNILATERAL DERECHA SEGUIDA DE

ATROFIA UNILATERAL DERECHA 115 20
ERITEMA CUTANEO 45 80
EDEMA PALPEBRAL BILATERAL 115 20
|[EDEMA PALPEBRAL UNILATERAL IZQUIERDO 0/5 0
EDEMA PALPEBRAL UNILATERAL DERECHO 115 20
SECRECION OCULAR BILATERAL 315 60
GRANULOMAS EN LA COLA DEL EPIDIDIMO 2/5 40
FIEBRE 305 60
PERDIDA DE CERDAS 4/5 80
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TITULOS (LOG 2)
N W A OO N @@ O

SEROLOGIA

Los resultados de las pruebas serologicas demostraron que antes de la
vacunacion los cerdos efectivamente estaban libres de anticuerpos contra la EQA.
Las graficas (10, 11, 12,13) estan realizadas en base a los promedios de los titulos
de anticuerpos de los animales de cada grupo, representados en Log 2.

GCN.- En este grupo nunca se detectaron titulos de anticuerpos (Acs) contra la
EOA durante todo el experimento (Grafica 10).

GRAFICA. 10.- PROMEDIO DE LOS ANTICUERPOS DEL GRUPO
CONTROL NEGATIVO DURANTE EL EXPERIMENTO

-
o

-

1 6 11 16 21 26 31 36

46 51 56 61 66 71 76 B1 BS 91 96 101 106 111 116 121
oias

VAC = VACUNACION (DIA 1)

DES = DESAFIO (DIA 42)

GVND.- Los anticuerpos IH fueron detectados a partir del dia 14 del periodo PV

con titulos de 1:10 (l6g. 3.32) y el titulo maximo que obtuvo este grupo fue de
1:320 (log 8.32) (Gréfica 11).
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GRAFICA 11.- PROMEDIO DE LOS ANTICUERPOS DEL
GRUPO VACUNADO NO DESAFIADO DURANTE EL
0 _VAC EXPERIMENTO

TITULOS (LOG 2)
o = N W a OO -~ @

1 6 11 162126313414651566‘!&?1?381&91*1011%1111‘[6121

VAC = VACUNACION (DIA 1) piAs
DES = DESAFIO (DIA 42)

GVD.- Los anticuerpos IH fueron detectados a partir del dia 28 PV con titulos de

1:10 (log 3.32) y el maximo de titulos de anticuerpos fue de 1:640 (log 9.32)
(Grafica 12).

GRAFICA 12.- PROMEDIO DE LOS ANTICUERPOS DEL
GRUPO VACUNADO Y DESAFIADO DURANTE EL
EXPERIMENTO _
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GCNVD.- En este gnipo se observd que los anticuerpos contra la EOA, se
detectaron a partir de los 10 dias después del desafio, con titulos de 1:5 y 1:10
(log 2.32 y 3.32) y alcanzando un méaximo de 1: 2560 (Log 11.32) (Gréfica 13).

GRAFICA 13.- PROMEDIO DE LOS ANTICUERPOS DEL GRUPO
NO VACUNADO Y Si DESAFIADO DURANTE EL EXPERIMENTO
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ANALISIS ESTADISTICO

Como ya se menciond, el andlisis estadistico fue una comparacién de medias
entre los cuatro grupos (GCN, GVND, GVD, GCNVD), realizando cinco
combinaciones entre ellos; y por otra parte, se analizé el dia 1 y 2 y el dia 42 y 43,
para la posible diferencia estadistica de un dia a otro, de cada grupo empleando
los datos obtenidos de temperatura rectal, volumen testicular y titulos de
anticuerpos; se analizaron los dias mas significativos: dia 1 y 2 PV (inicio de este
periodo); dia 14 y 28 PV (aparicién de los primeros titulos de Acs); dia 42 y 43 PD
(primeros dias de este otro periodo); dia 54, 55, 57 PD (inicio de los signos de la
EOA: orquitis & hipertermia); dia 58 PD (mayor rango de temperatura del GCNVD);
dia 60 y 61 PD (mayor rango de inflamacion testicular, junto con elevacion de
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titulos de anticuerpos posdesafio del GCNVD), y el dia 76 (término del analisis
estadistico). Para la obtencion de estos dias se elaboraron las graficas 14, 15, 16
y 17, en las cuales se incluyeron los datos obtenidos de temperatura rectal,
volumen testicular y titulos de anticuerpos en el mismo grafico.

TEMPERATURA.- Se comparé el GCNVD contra el GVND, y no se encontré
diferencia estadistica significativa (P = 0.05), de el dia 1 al dia 28; pero del dia 42
a el dia 61 si se encontro diferencia estadistica significativa (P = 0.05); y el dia 76
nuevamente los resultados no revelaron diferencia significativa (Cuadro 2 y
graficas 15y 17).

Al comparar al GCNVD contra el GVD, los datos obtenidos no mostraron
diferencia significativa (P = 0.05), del dia 1 al 55; pero los dias 57 y 58 si fueron
significativos estadisticamente (P < 0.05); y ya no hubo diferencia (P 2 0.05) los
ultimos dias: 60, 61,76 (Cuadro 2 y graficas 16y 17).

En la comparacién del GCN con el GVND, se observé que durante todo el analisis
no hubo diferencia estadistica significativa (P 2 0.05) (Cuadro 2 y graficas 14 y
15).

Por otra parte, al comparar el GCN con el GVD, los resultados obtenidos de los
dias: ‘1. 2, 28, 43, 58, 60 y 76 no fueron significativos (P = 0.05); y si se encontré
diferencia estadistica significativa (P < 0.05) los dias 14, 42, 54, 55, 57 y 61
(Cuadro 2 y graficas 14 y 16).

La ultima comparacion realizada fue la de el GVND contra el GVD; en los dias 1, 2
y 14 no se encontré diferencia estadistica significativa (P = 0.05); sin embargo, los
dias: 28, 42, 43, 54, 55, 57, 58, 60 y 61 si se presentaron diferencias significativas
(P < 0.05); pero el dia 76, ya no hubo diferencia (P 2 0.05) (Cuadro 2 y graficas 15
y 16).
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Al analizar cada grupo y comparar individualmente cada uno, del dia 1 al dia 2, y

del dia 42 al dia 43, con el objeto de encontrar una posible diferencia estadistica y

ver si al vacunar y al desafiar, se presentaba elevacion de la temperatura, un dia

después de su aplicacion, se realizé el andlisis mencionado. Los resultados no

mostraron diferencia estadistica significativa (P = 0.05).

Cuadro 2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LA TEMPERATURA RECTAL

OBSERVADA.

DIAS GVND vs|GVD vs|GCN vs|GCN vs|GVND vs

SIGNIFICATIVOS | GCNVD |GCNVD | GVND GVD GVD
1 0.09° 0.50° 0.54° 0.20° 0.19°
2 0.52° 0.84° 0.12° 017" 0.58°
14 0.33° 0.92° 0.21° 0.01% 0.37°
28 0.08" 0.86° 0.52° 0.12° 0.03%
42 0.00% 0.09° 0.78° 0.00% 0.00%
43 0.20° 0.09° 0.51° 0.42° 0.03*
54 0.02% 0.51° 0.18° 0.00% D00E |
55 0.00* 0.50° 0.51° 0.00% 0.002
57 0.00% 0.01% 070° | D008 | D00F |
58 0.00% 0.02% 0.58° 0.15° D012 |
60 0.00* 0.20° 0.55° 0.05° 0.03% |
61 0.00* 0.09° 0.30° 0.02% 0.00%
76 0.36° 0.26° 0.53° 0.30° 0.65°

P = 0.05 error

P = 0.95 confianza
e P 2 0.05 (no hay diferencia significativa)
AP £0.05 (si hay diferencia significativa).
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VOLUMEN TESTICULAR.- Al hacer el anlisis estadistico con los datos del
volumen testicular, mediante pruebas de T (comparacion de medias), no se

lograron detectar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, en
los dias especificos (1,2,14,28,,42,43,54,55,57,58,60,61,76).

Esto probablemente se debid a que los valores analizados tendian hacia la media.
Refiriéndose al GCNVD, cuando aparecio el primer cerdo con orquitis (dia12 PD)
los cuatro restantes permanecieron normales, hasta que aparecié con orquitis el
segundo animal (dia 13 PD) y asi sucesivamente. Y al analizar esto contra los
otros 3 grupos, los valores se inclinaba hacia la media, dando resultados
estadisticamente no significativos (P 2 0.05). El mismo fenémeno se presentd
cuando desapareci6 la orquitis.

Debe recordarse que una limitante para la comparacién de medias, o pruebade T,
es el nimero de observaciones, que en este caso fue de cinco observaciones (5
cerdos) por grupo (Cuadro 3).

TITULOS DE ANTICUERPOS.- El reducido nimero de observaciones por grupo
no permitié realizar una comparacion de medias entre grupos, debido a que
solamente se tuvieron cinco observaciones por grupo. En los grupos GVND, GVD,
GCNVD, los cerdos no presentaron la respuesta inmune al mismo tiempo; lo cual
fue otro factor que impidi6é realizar el analisis estadistico. Ademas, como ya se
menciond, unicamente se tomo como maximo el dia 76, para hacer el anélisis.
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Cuadro 3.- ANALISIS ESTADISTICO DEL VOLUMEN TESTICULAR

OBSERVADO.
DIAS GVND vs|GVD vs|GCN vs|GCN vs|GVND vs
SIGNIFICATIVOS | GCNVD |GCNVD | GVND GVD GVD
1 %0.81 %0.53 %097 | 20.27 0.49
2 %0.84 %0.82 %0.99 %097 | *0.98
14 0.27 .93 %055 | fo.51 %032
28 1095 0.88 0,92 *p.88 X0.86
a2 *0.74 %0.85 %0.52 20.32 %0.99
43 £0.89 £0.86 £0.61 £0.45 £0.97
54 20.57 £0.50 %0.96 £0.89 %0.93
55 %040 X049 %081 | HRO70 | £o087 |
57 %021 %0.39 %081 %0.54 %0.68
58 *0.42 £0.35 %0.50 £0.93 £0.95
60 20.22 2031 *0:85 £059 £0.75 |
61 %020 %0.31 %095 | #0867 | £086
76 %0.65 %055 %057 | E0S57 2099
P = 0.05 error
P = 0.95 confianza

e P 2 0.05 (no hay diferencia significativa)
AP $0.05 (si hay diferencia _

cia significa
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HASTA EL DIA 78 DFL EXPERIMENTO.
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GRAFICA 13- TEMPERATURA, VOLUMEN TESTICULAN Y TITULOS DE ANTICUERPOS DEL QRUPC VACUNADO NO DRSAFIADO,

-
o

HASTA EL DA 78 DEL EXPERIMENTO.
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GRAFICA 18- TEMPERATL RA, VOLUMEN TESTICULAR Y TITULOA DE ANTICUERPOSR DEL GRUPO VACUNADQ Y DESAFTADO,
HASTA EL DIA 78 DEL EXPEREMENTO.
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GRAFICA 17.- TEMPERATURA, VOLUMEN TESTICULAR Y TITULOS DE ANTICURRPOS DEL GRUPO CONTROL NO VACUNADO Y 8! DESAFIADO,
HASTA EL D/A 78 DEL EXPEMINENTO.
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DISCUSION

La EOA ha sido una de las principales enfermedades que afecta a la porcicultura

2

Mexicana ?'. Se ha considerado como un problema enzoético en el centro del

pais, de dificil control ® La amplia difusion de la enfermedad, se debe a que no se
ha logrado controlar la movilizacién de los animales infectados o portadores 5.19.20
Una de las formas de llevar a cabo la prevencion y el control de la enfermedad es
a través de la vacunacién®. Se han usado vacunas autégenas formolizadas
experimentales, elaboradas informalmente con cerebros de animales que murieron
después de presentar signos de la EOA, de las que se desconoce su efectividad.
También se sabe de vacunas inactivadas experimentales elaboradas con virus
cultivado en lineas celulares continuas. Dos de estas vacunas aparentemente han
dado resultados en condiciones de campo, ante el desafio natural; sin embargo,
no se han probado mediante una prueba de potencia®.

En el CENID-M, INIFAP, se ha desarrollado una vacuna experimental inactivada
oleosa, la cual ha demostrado 100 % de eficacia al ser aplicada en cerdas y
lechones, bajo condiciones controladas, y en condiciones de campo™; pero faltan
estudios en los cuales se observe el efecto protector de esta vacuna en los
machos. Y por esta razéon se estudié la inocuidad, proteccién y la respuesta
serolégica en verracos vacunados con la vacuna inactivada oleosa experimental
del INIFAP.

De acuerdo a lo reportado por varios autores, el virus virulento de la EOA, en los
verracos, produce incremento en el tamario de los testiculos y presencia de masas
de consistencia rigida al palpar la cola del epididimozg. Las alteraciones de los
parametros reproductives de los verracos, se han asociado a la presencia de los
mencionados nodulos, en la cabeza del epididimo y a la atrofia testicular, que se
presentan entre los 15 y 30 dias posinfeccion **. Lo observado en este trabajo
concuerda con lo reportado en la literatura consultada; sin embargo se registraron
algunos signos en los cerdos del GCNVD que no se habian informado en otros

trabajos.
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GRUPO CONTROL NEGATIVO (GCN).- En este grupo, como ya se menciono, no
se present6 ningunaAmanifestacién clinica, ni serolégica de la EOA, durante todo

el experimento de acuerdo a lo que se esperaba.

Los datos observados de las dimensiones testiculares y temperatura rectal,
registraron variaciones minimas, posiblemente debido a ligeros cambios climaticos
y situaciones de ligero estrés (al colectar muestras sanguineas, al manejar fos

cerdos, etc.).

Cabe mencionar que las instalaciones de este grupo y del GVND tenian areas
abiertas al aire libre; mientras que el GVD y el GCNVD se encontraban en
instalaciones cerradas; tales variaciones en la temperatura rectal se pudieron
corroborar con el andlisis estadistico, al comparar al GCN con los cerdos del GVD;
ya que en algunos dias hubo diferencia estadistica, pero ésta fue muy significativa
los dias 54, 55 y 57 del experimento; y en estas tres fechas la diferencia
estadistica de la temperatura coincidié con el aumento de los titulos de
anticuerpos en respuesta a la aplicacion del virus de desafio de la EOA (inoculado
el dia42), en el GVD.

Al comparar el GCN con el GVND, el analisis estadistico de la temperatura rectal
no demostré ninguna diferencia estadistica significativa, durante todo el estudio.

Como ya se menciond, ambos grupos se encontraban en las mismas condiciones
(mismas instalaciones), lo cual explica el no haber encontrado diferencia
estadistica, por lo tanto la temperatura rectal encontrada en ambos grupos, se

comport6 de forma semejante.
Los resultados encontrados con el analisis estadistico de las temperaturas

rectales del GCN contra el GVND, demostraron que la vacunacién y la aplicacion

del placebo no causaron aumento de la temperatura.
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Al analizar el GCN individualmente, del dia 1, en el que se aplico el placebo, al dia
2 (24 horas despuési, no se encontré diferencia estadistica; por lo cual se puede
mencionar nuevamente que el placebo no caus6 reaccion térmica, después de su

aplicacion.

GRUPO VACUNADO NO DESAFIADO (GVND). — Los resultados de este grupo
no mostraron ninguna reaccion clinica correspondiente a la EOA, de acuerdo a lo
que se esperaba, durante el experimento.

Este grupo respondié serolégicamente a partir del dia 14 PV, con titulos IH de 1:10
hasta 1:320, con una elevacion entre los dias 61 y 76; y sus promedios de Acs se
mantuvieron estables durante todo el experimento, al compararlos con los de los

otros grupos.

Al igual que el GCN, este grupo también registré variaciones minimas en las
medidas testiculares y en las temperaturas rectales, lo cual ya se comentd
anteriormente.

Al analizar estadisticamente la temperatura rectal del GVND contra el GVD, el
analisis demostré que en el periodo PV, del dia 1 al dia 14 del experimento, no
hubo diferencia estadistica significativa; o sea que al vacunar ambos grupos se

mantuvieron normales, sin mostrar aumento en la temperatura rectal.

Sin embargo, el dia 28 PV y el dia 42 (dia del desafio), si se encontré diferencia
estadistica significativa, posiblemente debida a las situaciones de estrés, antes
mencionadas; y del dia 43 hasta el dia 61 PD, los datos siguieron revelando
diferencia estadistica significativa; posiblemente debida a la respuesta térmica
ante 1a inoculacion del virus de desafio de la EOA, en el GVD; y el dia 76, los

resultados ya no revelaron diferencia estadistica.
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Al analizar individuaimente el GVND, se observé que del dia 1, en el que se aplicd
la vacuna, al dia 2 (24 horas después), no se encontré diferencia estadistica; por
lo cual se puede mencionar, que la vacuna no causo ninguna reaccion después de

su aplicacion en el GVND.

Al respecto no se cuenta con suficiente informacion en verracos vacunados y
desafiados. Por lo cual este trabajo es uno de los primeros que reportan un

estudio del efecto protector de la vacuna en verracos.

GRUPO VACUNADO Y DESAFIADO. — En este grupo se pudo observar que los
cerdos en el periodo PV, permanecieron normales, ya que no presentaron signos

atribuibles a la EOA. Lo cual significa que la vacuna fue inocua.

Se detectaron anticuerpos a partir del dia 28 PV, con titulos de 1:10 (log 3.32) que
posteriormente llegaron a subir hasta 1:640 (log 9.32). En este grupo se detecté el
efecto booster estimulado por el virus de desafio, ya que del dia 28 PV al dia 43
PD los titulos de anticuerpos permanecieron bajos. Pero a partir de los 7 dias
después del desafio, fos titulos fueron muy elevados, en comparacién con los
detectados en el periodo PV. Dicho fenémeno se pudo contrastar con lo ocurrido

con el GVND, ya que en éste no se present6 tal efecto.

La vacuna protegié al 80 % de los cerdos, ante un desafio que enfermé al 100%
de los controles no vacunados. Ya que después del desafio 4 de los 5 cerdos
vacunados no presentaron signos clinicos de la EOA, ni elevacion de la
temperatura, y s6lo 1 (20 %) de los vacunados manifestd una ligera inflamacion
en la cola del epididimo y en el parénquima testicular, bilateralmente. Dichos
signos no se comparan en cuanto a su intensidad, con los encontrados en el

GCNVD. Ya que en éste, las manifestaciones clinicas fueron mas severas.
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Cuando se analizd estadisticamente la temperatura rectal del GVD contra el
GCNVD, no hubo diferencia estadisticamente significativa del dia 1 al dia 55 PD,
lo cual se puede atribuir a que la vacuna no causé elevacion de la temperatura.
Pero los dias 15 y 16 PD (57 y 58 del experimento) si se observéd diferencia
estadistica significativa. Y esto concuerda con la presencia de los signos clinicos
mas severos, detectados en el GCNVD. Sin embargo, del dia 60 al dia 76 PD ya

no se encontré diferencia estadistica.

Al analizar individualmente el GVD, del dia 1, en el que se aplicé la vacuna, al dia
2 (24 horas después), no se encontrd diferencia estadistica; por lo cual se puede
mencionar nuevamente, que al igual que en el GVND, la vacuna no causé ninguna
reaccion después de su aplicacion. Y al analizar individuaimente del dia 42, en el
que se aplicd el virus de desafio, al dia 43 (24 horas PD), no se encontré
diferencia estadistica; por lo cual se puede mencionar, que el virus de desafio

hasta ese momento no caus6 ninguna reaccioén después de su aplicacién

Con base en lo observado anteriormente, se puede deducir que la vacuna
inactivada vs la EOA fue inocua ya que no produjo elevacion de la temperatura
rectal; y que protegié al 80% de los verracos, que de acuerdo a lo establecido, en

las normas oficiales, es el minimo de proteccion que debe ofrecer una vacuna.

GRUPO CONTROL NO VACUNADO SI DESAFIADO (GCNVD).- Los cerdos que
fueron se utilizaron en el grupo control positivo, dentro del expenmento, al inicio de
este trabajo como ya se menciond, estaban libres de la enfermedad del EQA; y
posterior al desafio el 100 % de ellos manifestaron signos clinicos atribuibles a

dicha enfermedad, y respondieron serolégicamente.
Los anticuerpos se detectaron a partir de los 10 dias PD, con titulos de 1:5y 1:10

(log 2.32 y 3.32), alcanzando un maximo de 1:2,560 (log 11.32); rebasando los
titulos obtenidos en el GVND y los del GVD.
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Al comparar el GCNVD contra el GVND, estadisticamente no se encontro
diferencia signiﬁcati\)a en cuanto a la temperatura rectal, del dia 1 al dia 43;
excepto el dia 42, atribuible a situaciones de estrés. Lo cual coincide con las
observaciones clinicas, ya que hasta ese momento ambos grupos se comportaron
aparentemente normales; debido a que aun no se habia aplicado el virus de
desafio de la EOA.

Al analizar individualmente el GCNVD, del dia 42, en el que se aplicé el virus de
desafio, al dia 43 (24 horas después), no se encontré diferencia estadistica; por lo
cual se vuelve a corroborar que el virus de desafio hasta ese momento, no causé

ninguna reaccién después de su aplicacion

Sin embargo, del dia 54 al dia 61 PD, si se encontr6 una marcada diferencia
estadisticamente significativa, al comparar ambos grupos; debido al aumento de la
temperatura rectal en el GCNVD, ocasionada por el virus de desafio de la EOA,
que fue aplicado el dia 42; lo cual coincide con la presentacién de los signos
clinicos observados. El dia 76 los resultados no revelaron diferencia significativa lo
que concuerda con la disminucion de la severidad de los signos clinicos

observados.

Los signos clinicos que se presentaron, concuerdan con lo reportado por otros
autores, tales como: fiebre (40.3°C), la cual se registro en tres cerdos (60 %), a
partir del dia 12 PD hasta el dia 16 PD; por un periodo de 3-4 dias; y esto tiene
similitud con la fiebre de 40°C, observada en un brote ocurrido en una granja de
ciclo completo™ . y con la fiebre registrada al inocular cerdos Peléon Mexicano®,
s6lo que en estos, la fiebre se observd entre las 24 hrs Pl y dur6 hasta los 15 dias
PI.

Las manifestaciones clinicas de anorexia, decaimiento y apatia se presentaron en

dos (40 %) de los cerdos, a partir del dia 12 6 14 PD, por un periodode 2 a 7

dias, que concuerda con lo informado anteriormente al inocular experimentalmente

52



a cerdos machos adultos con el RVP' presentandose anorexia, aunque en esta
investigacion se detecté por el 3er dia PI. También se menciona que hubo tos
frecuente y conjuntivitis; aunque en esta tesis nunca se observd tos y la
conjuntivitis no se verificd, porque en el 80 % de los cerdos se presentd edema
palpebral bilateral significativo, secrecién ocular bilateral y unitateral, a partir del
dia 8 PD en adelante, lo cual impidi6 el examen de fa conjuntiva ocular.

Asimismo las demas investigaciones'" 1% 632

sefalan estrefiimiento, opacidad de
la cornea, deterioro gradual de la condicion fisica, que comparado con este
trabajo, nunca se observaron esos signos. Sin embargo, se registraron otras
manifestaciones clinicas en el GCNVD, de las cuales no se han encontrado
reportadas por otros autores, en cerdos machos adultos; tales como: eritema
cutaneo en la cara, vientre, orejas, testiculos y en las regiones crurales externas
(en el 80 % de los cerdos); ademas de mostrar caida de las cerdas, de la cara
externa de la piel de ambos miembros posteriores, presentandose en el 80 % de

este grupo, iniciando el dia 13 PD vy persistiendo durante casi todo el periodo PD.

En las condiciones en las que se desarrollé este trabajo, también se vio afectado
el aparato reproductor del macho, coincidiendo con lo reportado en la literatura,
en la cual se menciona que en los verracos, generalmente no presentan signos
clinicos, excepto que se ven afectados los testiculos '" > *2. Se menciona que hay
testiculos hinchados, testiculos y epididimos que llegan a estar turgentes, con
marcado edema; algunos mas tarde desarrollan una textura de consistencia
granular y muchos llegan a atrofiarse (generalmente de forma unilateral) y llegan a
ser blandos y flacidos con o sin epididimitis granular '* *# 32 En este trabajo se
observo en los cerdos afectados del GCNVD una orquitis unilateral severa, la cual
fue basicamente del lado izquierdo, con atrofia irreversible del testicuio (40%);
viéndose afectado el testiculo derecho también, pero en menor grado, con orquitis

unilateral derecha severa y con atrofia testicular (20%).
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Lo observado ha sido informado en diversos trabajos ' 1232

, COmMoO se menciono
anteriormente. Asimismo, durante un brote de la EOA ocurrido en una granja de
ciclo completo, se observd, también, orquitis aguda unilateral (derecha e izquierda)
o bilateral y atrofia irreversible del testiculo '®. En ofro trabajo realizado en
condiciones experimentales, los cerdos machos adultos infectados con el RVP,
presentaron inflamacion unilateral o bilateral, en testiculo y epididimo, siendo mas
afectado el testiculo y epididimo derecho, que el izquierdo; con postenor atrofia del

testiculo afectado *°.

En este trabajo fue mas evidente la afeccion del testiculo izquierdo que del
derecho, 1o que no concuerda con lo mencionado en los trabajos descrtos
antenormente; pero si fue similar a lo descrito, en un trabajo experimental,
realizado con cerdos de la raza Pelén Mexicano, en los cuales hubo aumento del

tamario de los testiculos, siendo el cambio mas evidente del lado izquierdo?.

En otro trabajo se menciona que durante un brote ocurrido en una granja de ciclo
completo en Jalisco, también hubo aumento del tamafio de los testiculos
(izquierdo y derecho); siendo la afeccibn mas comuan la consistencia fibrosa, de la

cabeza del epididimo, seguida de aumento de tamafio™.

Al igual que lo mencionado en la literatura, sobre el dafio en los testiculos, en los
cerdos del GCNVD, también se observaron cambios en el epididimo; los cuales
fueron: masas bilaterales de consistencia firme en la cola del epididimo (40%), que
se present6 alrededor del dia 54 PD y que permanecieron por 4 dias; lo anterior
ha sido observado también por otros investigadores " '2Y 32 quienes mencionan

que puede haber o no una epididimitis granular.

En el trabajo realizado durante el brote de la EOA, ocurrido en una granja de ciclo
completo se observo también, que puede haber epididimitis bilateral en cabeza
con formaciones quisticas y de consistencia muy firme (faciimente detectables a la

palpacion)'®.

54



Durante el brote ocurrido en Jalisco, la afeccion mas comun fue la consistencia
fibrosa, de la cabezé del epididimo; el 57 % de ellos presenté una consistencia
fibrosa izquierda, el 19 % el lado derecho y el 25 % afectacion bilateral **. Con
aumento de tamano, de la cabeza del epididimo el (33%) del lado izquierdo, del
derecho 50 %, bilateral 16 %; y a nivel de cola del epididimo, el 50 % de forma
bilateral; 33.3 % del lado derecho y 16.6 % del lado izquierdo ¥ En esta tesis se
observo, que la cola del epididimo mas afectada fue del lado izquierdo, lo cual

difiere de lo reportado en la literatura consultada.

‘Al analizar los resultados de la temperatura rectal y de las observaciones clinicas
de cada grupo, se not6 que el dia de la vacunacion y el dia siguiente (dia 1y 2),
asi como el dia del desafio y el siguiente (dia 42 y 43), estos parametros nos
indicaron que la vacuna no causa ninguna manifestacion clinica, al igual que el
virus del desafio, a las 24 horas después de su aplicacion. Ya que en ambos
casos no hubo elevacion de temperatura al dia siguiente, pero en cuestion al
desafio, probablemente se debido a que el periodo de incubacién en promedio es
de 7 a 12 dias; lo cual se apoya con los resultados obtenidos en el andlisis

estadistico de la temperatura, que no mostré diferencias estadistica significativas
(P 20.05).

Se puede mencionar que en el GCNVD se encontraron vanos de los signos
observados en los trabajos mencionados, realizados tanto a nivel de campo como
en condiciones experimentales, teniendo como diferencia, que en el presente
estudio, fue mas evidente la orquitis y epididimitis del lado izquierdo, que del lado
derecho, ademas de haber observado otros signos no reportados en verracos,
tales como el eritema en la piel, el edema palpebral, y la caida de cerdas.

Tampoco hay reportes de trabajos de investigacion sobre la EOA, en verracos,
que estén respaldados por un andlisis estadistico. Unicamente se reportan
estudios porcentuales y descriptivos. Por medio de las graficas 14, 15, 16 y 17 se
lograron revelar datos importantes para determinar los dias mas significativos,

para realizar con ellos el analisis estadistico.
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En este trabajo se observd que mientras el testiculo se va atrofiando, el otro
testiculo incrementa su tamano; los autores consultados no lo mencionan,
posiblemente esto se debe, a que cuando existe la pérdida de funcién de un
organo par o parte del mismo; da como resultado los trastornos de adaptacidn
celular, como hipertrofia, que es el aumento del tamano celular; en consecuencia,
la apariencia microscopica del drgano seréd de aumento de tamafio y de
hiperplasia, que se refiere a un aumento en el numero de células y se presenta en
organos y tejidos cuyas células tienen capacidad mitética, por lo tanto estos

trastomos celulares pueden explicar el fendmeno ocurrido en los testiculos.

CONCLUSIONES

¢ Inicialmente se comprobé que los cerdos de los cuatro grupos estaban
libres de anticuerpos contra la EQA.

e El GCN y el GVND se mantuvieron clinicamente sanos sin presentar

ningun problema, tal como se esperaba.

e Los signos clinicos de la enfermedad del ojo azul, tales como; anorexia,
depresion, apatia, fiebre, eritema cutdneo, orquitis bilateral o unilateral,
epididimitis, atrofia, tanto de los epididimos como de los testiculos y
presencia de masas de consistencia fime en el epididimo, fueron
reproducidos experimentalmente en los cinco verracos (100%) del GCNVD.

e Se logré diagnosticar clinicamente la EOA. y se pudo corroborar el
desarrollo de anticuerpos contra el virus de la EOA en los dos grupos
vacunados y en el grupo desafiado, mediante las pruebas seroldgicas de
IH.

56



La vacuna fue inocua debido a que no se presentd elevacién de la
temperatura rectal en el GVD y en el GVND; datos que se pudieron

comprobar mediante el andlisis estadistico.

La vacuna protegi6 de la presentacidn de los signos clinicos al 80 % de los
cerdos, del GVD ante un desafio que enfermé al 100% de los controles no

vacunados y si desafiados.

Los signos que se observaron en el 20% del GVD, no fueron tan severos,
como los encontrados en el GCNVD.

A partir del dia 76 PD, el volumen testicular, sobre todo del testiculo
izquierdo de los verracos del GCNVD, empezd a disminuir, comparado con

el resto de los otros tres grupos. Lo cual sugiere atrofia testicular.

En los cerdos que recibieron la vacuna inactivada, los Acs, vacunales se
detectaron inicialmente entre el dia 14 PV (GVND) y el dia 28 PV (GVD).

Al detectarse los primeros titulos de anticuerpos (dias 14 y 28), en el
GVND y GVD; en esos dias se observé que se incrementd el volumen

testicular, en ambos grupos.

En el periodo PD los titulos de Acs fueron mayores en el GVD, a causa del
efecto “boster” estimulado por el virus de desafio, comparado con el GVND.

En el GCNVD el virus de desafio estimulé mas rapido la produccién de Acs
apareciendo el dia 52 PD (a los10 dias PD).
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El virus de desafio resultd mas antigénico que el virus inactivado de la
vacuna, porque estimuld la apariciéon de los Acs mas rapido y a titulos mas
altos que el virus vacunal inactivado; mismos que se mantuvieron altos por
mas tiempo. .

Los resultados encontrados con el andlisis estadistico de las temperaturas
rectales del GCN, GVND y GVD, demostraron que la vacunacion y la

aplicacion del placebo no causaron aumento de la temperatura durante el
experimento.

En el GCN el placebo no causé reaccion térmica, a las 24 horas después

de su aplicacion, lo cual fue demostrado con el analisis estadistico.

La vacuna, en el GUND y el GVD, no caus6 ninguna reaccion térmica, a las

24 horas después de su aplicacién, ya que no hubo diferencia estadistica.
En el GCNVD y en el GVD el virus de desafio no causd elevacién de la
temperatura rectal, al dia siguiente de su inoculacion, corroborandose esto
con el andlisis estadistico.

En el GCNVD el virus de desafio causd elevacion de la temperatura rectal a

partir del dia 12 PD y esto fue confirmado por medio del andlisis estadistico,
al encontrar diferencia.

Falta validar los resultados de este trabajo en condiciones de campo.
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APENDICE 1

TECNICA DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (IH) Z.

1. Fundamento de las pruebas de inhibicion de la hemoaglutinacion (IH).

La hemoaglutinina viral causa la aglutinacion de glébulos rojos.
La union de los anticuerpos a la hemoaglutinina del virus da por resultados la

inhibicién de la hemoaglutinacion.

Es una técnica altamente especifica y sensible, porque detecta anticuerpos del

virus hemoaglutinante que esta siendo trabajado.

. Usos de la prueba de IH.

Esta prueba se utiliza principalmente para:

e La identificacion de un virus hemoaglutinante
¢ La identificacion de anticuerpos contra un virus hemoaglutinante
e Para Ia titulacion de dichos anticuerpos

¢ Para determinar las relaciones antigénicas existentes entre diferentes virus

hemoaglutinantes aislados.

. Factores que influyen en el resultado de la prueba.

e PH

e Temperatura

¢ Concentracién de cationes del diluente

e Variacién de la actividad hemoaglutinante de las diferentes lotes de virus

e Globulos rojos. Pueden no ser adecuados debido a variaciones individuales

tales como edad, sexo, especie animal, etc...
¢ Almacenamiento de los gldbulos rojos.

¢ Presencia de inhibidores no especificos en los sueros (mucoproteinas sericas y

extractos bacterianos “alfa, beta y gamma”).
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4. Tratamiento del suero para destruir los inhibidores inespecificos, antes de
su empleo en las reacciones de IH.

De acuerdo con la naturaleza de los inhibidores, el suero puede inactivarse con los

siguientes tratamientos:

e Caolin

o Tratamiento a una temperatura de 56°C durante30 minutos.

5. Interpretacion del titulo de inhibicion de la hemoaglutinacién de un suero,
con fines diagnésticos.
El titulo de IH de un suero, se calcula multiplicando el resultado inverso de la
tltima dilucion, en donde se observé inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA), por
la cantidad de unidades hemoaglutinantes (UHA) utilizadas en la prueba. El

resuitado serd expresado en unidades inhibidoras de la hemoaglutinacién (UIHA).
INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION CON EL RVP/LPM

Preparacion de las alicuotas.

e Colocar en tubos estériies 0.2 ml de cada suero problema, previamente
homogenizado en un agitador (vortex).

¢ Inactivar las muestras en un bafio de Maria, durante 30 minutos, a 56°C.

e Agregar 0.1 ml de glébulos rojos de pollo previamente lavados con PBS.

e Agregar 0.1 mg de caolin a cada alicuota.

e Colocar las alicuotas en el mezclador, durante 1 hora

o Refrigerar las alicuotas (4°C) por 12 horas.
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Procedimiento.

e A los sueros con caolin ya reposados , se les agregan 0.8 mi de PBS a cada
tubo, para obtener una dilucién 1:5

e Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos y luego decantar a otro tubo para
separar el sobrenadante, desechando lo demas. Si en el suero quedasen
residuos de caolin y/o glébulos rojos se vuelve a centrifugar, igual que la
primera vez.

o Se utilizan placas de 96 micropozos poliestireno de fondo en U.

e Se agregan 25 ul de solucién salina a todos los pozos, excepto a los de la linea
A

e Se agita el suero con el “vortex”, antes de ponerlo en la microplaca. Con una
pipeta de volumen variable, agregar 25 ul del suero mantenido, a todos los
pozos de las lineas A, B y H; se utilizan dos columnas de pocitos para cada
suero en estudio. Los pozos de la linea H sirven como controles del suero.

e Hacer diluciones a partir de la linea B, ante la linea de pozos G, con los
microdilutores de 25 ul, previamente quemados y enfriados. Luego de usarlos
se ponen en agua destilada y después se queman al rojo vivo.

o Agregar 25 ul de antigeno (Contenido de 4 a 8 UHA) a todos los pozos,
excepto alos delalinea H.

¢ Incubar a temperatura ambiente (aproximadamente a 20°C) durante una hora.

e Agregar a cada pozo 50 pl de glébulos rojos de pollo, suspendido al 0.5% en
solucioén salina.

e Incubar a temperatura ambiente (aproximadamente a 20°C) durante 40

minutos y proceder a hacer la lectura.
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APENDICE 2

ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO

ACS. . anticuerpos
DD dimensiones testiculares diarias
ECP.. o efecto citopatico

ELISA. ... ensayo inmunoabsorbente ligado a una enzima
EOA.. ... Enfermedad del ojo azul

B o proteinas de fusion

GCN....... Grupo Control Negativo
GCNVD.....ooiiiii el Grupo Control no Vacunado y si Desafiado
GVND.. ... Grupo Vacunado no desafiado
GVD..... Grupo Vacunado y Desafiado
o] J PP glicoproteinas

HN. o hemoaglutinina-neuraminidasa
H.o inhibicion de la hemaglutinacién
IM. intramuscular

IN intranasal

L proteina de alto peso molecular
LPM. ... La Piedad Michoacan
M proteina matriz

Mrad.. ... Megarrads

NP nucleoproteina.
OCD....oii observaciones clinicas diarias
P fosfoproteina

PD.. después del desafio
Pl posinfeccién

PV, posvacunacioén

RVP...o Rubulavirus porcino
SN seroneutralizacion

UHA. unidades hemohaglutinantes
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VERO.......... células de rifibn de mono verde africano

............................................ contra
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