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RESUMEN

Los brotes de la enfermedad del ojo azul se han caracterizado por presentar
signologia variada, caracterizada por la presentacién de signos nerviosos en
lechones y alteraciones reproductivas en animales adultos, en diferentes granjas
de nuestro pais, entre los anos 1984 y 2003. Se compararon las secuencias del
gen hemaglutinin-neuraminidasa de los virus PAC2 al PAC9 obtenidos de
diferentes brotes durante esos afios, con la secuencia del virus LPM aislado en
1984. Se encontraron dos lineas divergentes de la evolucion viral. En donde los
virus PAC2 y PAC3 forman un subgrupo viral caracterizado por 5 mutaciones; los
virus PAC6 al PAC9 forman un segundo subgrupo viral en el que se presentan 11
mutaciones. Ninguna de las substituciones de aminoacidos modifican Ila
conformacién estructural de la proteina HN. Y sélo algunas de las modificaciones
de los aminoacidos generan cambios importantes en el potencial electrostatico de
la proteina. Como la substitucion de Azg1 D en el virus PAC3 y en el virus PAC9 en
la modificacién de E por K en la posicion 514. Las mutaciones se encontraron en
una zona de alta variabilidad constituida por los residuos 511-514; los virus LPMV,
PAC4 y los virus CI-CIV (obtenidos del GenBank) poseen una secuencia de
aminoacidos AIGE; los virus PAC2 y PAC 3 poseen ATGE, en donde los virus
PACG6, PAC7, PAC8 y PAC9 presentan SIGK en la misma regidn. La mutacion Esq4
K modifica notablemente las propiedades del potencial electrostatico en la proteina
PACS9. Lo cual genera una carga positiva que afecta a los residuos D475 al Vyop,
modificando la carga de residuos conservados Tsgg Y Vags; €stos cambios en la
superficie proteica pueden estar asociados a los cambios en las propiedades

biolégicas identificadas en la prueba de sueroneutralizacion.

Palabras clave: Rubulavirus porcino, enfermedad del ojo azul, glicoproteina HN.



ABSTRACT

Untypical outbreaks of BED either with neurological signs in growing and adult pigs
or severe reproductive alterations in adult pigs with reduced neurological signs in
piglets occurred at different sites of Mexico between 1984 and 2003. The
sequence of the hemagglutinin-neuraminidase (HN) gene of several Porcine
rubulavirus (PAC2 to PAC9) isolated during those BED outbreaks was compared
with that of La Piedad Michoacan virus isolated at 1984. Two divergent lines of
evolution were found: PAC2 and PACS3 viruses form a viral subgroup with 5
characteristic mutations; whereas PAC6 to PAC9 viruses form other viral subgroup
with 11 exclusive mutations. None of the amino acid substitutions modified the
structural conformation of the predicted HN protein, nonetheless, there were few
mutations that produced important changes in the electrostatic potential of the
protein, such as the substitutions Ayg1 D in PACS3 virus and that of Es14 K in PAC9
virus, the last mutation was found in the zone of highest variability constituted by
residues 511-514; indeed, LPMV, PAC4 and CI-CIV (obtained from GenBank)
isolates possessed the amino acid sequence AIGE; PAC2 and PAC3 viruses
possessed ATGE, whereas PAC6, PAC7, PAC8 and PAC9 isolates presented
SIGK in the same region. Mutation Esi4 K notably modified the electrostatic
properties of the protein in PAC9 virus; indeed, this mutation produced a corridor of
positive charge that affected residues Das7s to Vg2, modifying the charge of
conserved residues T4sg9 and Vyge; these changes at the protein surface that might

affect their biological properties identified by SN test.

Key words: Porcine rubulavirus, blue eye disease, HN glycoprotein.



INTRODUCCION

El Rubulavirus porcino es el causante de la enfermedad del ojo azul y pertenece a

la familia Paramyxoviridae, en la que se incluyen virus que producen infecciones
neuroldgicas y sistémicas, como el virus del sarampién, el del moquillo canino, el
de la enfermedad de Newcastle (aviar) y el virus de la parotiditis humana,
mostrando mayor similitud con éste ultimo (Ramirez et al., 1997). La enfermedad
del ojo azul se caracteriza por la presencia de signos neurolégicos en cerdos
lactantes y alteraciones reproductivas en animales adultos. Sin embargo, en los
dos primeros afnos de su aparicidon, era predominantemente nerviosa y se
caracterizaba por provocar ataxia, debilidad, pedaleo e incoordinacién, en
lechones menores de treinta dias de edad, con una mortalidad que alcanzaba
hasta el 90%; en este mismo afio (1980) los lechones mayores a 30 dias de edad
no presentaban signos tan marcados y la mortalidad era practicamente nula. Para
el afo de 1983 se observaron brotes severos de encefalitis en cerdos de 15 a 45
Kg de peso, acompafados con signos respiratorios tales como tos, disnea y
estornudos, presentando mortalidad hasta del 30% (Stephano 1984). También se
hizo evidente la falla reproductiva en hembras, y los parametros afectados fueron:
el porcentaje de repeticiones, mortinatos y fetos momificados, asi como un ligero
aumento de los abortos (Stephano y Gay, 1984; Stephano y Gay, 1985).

Hasta antes de 1998 se pensaba que los sementales eran refractarios a la
enfermedad; sin embargo, en ese afio se presentaron los primeros casos de
orquitis, epididimitis y atrofia testicular con severas alteraciones en la calidad del
semen, asociados a la infeccion por el Rubulavirus porcino (Campos y Carbajal,
1989).

En la actualidad en algunas granjas porcinas de Jalisco, se presenta signologia
clinica respiratoria y nerviosa en animales mayores de 90 dias de edad (Sanchez
et al., 2004), es decir, un patron nuevo en comparacion con el observado en afios

anteriores. También existen reportes de diferencias antigénicas encontradas
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mediante ensayos inmunoldgicos a partir de aislamientos virales, obtenidos en
diferentes anos (Reyes-Leyva et al.,, 2002; Sanchez et al., 2004). En otra
investigacion, se identifico una sensibilidad superior en la prueba de inhibicidon de
la hemoaglutinaciéon, en comparaciéon con la prueba de ELISA, cuando éstas
fueron evaluadas con sueros provenientes de animales que presentaron un brote
de la enfermedad, aun estando vacunados; esto sugiere que el virus vacunal y el
virus de campo eran diferentes, por tal motivo la presencia de ambos anticuerpos
incrementd el reconocimiento hacia el antigeno y a su vez la sensibilidad de la
prueba y no asi para la prueba de ELISA, la cual solamente presentaba
anticuerpos especificos contra LPM y que al confrontarse con un virus de campo

diferente, la sensibilidad relativa disminuy6 (Hernandez-Jauregui et al., 1992).

Por el panorama descrito anteriormente, se pretende en la presente investigacion,
identificar las diferencias gendémicas de siete aislamientos virales del Rubulavirus
porcino, mediante la secuenciacion del marco de lectura del gen HN, asi como
realizar una vacuna que permita generar anticuerpos suficientes que generen la

proteccion de los animales desafiados.

ANTECEDENTES

La enfermedad del ojo azul afecta a cerdos de todas las edades y es provocada
por un virus del género Rubulavirus de la Familia Paramyxoviridae (Ramirez et al.,
1997). Los primeros casos de esta enfermedad se identificaron en 1980 en granjas
porcicolas de La Piedad, Michoacan; en las que se presentaron signos clinicos
nerviosos principalmente en lechones menores a 30 dias de edad. En 1980 se
reportaron brotes en los estados de Jalisco y Guanajuato, en 1983 en el D.F.,
Nuevo Leon, Hidalgo, Tlaxcala, Tamaulipas, Puebla, Campeche y Querétaro.
Desde su aparicion ha sido un problema de dificil control y su difusion abarcé

hasta 1992, 16 estados de la Republica Mexicana (Fuentes et al., 1992).
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ETiOLOGIA

Los paramixovirus conforman una familia de virus patégenos que producen
importantes problemas en la salud humana y veterinaria. Entre los cuales se
encuentran el virus sincitial respiratorio y los virus de parainfluenza, causantes de
infecciones de vias respiratorias bajas en nifos y animales jovenes. Dentro de
esta familia también se incluyen virus que producen infecciones neuroldgicas y
sistémicas, como el virus del sarampion, el del moquillo canino, el de la
enfermedad de Newcastle (aviar) y el de la parotiditis humana (Ramirez et al.,
1997).

ESTRUCTURA VIRAL

Los rubulavirus estan constituidos por seis proteinas estructurales: la polimerasa o
proteina de alto peso molecular (L), la nucleoproteina (NP), la fosfoproteina (P), la
proteina de la matriz (M) y dos glicoproteinas, la hemaglutinina-neuraminidasa
(HN) y la glicoproteina de fusién (F). Las glicoproteinas HN y F son
transmembranales y su mayor parte se encuentra expuesta al exterior del virion,
dejando un pequeio segmento intraviral que hace contacto con la proteina M, que
se ubica en la parte interna de la membrana. Las unidades de la NP se unen
mediante interacciones hidrofébicas al ARN gendmico para dar origen a la
nucleocapside; cada unidad de NP se enlaza a seis nucledtidos inmediatamente
después de la sintesis del ARN gendmico y no se separan durante la replicacion ni
la transcripcion, asi que a diferencia de los virus con ARN positivo, el genoma de
los virus con ARN negativo nunca se encuentra desnudo (Lamb y Kolakofsky,
1996; Santos-Lopez et al.,, 2004b). A la nucleocapside se asocian cerca de 50
complejos con actividad polimerasa, cada uno de ellos esta formado por 3
unidades de proteina P (P3) y una de proteina L, que actian como componentes
cataliticos. Aunque también se encuentran viriones que poseen el mismo numero
de complejos P sin proteina L (Lamb y Kolakofsky, 1996; Kolakofsky et al., 1998).
Otras dos proteinas, V y C, se han identificado en las células infectadas pero no
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forman parte de la estructura del virién, son codificadas por el genoma viral y se
sintetizan al editarse el gen P (Berg et al.,, 1992). Al parecer estas proteinas

participan en la regulacion de la transcripcion y la replicacién viral.

El Rubulavirus porcino tiene forma tridimensional esférica y mide de 100 a 360 nm,

tiene una nucleocapside semejante a una hélice o espiral, contenida dentro de una
membrana lipoprotéica proveniente de la célula huésped. Esta contiene dos
proteinas de suma importancia en la biologia del paramixovirus; la proteina de
fusion (F) que participa en la unién del virus a la membrana celular para su
posterior penetracion, también es la principal responsable de la fusién con células
vecinas, ocasionando la propagacién de la infeccién en el area local. La otra
proteina es la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) que posee dos dominios
funcionales: uno con capacidad para aglutinar eritrocitos y otro que se encarga de

la eliminacién de grupos de acido sialico (Santos-Lopez et al., 2004a).

Este virus se caracteriza por aglutinar una gran variedad de globulos rojos de
mamiferos y aves como los de cerdo, vaca, caballo, cabra, gato, cuy, hamster,
rata, raton, conejo y humanos tipo A, B, AB y O, pollos, patos, etc. (Moreno-Lopez
et al., 1986; Stephano et al., 1988; Ramirez et al., 1996). Esto se debe a que su
proteina HN reconoce un tipo de acido sialico que esta presente en todos esos

eritrocitos (Reyes-Leyva et al., 1993 y 1997a).

CiCcLO BIOLOGICO

El ciclo bioldgico de los rubulavirus incluye las fases de reconocimiento, adsorcién
a la superficie celular, fusibn de membranas, penetracion a la célula,
desnudamiento, transcripcion, replicacion del genoma, ensamble y liberacion de
viriones. La particula viral se adsorbe a la membrana de la célula por medio de la
proteina HN, que reconoce un receptor especifico, generalmente glicosilado,
posteriormente un cambio conformacional de la proteina HN activa a la proteina F,

que expone un dominio altamente hidrofébico mediante el cual fusiona las
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membranas celular y viral. Este evento ocurre en la superficie celular y a un pH
neutro, por lo que es independiente de enzimas lisosomales como ocurre en otros
virus. La integracion de la envoltura viral al sistema de las membranas celulares
provoca la liberacion de la nucleocapside en el citoplasma. Ya que el virion trae
integrada su propia polimerasa, al liberarse el ARN viral se sintetiza una copia
completa del genoma en sentido positivo que servira de molde para los nuevos
genomas, y por otro lado, se inicia la sintesis de los ARN mensajeros que
codifican cada una de las proteinas virales. Los productos de la traduccion se
dirigen al sitio de ensamble, las proteinas NP, P y L son acopladas al ARN recién
sintetizado y la proteina M se acumula en la parte interna de la membrana celular.
Las proteinas, HN y F, que fueron sintetizadas en el reticulo endoplasmico son
glicosiladas en el aparato de Golgi y posteriormente expresadas en la cara externa
de la membrana, en sitios de contacto estrecho con la proteina M. La afinidad de
las proteinas de la nucleocapside, NP, con la proteina M y de ésta con las
glicoproteinas, es determinante para el ensamble del virion, que es liberado de la

célula por exocitosis (Lamb y Kolakofsky, 1996).

La replicacion de los rubulavirus se realiza totalmente en el citoplasma, por lo cual
se forman aglomerados de nucleocapsides, que se observan como grandes
inclusiones citoplasmaticas en las células infectadas (Hernandez-Jauregui et al.,
2001).

El material genético viral también puede pasar directamente de una célula
infectada a una célula vecina sin que haya necesidad de que se libere la particula
viral, esto es debido al proceso de fusion de membranas celulares realizado por
las proteinas HN y F, de esta manera se originan las células gigantes
multinucleadas o sincitios, caracteristicas de las infecciones por paramixovirus
(Lamb y Kolakofsky, 1996).
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EPI1ZOOTIOLOGIA

La enfermedad del ojo azul se ha mantenido desde 1980 en el centro de México,
en los primeros afos se aislé el paramixovirus de ojo azul (POA) de diferentes
brotes en los estados de Michoacan, Jalisco y Guanajuato. La enfermedad se
disemino6 rapidamente a los estados de Querétaro, Estado de México y Distrito
Federal, debido a la intensa movilizacién de cerdos; sin embargo, la evidencia
serologica indicé la presencia de anticuerpos contra el paramixovirus del ojo azul
en cerdos reproductores y en animales menores a 45 dias de edad, en al menos

16 estados de la Republica Mexicana (Fuentes et al., 1992).

Hasta el momento se sabe que el cerdo es el unico animal afectado clinicamente

por el Rubulavirus porcino, cuando la infeccion se da de manera natural, sin

embargo experimentalmente afecta a embriones de pollo y ratones; por otro lado
los conejos, perros y gatos también se han inoculado de forma experimental pero

no presenta signologia clinica (Stephano y Gay, 1985b; Stephano et al., 1988a).

Se han hecho estudios donde se observa que el virus puede diseminarse a través
de gente y fomites, y posiblemente a través de las aves y el viento (Stephano,
1992).

SIGNOS CLINICOS

Los primeros brotes de la enfermedad (Stephano, 1982) se caracterizaron por la
presentacion de signos nerviosos con elevada mortalidad (80-90%) en lechones
de 2 a 15 dias de edad. La afeccion nerviosa se presentaba en dos formas: en
algunos casos los lechones parecian clinicamente sanos y subitamente quedaban
postrados lateralmente, en otros casos, los animales afectados mostraban signos
nerviosos progresivos. En los cerdos mayores de 30 dias de edad los signos
clinicos eran menos comunes y mas discretos, con baja o nula mortalidad
(Stephano, 2002; Taylor, 1999).
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Cuando la enfermedad comienza generalmente se observa fiebre, pelo erizado y
lomo arqueado, algunas veces acompafiado por constipacion o diarrea.
Posteriormente hay signos nerviosos tales como ataxia, debilidad, rigidez
principalmente en las patas traseras, temblores musculares y posturas anormales,

como posicion de perro sentado (Stephano, 1992; Stephano, 2000b; Taylor, 1999).

A partir de 1983 se observaron brotes severos de encefalitis y signos respiratorios
con mortalidad hasta del 30% en cerdos de 15 a 45 Kg de peso (Stephano et al,
1985a). En este ano también se hizo evidente la falla reproductiva cuando se
realizd una evaluacion sobre los parametros afectados y se identifico un aumento
de repeticiones, mortinatos y fetos momificados, y un ligero aumento de abortos
(Stephano y Gay, 1984; Stephano y Gay, 1985a).

En 1988 se observd orquitis, epididimitis y atrofia testicular con severas
alteraciones en la calidad del semen, asociados a la infeccidén por el paramixovirus
de ojo azul. Para este afio en lechones nacidos bajo un brote, la morbilidad era
del 20 a 50% y la mortalidad oscilaba entre el 89 y 90% (Campos y Carbajal,
1989).

En 1998 se observaron casos severos de esta enfermedad asociados con el virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (VPRRS), donde los parametros
reproductivos mostraron alteraciones mas severas que con el Rubulavirus o
VPRRS solos. En cerdas gestantes se observd anorexia, en algunas, opacidad
corneal y la falla reproductiva afecté diferentes parametros por 2 a 11 meses, con
una media de cuatro meses. Disminuyd el numero de lechones nacidos vivos
(LNV), aumenté el numero de fetos momificados y la mortalidad en lechones, y por
lo tanto el numero de lechones destetados se redujo dramaticamente. También se

incrementod el ndamero de repeticiones, con caida de
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la tasa de parto e incremento en el intervalo de dias de destete a primer servicio,
aumentando los dias no productivos de las hembras. El aborto no ha sido una
caracteristica comun, pero se ha observado en algunas hembras en porcentaje
variable en brotes agudos. También hay marcado incremento en mortinatos y fetos
momificados, lo que consecuentemente causa reduccién en el numero de nacidos

vivos y posteriormente en el numero de nacidos totales (Stephano, 2000a).

También existen reportes de animales que presentan signologia respiratoria como
disnea, tos y estornudos, asociados a la enfermedad del ojo azul, pero estan
asociados a problemas infecciosos bacterianos. Sin embargo se han realizado
aislamientos virales a partir de pulmén y otros érganos (Sanchez —Betancourt et
al., 2004).

PATOGENIA

El virus se transmite a otros animales por la aspiracion de microgotas
contaminadas cuando éste es eliminado a través de descargas nasales (Collier y
Oxford, 2000; lorio et al., 1986; Bowden et al., 2001; Chua et al., 2000), siendo la
ruta natural de infeccion la nasofaringe. Cuando la gota es muy grande queda
atrapada en la mucosa oronasal y el virus busca una célula susceptible para
replicarse, cuando las gotas son muy pequenas el virus ingresa con la aspiracion y

se localiza en los conductos aéreos inferiores (Collier y Oxford, 2000).

La multiplicacion inicial del virus se lleva al cabo en la mucosa nasofaringea y el
tejido linfatico asociado, después se disemina por via aérea a bronquios y
pulmones en donde se vuelve a replicar y de ahi se disemina a todo el organismo
por via sanguinea (Reyes —Leyva, 2004; Stephano et al., 1988b; Allan et al., 1996;
Ramirez-Herrera et al.,, 1997). El ingreso del virus al sistema nervioso central
ocurre a través de las terminaciones nerviosas que se encuentran en la porcion

olfatoria de la mucosa nasal, el virus asciende por los nervios olfatorios a los
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I6bulos olfatorios y al hipocampo, de aqui se disemina al tallo cerebral y cerebelo
donde se replica abundantemente (Allan et al., 1996; Ramirez-Herrera et al., 1997;
Reyes-Leyva et al. 1997b). Aunque, hay propuestas de que el virus ingresa al
sistema nervioso por via sanguinea atravesando la barrera hematoencefalica
(Allan et al. 1996).

Durante la fase de viremia el virus se transporta asociado a eritrocitos vy
monocitos, lo que le permite producir una infeccion sistémica y replicarse en sitios
inmuno privilegiados de érganos linfaticos y reproductores (Reyes-Leyva, 2004;
Hernandez et al., 1998).

RESPUESTA INMUNE

Los anticuerpos y los linfocitos T son los principales sistemas efectores para
resolver la infeccion viral. Los anticuerpos pueden reconocer al virus en forma libre
o células infectadas por el virus, ellos controlan las infecciones neutralizando las
particulas virales o produciendo la muerte de las células infectadas a través de
citotoxicidad mediada por complemento o por células citotdxicas. Los antigenos
importantes en estos procesos son las glicoproteinas de la envoltura viral, y
aunque se producen anticuerpos contra componentes internos del virién éstos no
son importantes en la neutralizacion de la infeccion (Hernandez et al., 1998). Los
Cambios en la estructura o en la expresion de las proteinas de superficie pueden
ser importantes mecanismos mediante los cuales los Vvirus evitan el

reconocimiento y la eliminacion por anticuerpos (Ahmed y Biron, 1999).

En contraste con los anticuerpos, las células T sélo pueden reconocer al antigeno
en la superficie de células presentadoras y en asociacién con las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) del hospedero. El receptor de
linfocitos T reconoce péptidos virales unidos a moléculas celulares. Una
importante consecuencia de este modo de reconocimiento es que los linfocitos T

no pueden reconocer virus libres y su actividad antiviral estd confinada a las
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células infectadas. EI mecanismo primario utilizado por los linfocitos T CD8+ para
controlar la infeccion viral, es eliminar a las células infectadas por el virus. Las
células CD8+ también controlan el crecimiento viral, produciendo citocinas
antivirales como el interferon gamma y el factor de necrosis tumoral, que
interfieren con la replicacion viral. Los linfocitos CD4+ juegan un papel central en
la inmunidad antiviral y participan en el control de la infeccion por medio de
diversos mecanismos. Ellos producen citocinas antivirales, estan involucrados en
la activacion y reclutamiento de macréfagos y ayudan mediante la sintesis de
citocinas, en la produccién de anticuerpos y en la respuesta citotoxica mediada por
linfocitos CD8+ (Ahmed y Biron, 1999).

La respuesta humoral contra el Rubulavirus porcino se inicia con la producciéon de

anticuerpos desde la primera semana posinfeccion. Durante las primeras 4
semanas los titulos se incrementan entre 4 y 6 log® y a partir de la quinta semana
llegan a incrementarse hasta 8.5 log2 (Hernandez et al., 1998). En la infeccidn
natural se han encontrado anticuerpos hasta 18 meses después de presentada la
infeccién (Stephano, 2000a). La inmunidad humoral es de gran importancia en el
control de la diseminacion sistémica de la infeccion ya que titulos elevados de
anticuerpos coinciden con la desaparicion de la viremia (Reyes-Leyva et al., 2004).
Los anticuerpos generados estan dirigidos contra la proteina HN y son capaces de

inhibir la hemoaglutinaciéon y neutralizar la infeccién viral (Hernandez et al, 1998).

Los anticuerpos contra el Rubulavirus porcino pueden ser inducidos utilizando

como antigeno al virus inactivado con formalina y esta inmunidad puede
transmitirse a la camada al vacunar a las cerdas en gestacion. Los anticuerpos
adquiridos pasivamente logran controlar la infeccién y reducir los indices de
morbilidad y mortalidad en la poblacién vacunada (Hernandez-Jauregui et al,
1992).

Ensayos in vitro muestran que los anticuerpos especificos contra el Rubulavirus

porcino o contra determinantes antigénicos de la proteina HN poseen actividad
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neutralizante (Zenteno-Cuevas, 1997). No obstante estos resultados alentadores,
hasta el momento no se ha logrado producir una vacuna que sea lo
suficientemente efectiva para controlar la infeccién en el campo, al respecto han
encontrado que las diferentes cepas del Rubulavirus que circulan en la poblacion
porcina poseen diferencias antigénicas que les permiten evadir la respuesta
inducida por algun otro serotipo viral (Ramirez-Mendoza et al., 1994; Reyes-Leyva
et al., 2002; Sanchez-Betancourt et al., 2004).

En relacion a la respuesta inmune celular, los primeros cambios que se observan
después de la infeccidon es un aumento en el numero de linfocitos T totales (CD3+)
y citotoxicos (CD8+) esto ocurre durante la primera semana, demostrando la
importancia de estas células en el control de la infeccion. Un evento importante es
la identificacion de los indices de estimulacion muy bajos con los mitégenos

concanavalina A y fitohemaglutinina (Hernandez et al., 1998).

Existe una alta susceptibilidad a padecer infecciones secundarias en los animales

infectados con el Rubulavirus porcino y esto puede estar relacionado con la

reduccién en el numero de leucocitos, principalmente de linfocitos CD4+, que
ocurre en la tercera semana posinfeccion (Hernandez et al., 1998); lo que podria
resultar del reclutamiento de células inmunes en los tejidos para participar en el
control de la infeccion (Reyes-Leyva, et al. 2002), esto es sugerido por la
abundancia de células mononucleares observadas en los tejidos infectados
(Ramirez-Mendoza, 1997). Se ha demostrado que los linfocitos CD4+CD8-
estimulados por el virus, se transforman en linfocitos CD4+CD8+, una poblacion
celular abundante en la sangre porcina. Los estudios realizados demuestran que
esta poblacion de linfocitos T responde de manera especifica al virus para
convertirse en células de memoria productoras de citocinas del tipo 2
(principalmente IL-10) inductoras de inmunidad humoral. Este tal vez sea un
mecanismo inducido por los Rubulavirus para modular la respuesta antiviral y
sobrevivir en el hospedero (Hernandez et al., 2001, 2002). Estas células pueden

diferenciarse de las células en reposo por la
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alta expresién del marcador de superficie CD29 y del disacarido Gal3l,3GalNAc
reconocido por las lectinas PNA y de Amaranthus leucocarpus (Hernandez et al.,
2002).

La importancia de la respuesta inmune celular en el control de la infeccion viral fue
evaluada midiendo la capacidad proliferativa de las células mononucleares de
sangre periférica ante un antigeno viral inactivado por calor y ante lectinas
mitogénicas y determinando subsecuentemente el fenotipo de los linfoblastos
proliferantes. Una fase de inmunosupresion fue identificada en los animales
infectados, se mostré que durante la tercera semana de la infeccion se presenta
una disminucién del 19% de linfocitos T, de 28% de linfocitos B y de 53% de
monocitos, en comparacion con los valores promedios observados en los animales
sanos utilizados como testigos (Hernandez et al., 1998). Este fendbmeno puede ser
el resultado de la infeccion de células mononucleares que se han identificado
durante la segunda fase de la viremia, que se presenta durante la infeccién por el

Rubulavirus porcino, la cual ocurre entre los 14 y 21 dias postinfeccién (Reyes-

Leyva, et al. 2004). La identificacion del antigeno viral en el interior de las células
mononucleares circulantes y en las células inmunes de los nddulos linfaticos,
indican que el mismo sistema inmune es blanco de la infeccidn viral, aunque no se
presente una notable alteracion en los mecanismos de respuesta, como ocurre en

los virus verdaderamente inmunosupresores (Reyes-Leyva, 2002).

LESIONES

Las lesiones macroscopicas que se pueden encontrar en las infecciones

ocasionadas por el Rubulavirus porcino son conjuntivitis y diferentes grados de

opacidad de la cornea, principalmente en lechones menores de treinta dias de
edad. En los sementales provoca inflamacion de los testiculos y del epididimo, con
un marcado aumento en el didmetro, debido al edema en casos agudos; cuando el

curso progresa se observa una marcada epididimitis y orquitis. Cuando el
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epididimo es afectado puede tornarse granular y se observa orquitis con fibrosis y
adherencias a la tunica albuginia; ocasionalmente pueden encontrarse
hemorragias en la tunica, epididimo o testiculo (Campos y Carvajal, 1989;
Stephano et al., 1990).

Las lesiones microscopicas se localizan principalmente en cerebro y médula
espinal donde se puede observar encefalitis no supurativa, afectando
principalmente la materia gris del tdlamo, cerebro medio y corteza cerebral;
incluyendo una gliosis difusa y multifocal, infiltracion perivascular de linfocitos,
células plasmaticas y reticulares, necrosis neuronal, neurofagia, meningitis y
coroiditis. También es caracteristico de este virus provocar en las neuronas
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos debido a que es un virus RNA y su
replicacion se lleva a cabo en el citoplasma (Stephano y Gay, 1985a; Ramirez y
Stephano, 1982; Pérez et al., 1988).

En los adultos se observan lesiones histolégicas en el epididimo, que incluyen la
formacion de granulomas espermaticos y degeneracion vacuolar del epitelio del

ducto (Ramirez-Mendoza et al., 1997).

INMUNOPATOLOGIA

Hasta el momento no se han realizado experimentos para conocer la participacion
del sistema inmune en el dafio a los tejidos durante la infeccion por Rubulavirus
porcino. No obstante, observaciones indirectas indican que la respuesta inmune
esta involucrada al menos en dos eventos patoldgicos. Stephano et al., (1988a)
han propuesto que la opacidad de la cornea es una reaccion de hipersensibilidad
mediada por complejos inmunes. La gran respuesta de anticuerpos circulantes
contra el Rubulavirus porcino observada en las infecciones experimentales y la
identificacién de una abundante expresion de receptores virales en el tejido ocular,

hacen suponer que efectivamente hay una deposicion de complejos inmunes en la
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camara anterior del ojo, lo que produce la opacidad corneal. El otro evento es la
formacion del granuloma epididimario que se presenta en los cerdos adultos: Al
parecer el virus llega al epididimo transportado por células inmunes que se infiltran
en el tejido. La abundante replicacion viral en ese sitio y en los conductos
seminiferos producen la atraccion de gran cantidad de células inmunes,
monocitos, linfocitos T y células plasmaticas, que en su afan de destruir las células
infectadas terminan por dafar las paredes de los conductos. Dejando escapar a
los espermatozoides al tejido intersticial, o que genera un circulo vicioso de
activacién celular e incrementé del dafio a los tejidos circundantes (Reyes-Leyva
et al., 2002). El granuloma que se forma puede llegar a ser tan grande que es
aparente a simple vista como un engrandecimiento testicular anormal. El dafio al
tejido puede ser tan importante que induzca la involucion y la atrofia del testiculo

afectado (Ramirez et al., 1997).

DIAGNOSTICO

Se realiza por medio de pruebas serolégicas, siendo la inhibicion de la
hemoaglutinacion (HA) la prueba mas utilizada para determinar la difusion del
virus de la enfermedad del ojo azul EOA en México; aunque también se han
utilizado la sueroneutralizacion (SN), ELISA e inmunoperoxidasa (Morilla et al.,
2000).

Se han hecho diversos estudios para determinar cual es la prueba seroldégica mas
confiable para el diagnéstico, en uno de los cuales se compararon las pruebas de
ELISA, SN e IH en 46 animales después de un brote agudo y se encontré que la
SN tenia una sensibilidad del 89.1%, ELISA de 89.1% e inhibicion de la
hemoaglutinacion del 84.7%; en 35 animales inmunizados con una vacuna
experimental se encontré una sensibilidad de la SN del 94.2%, ELISA 91.4% e IH
de 80%; en 94 animales vacunados que se encontraban en una granja durante un
brote se encontré una sensibilidad de la ELISA del 91.5 % e IH de 98.9 %.
(Hernandez-Jauregui et al., 2002) concluyeron que las mejores pruebas son la SN
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y ELISA y que la IH puede emplearse como prueba de piara ya que detecta a un

pequefo porcentaje de falsos positivos y no asi en casos individuales.

Recientemente, se desarrollé la prueba de inmunoperoxidasa (IP), la cual tiene
ventaja de que se vende como un “kit” listo para usarse y puede ser utilizado
facilmente para el diagndstico en los laboratorios que cuenten con poco equipo; en
un estudio seroldgico se demostro tiene el 100 % de correlacion con la prueba de

seroneutralizacion (SN) (Morilla et al., 2000).

El diagndstico también se basa en la deteccion del virus por medio de
aislamientos virales, inmunofluorescencia indirecta u observacién en tejidos
infectados por microscopia electronica. Las lineas celulares mas utilizadas para
realizar el aislamiento viral, son: Vero (rindbn de mono verde africano), PK-15 (rifidén
de cerdo) (Hernandez et al., 1997), ST (testiculos de cerdo), BHK-21 (riidon de
hamster lactante). En estas células el virus produce el efecto citopatico
caracteristico consistente en la formacién de sincitios; y en las células PK-15
también se han observado cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos (Stephano y
Gay, 1986).

PREVENCION Y CONTROL

Se sabe que este virus se inactiva con agentes quimicos como el éter, formalina y
beta propiolactona o a temperaturas de 56°C en un periodo mayor a 4 horas
(Taylor, 1999) in vitro.

Para el control o eliminaciéon de la enfermedad del ojo azul son necesarias varias
acciones que dependeran del tipo de granja. En el pié de cria es necesario no
mezclar animales de diferentes corrales, eliminar cerdos que presenten la
signologia clinica caracteristica, evaluar a todos los sementales de la granja vy
eliminar aquellos que sean positivos a la enfermedad seroldgica o clinicamente,

utilizar inseminacién artificial por lo menos por seis semanas, intensificar el
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diagnostico de gestacion, con machos y ultrasonido en todas las hembras,
incrementar el numero de servicios en la medida que se incrementen las
repeticiones, cerrar la granja por lo menos durante 16 semanas (Campos y
Carbajal, 1992).

En el area de lactancia es necesario evitar el estrés, reducir el manejo de
animales, no mezclar lechones, mantenerlos secos y a la temperatura adecuada,
de acuerdo a su edad, sacrificar a lechones enfermos, manejar las salas “todo
dentro — todo fuera”, lavar y desinfectar, salas y corrales, cuando salgan todos los

animales (Campos y Carbajal, 1992).

En el sitio dos y tres es necesario evitar el hacinamiento, cuidar la temperatura de
acuerdo a la edad, cuidar la ventilacién, no mezclar animales de diferentes edades
u origen, actuar de forma inmediata en caso de que exista otra enfermedad
(Campos y Carbajal, 1992).

Para prevenir la enfermedad se han desarrollado diversas vacunas, en una de
ellas se utilizé Rubulavirus porcino inactivado y se determinaron los niveles de
anticuerpos en los animales vacunados, mediante la prueba de
sueroneutralizacion; mediante el desafio se comprob6é que hubo el 71 % de
proteccion, conferida a través del calostro, en cerdos destetados a los 4, 28 y 38
dias de edad provenientes de las hembras vacunadas; mientras que el 100% de
los hijos de las hembras no vacunadas murieron al ser desafiados (Fuentes et al.,
1994).

Otro tipo de vacunas se han generado con la implementacion de técnicas
moleculares, en donde Zenteno-Cuevas (1997) identifico los epitopes especificos

de la proteina HN del Rubulavirus porcino, que fueron incorporados a la proteina

OmpC de Salmonella typhi y expresados en bacterias Escherichia coli para

posteriormente ser evaluados en ratones y conejos; estos antigenos
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recombinantes generaron una respuesta de anticuerpos capaces de reconocer y
bloquear la actividad de la proteina HN y en consecuencia la actividad citopatica

del Rubulavirus.

ANALISIS FILOGENETICO

No existe un consenso general sobre cual de las distintas medidas de distancia
genética es la mas apropiada para analisis de aislamientos virales, como en este
caso. No obstante, las correlaciones entre varias medidas de distancia son,
generalmente, bastante altas, particularmente cuando se aplican a poblaciones
locales entre especies. La distancia estandar propuesta por Nei en 1972 ha sido la
mas usada en estudios de evolucién genética de poblaciones naturales (Nei,
1987).

Medidas de distancia basadas en el método estadistico Fst de Wright (Reynolds,
1983) son mas apropiadas para procesos evolutivos a corto plazo como es el caso
de divergencia entre variedades, especialmente si el tamafio efectivo de las

poblaciones varia en el tiempo y entre las razas.

Puesto que las propiedades matematicas y las bases bioldgicas de las distintas
medidas de distancia genética difieren, es comprensible que el uso de las mismas
pueda conducir a diferentes interpretaciones de las relaciones filogenéticas entre
varias cepas, sin poder determinar cual es la mejor "filogenia", es decir, cual de
ellas se acerca mas a la realidad. Cada método asume una serie de
caracteristicas acerca de los datos y de los procesos evolutivos que los generan, y
a veces es imposible saber si las poblaciones muestreadas reunen estas
caracteristicas y si no lo hacen, cuanto se desvian de ellas. Se aconseja calcular
dos o mas distancias genéticas y examinar las similitudes y las diferencias entre
ellas, para determinar en qué grado las conclusiones obtenidas dependen de la

eleccion de la distancia genética y saber si estas conclusiones son robustas.
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El propdsito de los estudios filogenéticos, es la reconstruccion correcta de la
genealogia y la estimacion del tiempo de divergencia entre un grupo de
organismos. Estas relaciones evolutivas son resumidas a través de un arbol
filogenético que consiste en la representacion grafica de nodos y ramas. Los
nodos representan las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) y las ramas
definen las relaciones evolutivas entre los OTUs en términos de ancestro-

descendiente.

Las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) representadas por los nodos
pueden ser especies, poblaciones, individuos o genes (Avise, 1994). Los nodos en
un arbol filogenético son de dos tipos internos y externos. En el esquema 1 los
nodos externos estan representados por los OTUs A, B, C, D y E mientras que el
resto de los nodos son internos y representan las unidades ancestrales de los
OTUs (Wen-Hsiung, 1997).

Las ramas también se clasifican en: ramas internas y externas. Por ejemplo las
ramas principales a los nodos A, B, C, D y E son externas, mientras que las ramas
internas son las que conectan a los nodos internos (esquema 1).

A

E

Esquema 1: Representacion grafica de un arbol filogenético.
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Ademas los arboles filogenéticos pueden tener la presencia o ausencia de una
raiz. En un arbol enraizado existe un nodo particular llamado raiz (R en el
Esquema 2a) que representa el ancestro comun de todos los OTUs bajo estudio.
En cambio, un arbol sin raiz solo especifica las relaciones entre los diferentes
OTUs sin la presencia de un antecesor comun (Esquema 2b).

A

: c N s
/ N\

D B E
E
a) b)
Esquema 2: Representacion grafica de un arbol con la presencia (a) o ausencia

(b) de raiz.

En los estudios de evolucidn, las secuencias de DNA son mucho mas informativas
que las secuencias de las proteinas, porque una gran parte de las secuencias de
DNA no codifican proteinas es decir, que se observan un numero mayor de
diferencias genéticas en las regiones no codificantes del DNA como: intrones,
regiones intergénicas o silenciosas. También las secuencias del DNA revelan una
informacion detallada en los mecanismos de delecion, insercion, transposicion de

genes, conversion de genes y transferencia de genes horizontales (Nei, 1987).

Existen varios métodos estadisticos para construir arboles filogenéticos o
dendrogramas a partir de las secuencias del DNA. Estos métodos pueden ser
clasificados en: métodos de caracter discreto y métodos de distancia. En los
métodos de distancia, las distancias genéticas son calculadas por pares, en todas

las especies y el arbol filogenético se construye usando algoritmos basados en
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alguna relacion funcional entre los valores de distancia (Wen-Hsiung, 1997). La
distancia genética se define como la magnitud de las diferencias génicas o
genodmicas entre poblaciones y es medida con alguna cantidad numérica. El
numero de sustituciones de nucleétidos por sitio o numero de sustitucidon génica
por locus, es una medida de distancia genética (Nei, 1987). Los métodos de
distancia mas comunes son: el método de neighbor-joining (NI) y el método de

medias aritméticas no ponderado (UPGMA).

Actualmente para realizar el analisis filogenético a partir de un gran numero de
datos moleculares existen programas computacionales que permiten calcular
matrices de distancia y algoritmos filogenéticos de una manera rapida (Avise,
1994). Los paquetes de “software” comunmente empleados son: PHYLIP
(disponible por Joseph Felsenstein, University of Washington, Seattle), PAUP
(escrito por David L. y distribuido por lllinois Natural History Survey, Champaign),
BIOSYS-I (Swofford and Selander distribuido por lllinois Natural History Survey,
Champaign) y FREQPARS (Swofford and Berlocher disponible por Smithsonian
Institution, Washington, D.C.).

Dentro del paquete PHYLIP, se encuentran una serie de programas con diferentes
algoritmos que se emplean dependiendo de las caracteristicas de los datos que se

desean procesar. Las subrutinas posibles a usar son:

DNADIST. Emplea 2 diferentes métodos para calcular la matriz de distancias
genéticas. La formula de Jukes-Cantor asume que la tasa de substitucion
nucleotidica (transiciones o transversiones) ocurre con igual probabilidad en un
sitio nucleotidico. El método de Kimura (método de 2 parametros) considera que la
tasa de substitucion nucleotidica transicional es diferente a la tasa nucleotidica
transversional, Este ultimo método es mejor aplicable cuando se estudian
secuencias de DNA mitocondrial debido a que las substituciones nucleotidicas
transicionales son mas frecuentes que las substituciones nucleotidicas

transvercionales (Brown, 1982).
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Neighbor-joining. Con los valores de la distancia genética se construye el
dendograma por el método neighbor-joining que se basa en encontrar
continuamente "vecinos" que pueden minimizar la longitud total de arbol (Wen-
Hsiung, 1997) considerando que la tasa de evolucién no es constante entre los

diferentes linajes bajo estudio.

Segboot. Es una técnica usada como una medida para estimar el nivel de
confianza sobre la agrupacion entre los diferentes OTUs. Se basa principalmente
en hacer un determinado numero de replicas (generalmente 1000) de muestreo
con reemplazamiento es decir, un sitio que es escogido al azar, este sitio puede

ser nuevamente escogido con la misma probabilidad de cualquier otro sitio.

Concense. Esta pequefia rutina generalmente se utiliza como un paso final
después de haber empleado la técnica de muestreo con reemplazamiento
(SEQBOOQT). EIl arbol consenso es calculado por el método "Majority rule" que

permite encontrar con mayor facilidad el arbol con la topologia mas confiable.

Tree view. Es la subrutina que muestra la grafica final del arbol y permite
seleccionar las diferentes formas de presentacion (filograma, radial) que puede
tener el arbol. También esta subrutina es utilizada para la conversion entre un

arbol con o son raiz.

En general, es dificil reconstruir el verdadero arbol filogenético con la informacion
de las poblaciones actuales; los errores que se cometen son los de la topologia o
patrén de ramificacion del arbol. La exactitud del método escogido dependera del

tipo de datos utilizados y de los propdsitos del investigador (Nei, 1987).
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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

Desde 1980 el Rubulavirus porcino ha permanecido en el centro de la Republica

Mexicana, provocando signologia nerviosa, respiratoria y reproductiva,
presentando combinaciones entre éstas, en animales de diferentes edades,
generando millonarias pérdidas econdmicas en la zona Bajio y occidente de
nuestro pais (CONASA, 1995; Sanchez et al., 2004). La secuenciaciéon del gen HN
de diferentes aislamientos del Rubulavirus porcino, permitira identificar la

variabilidad genética que presentan los virus actuales, con respecto al virus LPM
obtenido en 1984 (Moreno-Lépez et al., 1994); ya que mediante ensayos
inmunoldgicos se han reportado diferencias antigénicas (Reyes-Leyva et al. 2002;
Sanchez et al., 2004), y la falta de respuesta vacunal podria estar asociada a la

presencia de variantes antigénicas virales.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar si existen diferencias en la secuencia del gen HN entre diferentes

aislados del Rubulavirus porcino y de ser asi, proponer una vacuna polivalente.

OBJETIVOS

o Estudiar la variabilidad molecular del gen HN del Rubulavirus porcino, entre

diferentes aislados virales.

o Identificar las relaciones moleculares evolutivas entre los diferentes

aislamientos virales.

a Evaluar la respuesta inmune humoral generada por una vacuna polivalente.

o Determinar la eficiencia protectora de la vacuna
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Mediante la secuenciacién del ORF del gen HN de diferentes aislamientos del

Rubulavirus porcino, podremos identificar las variantes moleculares virales que

existen actualmente, debido a los cambios gendmicos que han sufrido los virus a
través del tiempo; esto nos permitira disefiar y evaluar una vacuna polivalente que

ampliara la respuesta inmune hacia las variantes virales existentes.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL Y METODOS
VIRUS

Se utilizaron siete cepas virales aisladas en diferentes afios de la zona bajio y
occidente de la Republica Mexicana, para realizar la secuenciacion del ORF del
gen HN de cada una de ellas y observar si existen cambios en este segmento

gendémico.

Los aislamientos virales obtenidos antes de 1993, son denominados PAC
(GenBank: EF413172), PAC3 (GenBank: EF413173) y PAC4 (GenBank:

EF413174) y fueron obtenidos de cerdos jovenes con signologia nerviosa.

También se utilizé un virus aislado en el afio 2001, obtenido a partir del pulmén de
un cerdo de 90 dias de edad, que presentaba signologia respiratoria (Sanchez-
Betancourt et al.2004) y que es nominado PAC6 (GenBank: EF413175).

Un quinto virus analizado en esta investigacion fue aislado en el afo 2002,
proveniente del encéfalo de un cerdo de 90 dias de edad, que presenté opacidad
corneal y signos nerviosos (Sanchez-Betancourt et al.2004), nominado PAC7
(GenBank: EF413176).

El sexto virus secuenciado fue obtenido del encéfalo de un lechdn menor a 25 dias
de edad con signologia nerviosa y opacidad de la coérnea, en el afo
2002(Sanchez-Betancourt et al.2004), nominado PAC8 (GenBank: EF413177).

Un ultimo virus secuenciado fue obtenido a partir de encéfalo de una hembra
adulta con signologia nerviosa y opacidad de la cérnea, aislado en el afio 2003
proveniente del estado de Jalisco (Sanchez-Betancourt et al.2004), nominado
PAC9 (GenBank: EF413178).

Cada aislamiento viral fue inoculado en un monoestrato de la linea celular Vero,

con 24 horas de formacion, una vez identificado el efecto citopatico y la presencia
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de hemoaglutinacion de eritrocitos de pollo, bovino y cuy, caracteristico de este

virus, se obtuvieron las células en soluciéon PBS estéril, mediante un raspado.

Posteriormente se realiz6 la siguiente metodologia con la finalidad de obtener el
gen hemaglutinina neuraminidasa (HN) de cada uno de los rubulavirus, de los
cuales se secuencio el marco de lectura (ORF) con el objetivo de hacer la

comparacion entre los diferentes virus aislados a través del tiempo.

En los analisis posteriores se incluyeron cuatro secuencias mas obtenidas del
GeneBank, las cuales tienen las siguientes claves de acceso: secuencia C-l
(AY463798), C-ll (AY487249), C-lIl (AY487251) y C-IV (AY487250).

OBTENCION DEL RNA VIRAL.

El primer paso fue obtener el RNA viral, del monoestrato de células infectadas que

presentaron efecto citopatico y hemoaglutinacion; con la siguiente metodologia.

El sobrenadante y las células fueron centrifugados a 4,500 rpm durante 15
minutos a 4°C, posteriormente se resuspendio la pastilla celular en 200ul de PBS
estéril y se adicionan 5 ml de glicogeno, dejandolo durante 4 minutos a 4°C, se
adiciond 1 ml de Trizol y se incub6 a 4°C durante 10 minutos, se agregaron 200yl
de cloroformo, se agité en un vortex por 15 segundos y se incubd a 4°C durante

10 min, se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C.

Se separ6 la fase del RNA en tubos eppendorf, y se adicion6 1 volumen de
isopropanol, se incubd por 15 min a 4°C, y se centrifugd a 12,000rpm durante 10
min a 4°C, se decantd el isopropanol y se lavo la pastilla (RNA) con 200 pl de

etanol al 70%, posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4°C y se
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decantd el etanol hasta dejar secar la pastilla (RNA), una vez secada se
resuspendio en 50 uyl de H,O DEPEC (0.1%) (GibcoBRL.Life Technologies,
December 1996).

TRANSCRIPTASA REVERSA (RT)

Se utilizé el RNA proveniente del paso anterior con la finalidad de obtener el DNA
complementario (cDNA) de la siguiente manera: En 5.8 pl de H,O DEPC se
adicionaron 7ul de RNA, 1 pl de dNTPs y 1.25 ul de primer HNISBR1. Se
introdujo al termociclador a 65°C durante 5 min, y durante 5 minutos se dejo a
4°C. Se adicionaron 4l de Buffer (5x), 1yl de DTT, 1ul de RNAsa Out (40 u/ ml )
y se dejo incubar a 42°C por 2 min. Posteriormente se adicioné 1ul de RT(200
u/ml) transcriptasa reversa y se incub6 a 42°C durante 50 minutos y por ultimo a

70°C por 15 minutos.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacién
inicial a 94°C/4’; 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/30”, alineacion a 54°C/30”
y extension a 72°C/1’; y 1 ciclo de extension final a 72°C/3’. Las reacciones de
amplificacion contenian: 4 ng/ul de ADN templado, 0.5 pM de ambos iniciadores,
0.2 mM de dNTPs, 0.15 mg/ml de BSA, tritén 0.1 %, buffer C 1X (1.5 mM MgCl,),
0.125 U/ul de Taq polimerasa y H,O cbp 20 pl.

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

La evaluacion de los productos de PCR se realizd por electroforesis en geles de
agarosa al 2%, que fueron tefidos con bromuro de etidio, utilizando como
marcador de peso molecular ADN del bacteriéfago A digerido con BstE Il (A/BstEll

100 ng/pl) y visualizados por luz ultra violeta (UV) (ANEXO 1).
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SECUENCIACION

Una vez estandarizada la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa, se
corrieron 10ul del producto de PCR, de cada uno de los aislamientos virales y se

realizé la siguiente metodologia para obtener las secuencias.

PURIFICACION DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO A PARTIR DE GELES DE AGAROSA.

Los productos amplificados de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa
(ANEXO 3) al 1% + TAE 1X, empleando como marcador de peso molecular el

DNA A/BstEll, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados por UV.

Los fragmentos fueron cortados del gel para su purificacion, mediante el método
de perlas de silica, y posteriormente se evalué su integridad mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1 % tefidos con bromuro de etidio (Anexo 1)

y visualizados por luz UV.
La concentracion del ADN se determind en un fluorémetro (Hoefer, DyNA Quant

200) siguiendo las instrucciones del proveedor (Anexo 2).

REACCION DE SECUENCIA

El fragmento purificado de ADN se empled como templado para obtener la

secuencia de nucleétidos correspondientes al ORF del gen HN.

La reaccion de secuenciacion se prepard6 mediante un KIT comercial "BigDye

terminator Cycle Sequencing" (PE, Applied Biosystems Foster, CA USA),
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siguiendo las instrucciones del proveedor (Anexo 4). Se emplearon los siguientes

iniciadores para obtener la secuencia completa del ORF del gen HN.

Nombre
HNISBF1*
HNISBR1*
HNISBF2
HNISBF3
HNISBF4
HNISBF5
HNISBR2
HNISBR3
HNISBR4
HNISBR5

5 3
CTA ACA AGG AGA ACT AGG CC
AAATTC ACC AAG TAGCACTT
ATT CGA GAT CAC TGT CAC TG
TTATTATCT TAG TGA CGG GG
CCG TTACTT TTC AAA CAG AT
AAC ATG CGT TAC AGG AGT AT
ATACTC CTGTAACGCATGTT
TCC ATC TGT TTG AAA AGT AA
CCC CGT CAC TAA GAT AAT AA
TGG ATC ATT GAG TAG CAT TT

Bases
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

La reaccion de secuencia se trabajo por PCR, bajo las siguientes condiciones de

amplificacion: 25 ciclos a 96°C/10 seg, 50°C/5 seg y 60°C/4 min, con un ciclo final

a4°C.

Al término, los reactivos no incorporados en la reaccidn de secuencia se

eliminaron por filtracion a través de columnas de sephadex G50 (Anexo 5).

El volumen recuperado se colocé en un concentrador de DNA (Automatic

SpeedVac AS 160) durante 45 minutos o hasta secarse completamente.

Posteriormente, cada muestra fue cargada en un secuenciador automatico ABI
PRISM, 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems, Foster City USA) para la

lectura de la secuencia del gen HN y la obtencion del electroferograma.
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ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias de nucledtidos de cada muestra se registraron de forma
electronica y en electroferogramas. El primer paso del analisis de la secuencia de
nucleodtidos fue identificar la calidad de la secuencia y eliminar las secuencias no
confiables. Para ello se requirié editar los errores que aparecieron en la lectura
original, a partir de la identificacion de los nucleétidos no definidos en los
electroferogramas,  utilizando el programa  Chromas versiéon  1.62

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) y conservando las regiones de

secuencia de calidad.

Las lecturas obtenidas de las cadenas luego de su analisis y edicion, fueron
empalmadas para construir la secuencia completa del gen HN empleando el
programa Contig Manager (DNAsis 2.6 for Windows) DNA and Protein Sequence
Analysis System. Con este segundo analisis se obtuvo la secuencia consenso del

gen HN del Rubulavirus porcino para cada una de las muestras a examinar,

incluyendo las secuencias con las siguientes claves de acceso al GenBank:
secuencia C-l1 (AY463798), C-Il (AY487249), C-lll (AY487251) y C-IV (AY487250).

Una vez obtenidas las secuencias de los siete virus se realizdé una alineacion para
identificar los posibles cambios en la estructura del gen HN y tomando como
referencia la secuencia del virus LPM (S77541) (Sundqvist et al.,1992).

Con el mismo programa computacional se realizé el analisis de hidrofobicidad de
la proteina en las regiones que presentaron cambios en los aminoacidos, tomando

como referencia la secuencia del virus LPM.

El programa que se utilizé para obtener el dendograma fue PHYLIP (disponible por
Joseph Felsenstein, University of Washington, Seattle) y la subrutina es TREE
VIEW, que muestra la grafica final del arbol y permite seleccionar las diferentes

formas de presentacion del filograma y radial.
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La estructura secundaria del gen HN del los Rubulavirus porcino se predijo

utilizando el programa Swiss-Model, en el cual se us6 una secuencia del gen HN
del virus SV5 (Yuan et al., 2005) y el potencial electrostatico de cada molécula fue

identificado con el programa DeepView 3.7.

ENSAYO DE ANTIGENICIDAD

Se realiz6é el ensayo de virus sueroneutralizacion empleando la técnica descrita
por Cowen y Hitchner (1975). Utilizando una cantidad constante de anticuerpos
conocidos, en diferentes diluciones, confrontadas con el virus conocido homaologo
y heterélogos a una concentracion de 300 DICCsoe, usando el Rubulavirus porcino
cepas PAC2, PAC3, PAC4, PAC6, PAC8 y PACY9, confrontado con suero

hiperinmune anti PAC4 y PAC9, debido a que éstas son las cepas mas distantes

genomicamente con las que contamos (Figura 3).

OBTENCION DE SUERO HIPERINMUNE

Con un titulo viral de 10*°DICC s de los virus PAC4 y PAC9 se inoculd 1ml via
intra nasal sin adyuvante y 2 ml por cerdo via intramuscular utilizando hidréxido de
aluminio como adyuvante, realizando reinfecciones a los 7 y 21 dias después de la
primera inmunizacion por las mismas vias de administracion y a la misma dosis
infectante, en diferentes unidades de aislamiento y con personal asignado a cada

area.

Alos 7, 14 y 21 dias después de la primera inmunizacion se obtuvieron muestras
de sangre en tubos vacutainer sin anticoagulante, para posteriormente recuperar
el suero de cada virus; se utilizo la técnica de inhibicién de la hemoaglutinacién

para identificar la presencia o ausencia de anticuerpos.
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TITULACION VIRAL POR INFECCION EN CULTIVO CELULAR

1.

Se realizaron diluciones décuples de 10™ a 10”° de cada uno de los 6 virus,
con medio de cultivo sin suero.

Se agregaron 50ul de cada dilucién y 50ul de medio de cultivo MEM
(SIGMA M0643) sin suero, a monocapas de cultivos celulares de 24 hrs. de
formacion, previamente preparados en microplacas de fondo plano (NUNC

167008) (se realizd por duplicado para cada virus).

3. Se colocaron en incubacién dentro de una estufa a 37°C.

A los 3 dias de incubacién se tomaron 50ul del sobrenadante y se
aglutinaron con eritrocitos de pollo al 0.5% y se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 min.

A los 6 dias posinfeccion se realizé el mismo procedimiento de aglutinacion
y ademas se realizo la tincion de la placa con cristal violeta (SIGMA No.
Catalogo C3886) para evidenciar el efecto citopatico producido por cada
virus.

El titulo de cada virus se obtuvo utilizando el Método de Karber (Sperman-
Karber, 1981).

TITULACION DE ANTICUERPOS

Los sueros obtenidos de los cerdos inmunizados contra las cepas PAC4 y PACA

fueron inactivados a 56°C por 30 minutos. Se realizaron diluciones dobles con
PBS estéril, quedando diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256 para

cada uno de los sueros. Dichas diluciones se pusieron a reaccionar a volumenes

iguales con 300 DICC 509, de su virus homélogo por 45 minutos a 4°C que se

utilizaron para inocular células Vero con 24 horas de formacion.
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Después de 120 horas se realizo la identificacion de efecto citopatico (ECP) y

hemoaglutinacion caracteristicas presentadas en los virus control y en los pozos

en los cuales las células presentan las mismas lesiones que indican la ultima

dilucién del suero que neutralizé la actividad viral, para obtener el titulo de

anticuerpos presentes en cada suero.

Titulacién de anticuerpos anti PAC4

Dilucion Proporcion  Respuesta Acumulados Proporcion
suero infectados
Numeérica Logaritmica Infectados No Infectados No
Infectados Infectados
1:2 10°° 0/12 0 12 0 20 0/20
1:4 10 ¢ 4/12 4 8 15 4/19
1:8 10 °° 5/12 5 7 12 9/21
1:16 10 2 7112 7 5 12 7 12/19
1:32 10 "* 10/12 10 2 17 2 17/19
1:64 1078 12/12 12 0 22 0 22/22
1:128 10 2! 12/12 12 0 22 0 22/22
1:256 10 24 12/12 12 0 22 0 22/22
DP= %infectados en la dil prox arriba del 50% - 50%

%

21
42.8%
63.1%
89.4%

100%
100%
100%

% infectados dil prox arriba del 50% - % inf dil prox abajo del 50%

DP=63.1 —50% / 63.1% —42.8%= 0.62

Calculo de Punto Final:

Neutralizacién 50% = (DP) (log del factor de dilucién del suero) + (log de la

dilucion mas baja para calcular la dist proporcional)
Neutralizacion 50%=(0.62)(0.3)+0.6=0.786

Antilogaritmo de 10 °"®
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PF=5.011872323
Una Unidad de Anticuerpo =1:5.01187 de suero

Para realizar la VSN cruzada se confrontaron 2, 4, 8, 16, 20 y 32 unidades de

anticuerpos con 300 DICC 50, de cada cepa viral, en volumenes iguales.

Tomando en consideracidn que se deben poner a reaccionar 300 DICC 500, en
0.1ml con dichas de unidades anticuerpos por 24 repeticiones se realizaron los

siguientes calculos:

4 U anticuerpo = (4)(0.1)=0.016 ul de suero PAC4

25
8 U anticuerpo = (8)(0.1) = 0.32 pl de suero PAC4
25
16 U anticuerpo = (16)(0.1)=0.64 ul de suero PAC4
25
20 U anticuerpo = (20)(0.1)=0.016 ul de suero PAC4
25
Titulacién de anticuerpos anti PAC A
Dilucion Proporcion Respuesta Acumulados Proporcion
suero infectados
Numeérica Logaritmica Infectados No Infectados No %
Infectados Infectados
1:2 10703 0/12 0 12 0 22 0/22 0
1:4 10 06 2/12 2 10 2 18 2/20 10
1:8 10 °° 4/12 4 8 13 6/19 31
1:16 10 12 7/12 7 5 11 9 11/20 55
1:32 10 "® 8/12 8 4 15 6 15/21 71
1:64 1078 8/12 10 2 18 2 18/20 90
1:128 10 2! 10/12 12 0 22 0 22/22 100
1:256 10 24 12/12 12 0 22 0 22/22 100
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DP= %infectados en la dil prox arriba del 50% - 50%
% infectados dil prox arriba del 50% - % inf dil prox abajo del 50%

DP=55% —50% / 55% —31%=0.20

Para calcular el punto final de neutralizacion 50% se emplea la siguiente formula.

Neutralizacién 50%= (DP) (log del factor dilucién del suero) + (log de la dilucion

mas baja para calcular la distancia proporcional).

Neutralizacién 50%= (0.20) (0.3)+(0.6)= 0.66
Antilogaritmo de 10 %°

=3.98

1 unidad de anticuerpo =1:3.98

Si el titulo de anticuerpos presente en la muestra fuese arriba de dos logaritmos se
diluye 1:10 en PBS estéril para hacer el ajuste de las unidades de anticuerpos y
obtener 4, 8, 16 y 20 unidades de anticuerpos por placa de células Vero con 300

DICC 509, en volumenes iguales.

Tomando en cuenta que se deben poner a reaccionar 300 DICC 509, en 0.1ml con
2,4, 8,16, 20 y 32 U de anticuerpos por cuadruplicado se realizaron los siguientes

calculos.

4 U anticuerpo = (4)(0.1)=0.016 ul de suero PACA
50
8 U anticuerpo = (8)(0.1) = 0.32 pl de suero PACA
50
16 U anticuerpo = (16)(0.1)=0.64 ul de suero PACA
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50
20 U anticuerpo = (20)(0.1)=0.016 ul de suero PACA

Con estos calculos se obtuvo el stock de suero necesario para confrontarlo con un
volumen igual de virus en un pozo de células Vero con 24 horas de formacion. Los
resultados se observan en la Tabla 5 y estan representados en numero de pozos
infectados y porcentaje de proteccién, del antisuero PAC4 con su virus homologo,
y con los virus PAC2, PAC3, PAC6, PAC8 y PAC9 y del antisuero PAC9 con su

virus homologo y con el resto de los virus.

DISENO EXPERIMENTAL DE LA VACUNA

Una vez identificada la variabilidad de las secuencias entre los diferentes
aislamientos virales se realiz6 una vacuna experimental en la cual se integran en
las mismas concentraciones los aislamientos virales PAC4, PAC6 y PAC9, ya que
cada uno de éstos forma parte de un subgrupo viral con diferentes mutaciones y/o

cambios en los analisis de la estructura proteica.

La vacuna se realizd con virus que presentaban un titulo de 10* DICCsgq, los
cuales fueron inactivados con luz Ultra Violeta a una longitud de onda de 243 NM,

durante 80 minutos.

La inactivacion viral fue evaluada en la linea celular VERO mediante la infeccién
del monoestrato celular de 24 hs de formaciéon en una placa de 24 pozos en la
cual se infectaron 16 pozos con el virus inactivado, 4 con virus vivo y 4 mas se
utilizaron como control de células para corroborar la ausencia de efecto citopatico
(ECP) caracteristico de la infeccidn viral, de manera que estos antigenos al ser
inoculados en animales experimentales no tienen la capacidad de replicarse y por

tanto no causen la enfermedad.
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Esta suspension viral inactivada fue adyuvada con la aplicacion de 1 volumen de
hidroxido de aluminio por cada dos volumenes de suspension, a su vez se
adicion6 una solucién de saponina disuelta en buffer fosfato a una concentracion
final entre 1,2 mg/ml de vacuna. Esta concentracién de saponina respecto a otras
vacunas, ademas de producir su efecto potencializador de la respuesta inmune

reduce los efectos locales asi como el costo del producto vacunal.

Esta mezcla se agité a 4°C durante 6 a 8 horas para lograr el 100% de adsorcién

del virus al adyuvante.

VACUNACION

Con la vacuna descrita previamente se inmunizaron 20 cerdos de 45 dias de edad
provenientes del estado de Sonora, México, de los cuales se obtuvo suero antes
de la vacunacion para verificar la ausencia de anticuerpos contra el Rubulavirus
porcino mediante la técnica de Inhibiciéon de la Hemoaglutinacion (IH); a su vez se
formoé un grupo control de 10 cerdos a los cuales se les dio el mismo manejo y

seguimiento serologico.

Se aplicé 1ml de la vacuna via intramuscular a los 45 y 65 dias de edad, y se
realizaron muestreos serologicos a los 49, 67, 80, 95, 110 y 125 dias de edad para

identificar la curva de anticuerpos vacunales.
A los 88 dias de edad se formaron cuatro grupos de cerdos de los 30 animales

anteriormente descritos, si embargo uno de los del grupo control murié después de

un muestreo, quedando 29 animales que se reagruparon de la siguiente manera:
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Grupo 1. Se formo con 3 cerdos controles negativos sin vacuna, que nos sirvieron
para monitorear el buen manejo entre animales y su posible infeccién a través de

fomites.

Grupo 2. Se utilizaron 16 cerdos vacunados y 2 sin vacuna. Los cuales fueron
desafiados simultaneamente con 1ml de cada una de las 3 cepas virales que

integraban la vacuna, a una dosis infectante de 10* DICCsg, por via intranasal.

Grupo 3. Se utilizaron 4 cerdos vacunados y 2 cerdos libres con la finalidad de
identificar si el virus vacunal no se replicaba y/o eliminaba a través de las

descargas nasales con capacidad infectante.

Grupo 4. Se mantuvieron 2 cerdos libres de infeccion y anticuerpos hasta los 75
dias, los cuales fueron infectados a esta edad con una dosis infectante de 10*
DICCsp% con 1ml via IM y 1ml via oral, de los virus PAC4 y PAC9, un virus por
cerdo, mantenidos en aislamientos diferentes para identificar signos clinicos y las

lesiones a la necropsia (Aluja et al. 2002).

INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

De las muestras sanguineas se obtuvo la mayor cantidad de suero posible, para
esto es necesario, que desde el momento que se obtiene la sangre se mantenga
el Vacutainer sin anticoagulante de forma transversal, una vez obtenido el suero
se inactivan las proteinas del complemento incubando en bafo Maria a 56°C/30

minutos.

Para adsorber y eliminar inhibidores inespecificos de la hemoaglutinacién, los
sueros fueron tratados de la siguiente manera: En una placa de 96 pozos de fondo
en “V” se ponen 200 pl del suero, se adicionan 100 pl de caolin y 100 pl de

eritrocitos de bovino al 5% y se deja incubar a 4°C durante 24 horas.
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Ya adsorbidos los sueros, se depositaron en microplacas de 96 pozos con fondo
en “U”, se agregaron 50 pl de PBS (solucion de fosfatos con pH de 7.2) en todos
los pozos; 50 ul del suero problema (sobrenadante) en la linea “A”, se realizaron
diluciones dobles seriadas de la linea A ala H y se eliminan al final 50 ul. En este

momento se debe considerar que las dos ultimas hileras sirvan como controles (+

y-).

Posteriormente se adicionaron 50 pl de antigeno viral con 8 UHA en cada pozo a
partir de la linea A hasta la H, se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se adicionaron 50 ul de eritrocitos de bovino al 0.5%, en cada pozo.

Por ultimo se deja incubar a temperatura ambiente de 30 a 60 minutos.

Como control positivo se utilizé una hilera por placa de un suero con un titulo
conocido de anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion; PBS, antigeno viral y
eritrocitos. En este caso se considera la muestra como positiva al observar un

botén formado al sedimentarse los eritrocitos.

Como control negativo se adicioné de un suero de cerdo conocido que no

contiene anticuerpos contra el Rubulavirus porcino y se agregd ademas PBS,

antigeno viral y eritrocitos. En este caso como no habia anticuerpos el antigeno se

unioé a los eritrocitos y hubo hemoaglutinacion.

En la prueba de IH se consideré que un suero era positivo cuando presentd un

titulo igual o mayor a 1:16 (Ramirez et al., 1996a).
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SUERONEUTRALIZACION

La muestra de suero fue inactivada a 56° C por 30 minutos.

Se utiliza una microplaca de 96 pozos con fondo plano, estéril, para hacer las
diluciones del suero.

Se colocaron 50 pl de medio sin suero en todos los pozos de la columna 1 a la 10;
se pusieron 50 ul del suero problema en la linea “A” y se homogenizaron para

posteriormente pasar 50 pl a la hilera B y asi sucesivamente hasta la hilera H.

Al final se eliminaron 50 pl. Las diluciones se iniciaron de 1:2 hasta 1:256. Se
colocaron los sueros control positivo y negativo en las ultimas columnas. Se
adicionaron 50 ul de antigeno conteniendo una dosis de 300 DICCsy % previa

titulacion del virus y se incuban por 60 minutos a temperatura ambiente.

Una vez transcurrido este tiempo se transfirieron 100ul de cada linea de pocitos a

una placa con células VERO previamente preparadas.

Se incubd por 72 horas y se transfirieron 50 pl de sobrenadante a una placa de
pocitos con fondo en “U” y se agregaron 50 pl de eritrocitos de bovino al 0.5 %,
para realizar la lectura por actividad aglutinante. A las 120 horas se realizé la

lectura del efecto citopatico que genero el virus.

Resultado positivo: el suero presenta anticuerpos y al unirse con el antigeno no se
observa el efecto citopatico.
Resultado negativo: al no haber anticuerpos en el suero el virus genera efecto

citopatico. Se considera positivo a partir de 1:32 (Ramirez et al.,1996b).
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RESULTADOS

Para cumplir con los objetivos planteados en la presente investigacion fue
necesaria la estandarizacion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) empleando el ORF del gen HN del Rubulavirus porcino. Lo cual se logré

con las siguientes condiciones de reaccion; una temperatura de desnaturalizacion
inicial de 94° C durante 5 minutos, treinta ciclos de desnaturalizacién a 94° C por
30 segundos, alineacién a 54° C y una extensién a 72° C por 1 minuto, por ultimo

un ciclo de extensién final a 52° C por 5 minutos (Figura 1).

ALINEACION DE LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

Al comparar los 1729 nucledtidos correspondientes al ORF del gen HN de cada
uno de los aislamientos, se identificé que el virus PAC4, presentd un 99 % de
similitud con respecto al virus LPM, presentd solo 2 mutaciones en la posicién 465,

mutando una T por una C y en la posicion 1158, mutando una C por una T (Tabla

1).
El virus PAC3 present6é 24 mutaciones en diferentes puntos del genoma; el PAC2
tuvo 21 mutaciones; PAC6 y PAC7 presentaron 22 mutaciones exactamente en

las mismas posiciones.

El virus PAC8 presentd un total de 20 mutaciones, de las cuales todas

correspondieron a las que presentaron los virus PAC6 y PAC7 (Tabla 1).

El virus PAC9 presentd 21 mutaciones (Tabla 1) con respecto al virus de

referencia (Tabla 1).

El virus Clll present6é 23 mutaciones respecto al virus LPM, lo cual fue equivalente

a un 2% de diferencia (Tabla 1).
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El virus CIV fue el que mas mutaciones presentd respecto al virus de referencia
aislado en 1984, siendo 36 nucledtidos los que difirieron de la secuencia de

referencia (Tabla 1).

El virus CI present6 23 mutaciones similares al virus CllII, siendo el virus Cll el que

presentd 21 mutaciones, con un patron similar al PAC 2 (Tabla 1).

PrRoTEINA HN

De los 576 aminoacidos (a.a) que codificaron a la proteina HN, formada por los
1729 nucledtidos, se observa (Tabla 4) que los virus PAC6 y PAC7 tuvieron los

mismos 12 aminoacidos diferentes respecto al virus LPM.

El virus PAC8 tuvo 11 aa diferentes con respecto al virus LPM. El virus PAC3
presenta 8 aa diferentes, de los 576; sin embargo, a nivel de bases fue el que

presenté mayor numero de mutaciones, después de Cll (Tabla 1y 4).

El virus PAC4 presenta solo 1 aa diferente, ya que una de sus mutaciones fue

silenciosa, siendo éste el mas cercano al virus LPM (Tabla 4).

El virus PAC2 presenta 9 aminoacidos diferentes con relacion al virus de

referencia, mientras que a nivel de bases presenté 20 mutaciones.

El virus PAC9 presentd 12 aa diferentes, junto con PAC6 y PAC7 fueron los que
presentan mayor numero de aminoacidos diferentes, sin embargo el virus CIV
presenta 13 aminoacidos diferentes con respecto al virus LPM, siendo el CIV a

nivel de nucleétidos y aminoacidos, el mas variante. (Tabla 1y 4; Figura 2y 3).

Se observa que los virus PAC6 y PAC7 no presentaron ningun aminoacido

diferente entre si, lo cual equivale a un 100% de similitud (Tabla 1 y 4).
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En la primer columna de la Tabla 3, el virus CIV presenta 13 aminoacidos
diferentes con respecto a al virus LPM, ocho aminoacidos diferentes hacia los
virus C-lll, C-ll, PAC2 y PACS, siendo los virus PAC6, PAC7 y PAC9 los que
presentaron mayor numero de aminoacidos diferentes con respecto al virus LPM,

después del virus C-IV, el cual fue el virus que mas modificaciones tiene (Tabla 3).

El virus C-I presentd seis aminoacidos diferentes con respecto al virus LPM vy el
virus PAC4 fue el mas cercano, con solo un aminoacido diferente, siendo ambos
los que presentan los dos mas altos porcentajes de similitud al virus LPM, 98.9% y

99.8% respectivamente (Tabla 3).

Los virus PAC2 y PAC3 presentaron el mismo numero de aminoacidos
modificados por tal motivo se observa en la tabla que el porcentaje de similitud
entre estos fue del 100% (Tabla 3).

El virus que mayor numero de aminoacidos diferentes present6 fue el virus C-IV
cuando fue comparado con los virus PAC6, PAC7 y PAC9, en donde se observa la
mayor variabilidad en el numero de aminoacidos alcanzando un 96.7% de

similitud, lo cual equivalié a 19 aminoacidos diferentes (Tabla 3).

Los virus PAC6 y PACY7 solo tuvieron un aminoacido diferente al virus PAC8 y los
tres presentaron menos de tres aminoacidos diferentes con respecto al virus PAC9
(Tabla 4). Siendo éste un subgrupo viral que presentod practicamente el mismo
numero y posicién de las mutaciones (Tabla 4 y Figura 3). No asi para los virus C-
[I'y C-lll con respecto a los virus C-l'y C-1V, los cuales presentaron entre ellos gran

variabilidad en la posicion de las mutaciones (Tablas 1y 4).

43



RESULTADOS

CAMBIOS EN EL POTENCIAL ELECTROSTATICO

En el analisis del potencial electrostatico se observo que el virus PAC3 presentd
un aminoacido diferente (T223) con respecto a los virus LPM, PAC9 y C-IV (A223)

lo cual modificd de carga positiva (azul) a carga negativa (rojo) (Figura 6).

El aminoacido E456 de PAC9 presenta carga negativa, lo cual generdé que en una
zona altamente positiva, como se observa en las tres moléculas restantes (LPM,
PAC3 y C-1V), haya una modificacion a carga neutra, la cual se observa de color

blanco (Figura 6).

Los virus PAC9, C-IV y LPM presentan el aminoacido A291 que representa una
zona positiva, la cual se observa de color azul, sin embargo el aminoacido cambio
en la molécula PAC3 a D291, lo cual generd que esa region se volviera negativa
(Figura 6).

La molécula del virus C-IV presenta un cambio de aminoacido (E347) que no
presentaron los virus LPM, PAC3 y PAC9 (Q347) y que también modificé el

potencial electrostatico de la regién de carga positiva a carga negativa (Figura 6).

El virus PAC9, en esta vista tridimensional de la molécula, se observa que tiene
una zona altamente positiva en comparacion con LPM, PAC3 y C-IV, lo cual esta
generado porque presentd un cambio del aminoacido K514. Cabe destacar que
PAC9 presenté cambio en dos aminoacidos en esa region (S511 y K514) que no
presentaron los tres restantes, lo cual provocé que el cambio de ambos

aminoacidos generen una carga positiva en esa region (Figura 6).
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PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA

La estructura tridimensional del gen HN del virus LPM esta conformada por
enlaces tipo B, que consisten en una estructura asimétrica basada en seis
cadenas [ antiparalelas, organizadas en forma de barril con un sitio activo en su

region central.

La Figura 6 muestra el dominio formado por los residuos 128 — 576 de la proteina
HN. Los residuos 1 al 127 fueron ignorados por la prediccién del programa, ya que
el equivalente en aminoacidos de la estructura SV5 HN no se ha cristalizado, los
cuales corresponden al dominio citoplasmico y transmembranal (Yuan et al.,
2005).

La estructura secundaria del gen HN del Rubulavirus porcino se predijo utilizando
el programa Swiss-Model, en el cual se us6 una secuencia de la proteina HN de
otros paramixovirus como referencia. En este alineamiento se pudo observar la
variacién de los aminoacidos entre secuencias, los cuales estan localizados en

diferentes sitios a lo largo de la proteina (Tabla 4).

Todos los aminoacidos involucrados en los sitios activos con actividad
neuraminidasa no se modificaron y se han mantenido en otros paramixovirus
como el SV5, NDV y HuPIV-3 en los cuales ya ha sido cristalizada su proteina HN
(Protein Data Bank accession: 1Z4W and 1Z50).

Cuando la mutacion es detectada en el analisis, se colorea de color rojo,
identificando la mayoria de los aminoacidos modificados expuestos al solvente,
por esta razon nosotros concluimos que las regiones expuestas estan

involucradas en cambios en el potencial antigénico (Figura 6).
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Al identificar los cambios de aminoacidos del gen HN de los diferentes virus
analizados, encontramos que de acuerdo a las predicciones de los epitopes
realizadas por Zenteno-Cuevas (1997) con tres algoritmos diferentes de la
secuencia del gen HN del virus LPM. En el primer algoritmo llamado Hoop-Wood
existen dos cambios de aminoacidos, uno de ellos localizado en la regién 249-254
en la cual se observa un cambio de Valina (V) a Isoleucina () en la posicion 252, y
el segundo cambio en la region 498-503 en la cual cambia una Treonina (T) a
Isoleucina (l) en la posicién 500, estos cambios de aminoacidos, de acuerdo con el
programa caen en dos regiones consideradas altamente antigénicas (Zenteno et
al., 1997).

En las predicciones realizadas con el segundo programa llamado Parker, se
observaron cambios de aminoacidos en tres epitopes diferentes, el primero se
encuentra en la region del aminoacido 251-266, observando un cambio en la
posicion 256 (V a I) y en la posicion 264 N a T (Niacina a Treonina); la segunda
region en la cual cambié un aminoacido va del residuo 450-461, en donde hay una
sustitucién de L (Leucina) a R (Arginina) en la posicién 450 y un segundo cambio
de una G (Glicina) a E (acido glutamico) en la posicién 456. La tercer region
antigénica que mostré un cambio en aminoacido es del residuo 477-486 en la cual
hubo un cambio de una S (Serina) a | (Isoleucina) en la posicion 484 (Zenteno et
al., 1997).

Un tercer programa utilizado por Zenteno et al., fue Welling, el cual predijo nueve
regiones antigénicas, de las cuales tres presentaron cambios de aminoacidos con
respecto al virus de referencia (LPM), la primer regidon va del residuo 252-260
considerada altamente antigénica, en la cual hubo un cambio de aminoacido de V
(Valina) a | (Isoleucina) en la posicion 252; La segunda region que presentd un
cambio es la que esta constituida entre los residuos 488-501, la cual presentd un
cambio de T (Treonina) a | (Isoleucina) en la posicién 500; la tercera regién que

presentd cambio en un aminoacido es la que va del residuo 516-532, en donde se
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observd que en la posicion 526 hay un cambio de T (Treonina) a A (Alanina)
(Zenteno et al., 1997).

ENSAYO DE ANTIGENICIDAD USANDO EL RUBULAVIRUS PORCINO, CEPAS PAC2, PACS3,
PAC4, PAC6, PACS8 Yy PAC9, CONFRONTADO CON EL ANTISUERO PAC4 Yy PACA.

Las respuestas antigeno-anticuerpo obtenidas del ensayo de sueroneutralizaciéon

utilizando antisuero PAC4 y PAC9 fueron los siguientes:

En la Tabla 5.1 se observan los resultados de la confrontacion del antisuero PAC4
contra el virus PAC4 (reaccion homdloga). Ante 2U de anticuerpos se presento un
83% de proteccién; ante 4U de anticuerpos, de los 24 pozos infectados hubo una
proteccion del 91.6%; ante 8, 16, 20 y 32 unidades de anticuerpos la proteccion

fue del 100% de los pozos.

En la Tabla 5.2 se observan los resultados de la confrontacion del suero PAC4
con el virus PAC2, en donde con 2 y 4 U de anticuerpos se infectaron solo 10 de
los 24 pozos, lo cual indica un 58% de proteccion; sin embargo a 8 U de
anticuerpos se infectaron 8 de 24 pozos, lo cual indica que hubo un 66% de
proteccion. Para la concentracion de anticuerpos a 16, 20 y 32 Unidades hubo un

porcentaje de proteccion del 75%.

En la Tabla 5.3 el porcentaje de proteccién de los anticuerpos anti PAC4
confrontados con el virus PAC3, al utilizar 2 y 4 U de anticuerpos fue del 58%, lo
cual equivale a solo 10 pozos infectados; con 8U y 16U de anticuerpos hubo un
75% de proteccion, es decir, se infectaron 6 de 24 pozos; con 20 y 32 U de
anticuerpos el porcentaje de proteccion fue de 83%, lo cual equivale a tan solo 4

pozos infectados.
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En la Tabla 5.4 se observa el porcentaje de proteccion del antisuero PAC4
confrontado con el virus PAC6, en donde se observd que ante 2 y 4U de
anticuerpos se infectaron solo 10 pozos, lo cual equivale a un 58% de proteccion.
A 8 y 16U de anticuerpos el porcentaje de proteccién fue del 66% lo cual equivale
a 8 de 24 pozos infectados; ante 20 y 32U de anticuerpos el suero protegié 18 de

24 pozos, es decir, 75% de proteccion.

En la Tabla 5.5 se confrontaron los anticuerpos anti PAC4 con el virus PACS8; a2y
4U y 8U de anticuerpos se observd un porcentaje de proteccién del 58% (10
infectados). Ante 16U de anticuerpos existiéo un 66% de proteccion (8 infectados).
Y ante 20 y 32U de anticuerpos se observaron solo 6 pozos infectados, lo cual

equivale a 75% de proteccion.

El ultimo virus confrontado con el antisuero PAC4 fue el virus PAC9, en donde
ante 2, 4 y 8U de anticuerpos hubo 10 pozos infectados, es decir hubo 58% de
pozos protegidos contra la infeccion viral. A 16U y 20U de anticuerpos hubo 66%
de pozos protegidos, es decir 16 pozos; y ante 32 U de anticuerpos hubo un 75%

de proteccién (Tabla 5.6).

La confrontacién del antisuero PAC9 contra su virus homélogo (PAC9) se observa
en la Tabla 5.7, en donde ante 2, 4 y 8U de anticuerpos el porcentaje de pozos
protegidos fue del 91%. La reaccién a 16, 20 y 32U de anticuerpos protegi6 al

100% de los pozos.

En la Tabla 5.8 se observa el porcentaje de proteccion del antisuero PAC9
confrontado con el virus PAC2, en donde hubo 58% de proteccién ante 2 y 4U de
anticuerpos, lo cual equivale a 10 pozos infectados. Ante 8U de anticuerpos el
porcentaje de proteccién fue del 66%, es decir se infectaron 8 pozos. Ante 16U y
20U de anticuerpos hubo 75% de proteccion; y ante 32 U de anticuerpos 83% de

proteccion.
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La confrontacion del antisuero PAC9 con el virus PAC2 mostré que ante 2, 4 y 8U
de anticuerpos se infectaron 8 pozos, es decir, hubo 66% de proteccién. Ante 16U
de anticuerpos se observo 75% de proteccidn y ante 20 y 32U de anticuerpos

83%, lo cual equivale a 4 pozos infectados (Tabla 5.9).

La Tabla 5.10 muestra los porcentajes de proteccion del antisuero PAC9
confrontado con el virus PAC4, en donde, ante 2 y 4U de anticuerpos existidé un
66% de proteccion, lo cual equivale a 8 pozos infectados. Ante 8U de anticuerpos
se infectaron s6lo 6 pozos, lo cual representa 75% de proteccion. Ante 16, 20 y

32U de anticuerpos hubo 91% de proteccion, es decir solo 2 pozos se infectaron.

La confrontacion del antisuero PAC9 con el virus PAC6 se muestra en la Tabla
5.11 en donde se infectaron 6 pozos ante 2 U de anticuerpos, lo cual equivale a un
75% de proteccion. Seis pozos cuando la concentracion fue ante 4U de
anticuerpos, es decir hubo 75% de proteccién. Ante 8U de anticuerpos hubo 83%
de proteccién y ante 16, 20 y 32U de anticuerpos el 100% de los pozos tuvieron

proteccion.

En la Tabla 5.12 se muestra que al confrontar el antisuero PAC9 con el virus
PAC8 hubo 75% de proteccion ante 2 y 4U de anticuerpos; ante 8U de anticuerpos
el porcentaje de proteccion fue del 83% y ante 16, 20 y 32U de anticuerpos hubo

100% de proteccion.
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RESULTADOS DE LA VACUNACION

La prueba seroldgica utilizada fue inhibicion de la hemoaglutinacion en todos los
muestreos. La primera serologia proveniente de los lechones de 33 dias de edad,

es decir antes de la vacunacion, fue negativa al Rubulavirus porcino (Figura 7).

La Figura 8 representa la grafica correspondiente al monitoreo serolégico de los
cerdos 4 dias después de la primera vacunaciéon, en la cual se observa que del
cerdo 5 al 15, con excepciéon del cerdo 11, fueron positivos, asi como los cerdos
17 y 18.

En la Figura 9 se muestran los titulos de anticuerpos a los 67 dias de edad, es
decir, 3 dias después de la segunda vacunacion, en la cual se observa una

seropositividad al Rubulavirus porcino del 100%, en donde 4 de 20 animales

alcanzaron titulos de anticuerpos de 1:128; 11 de 20 cerdos alcanzaron un titulo
de anticuerpos de 1:64, tres sueros presentaron un titulo de 1:32 y los dos

restantes un titulo de 1:16.

La siguiente serologia realizada a los 80 dias de edad, es decir a los 36 dias
después de la primer vacunacion, presentd un incremento de una dilucion en la
mayoria de los sueros, en donde se puede observar que los cerdos 10, 12 y 15
presentaron titulos de anticuerpos (IH) de 1:256; nueve cerdos mas presentaron
titulos de 1:128; 7 cerdos titulos de 64 y s6lo uno presentd un titulo de 1:32
(Figura 10).

SEROLOGIAS DE LAS REAGRUPACIONES

La Figura 11 muestra la primer serologia después de la reagrupacion de los
cerdos, es decir 41 dias después de la primer vacunacién. Este grupo 2, esta
formado por los animales 1-16 de los muestreos anteriores y dos cerdos control

negativo, sin vacuna que provienen del grupo control. Todos los cerdos de este
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grupo fueron desafiados a los 88 dias de edad como se indica en material y
métodos. Se observa un incremento, en titulos IH, de una dilucion mas con
respecto al muestreo anterior, alcanzando titulos de anticuerpos de 1:512 en 6
cerdos, de los cuales uno de ellos (el 18) es un animal no vacunado-desafiado; los
siete sueros correspondientes a los animales 2, 4, 9, 10, 13, 16 y 17, presentaron
titulos de anticuerpos de 1:256, siendo este ultimo el suero proveniente del otro
cerdo no vacunado-infectado. Los cinco sueros restantes presentaron un titulo de
anticuerpos de 1:128. Al realizar el monitoreo del virus en los animales 1, 4, 5, 9,
17 y 18, mediante la obtencién de un hisopo nasal, se observé que los animales 1,
5, 17 y 18 se encontraban diseminando el virus en el momento de la toma de la
muestra; sin embargo, fue negativa en los animales 4 y 9.

En la Figura 12 se observa la serologia (IH) del Grupo 2, a los 66 dias posteriores
a la primer vacunacion, es decir, 22 dias post-desafio; en donde los anticuerpos,
en la mayoria de los animales, disminuyen una dilucion en comparacién con el
muestreo de los 51 dias post-vacunacion. Los sueros de los cerdos numero 6y 8
se mantuvieron a un titulo de 512, los sueros de los animales 2-10, excepto el 6 y
8, presentaron titulos de 1:256, asi como los sueros 17 y 18 correspondientes a
los animales infectados. Los sueros 1 y del 12-16 presentaron titulos de
anticuerpos de 1:128, y el suero del cerdo 11 fue el que presento el titulo mas
bajo, con 1:64. En este momento los cerdos 1y 18 se encontraban diseminando el

virus, ya que fue positiva la prueba de PCR hacia el Rubulavirus porcino.

La ultima serologia correspondiente al Grupo 2 es representada en la Figura 13,
en donde se observan los anticuerpos de los 18 cerdos a los 125 dias de edad, es
decir 81 dias post-vacunacion. Siete sueros presentaron titulos de anticuerpos de
1:256, ocho sueros con titulos de 1:128 y el resto un titulo de 1:64. Y se detecto

por PCR que los cerdos 1, 9 y 18 eran positivos al Rubulavirus porcino. Los

resultados del Grupo 1 no se representan en las figuras debido a que fue el Grupo
control sin vacuna ni desafio y siempre se mantuvieron negativos serolégicamente

y antigénicamente (PCR).
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Figura 14. Corresponde a los resultados serolégicos de los cerdos no desafiados
(Grupo 3), formado por 4 animales vacunados y 2 no vacunados. Este grafico
representa los titulos seroldgicos 53 dias post-vacunacion (97 dias de edad), en la
cual se observa que los sueros provenientes de los cerdos 1, 2 y 4 presentaron
titulos de anticuerpos de 1:128. El suero del cerdos 3 presenta un titulo de 1:64 y
los cerdos 5 y 6 no presentan anticuerpos. Las muestras de suero e hisopo nasal

de los 6 cerdos fueron negativas con la técnica de PCR.

La Figura 15 muestra los resultados seroldgicos del Grupo 3 a los 68 dias post-
vacunacion (112 dias de edad), en donde se observan titulos de anticuerpos de
1:64 en los cerdos 1 y 3. Los cerdos 2 y 4 presentaron un titulo de 1:128. Los
cerdos 5 y 6 son serolégicamente negativos. Las muestras de suero e hisopo

nasal que se analizaron por PCR fueron negativas al Rubulavirus porcino.

La Figura 16 muestra los resultados de los titulos de anticuerpos del Grupo 3 a los
83 dias pos-vacunacion (127 dias de edad), en la cual se observa que los titulos
de anticuerpos de los sueros de los animales 1, 2 y 4 son de 1:64 y el cerdo 3 fue
el que presentd el titulo mas bajo, con 1:32. Los sueros provenientes de los cerdos
5 y 6 fueron negativos, asi como las muestras de suero e hisopo nasal que se

analizaron por la técnica de PCR.

En la figura 17 se observa la curva de los titulos de anticuerpos, expresados en
logaritmo base 10, durante toda la evaluacién de la vacunacidon y después del
desafio. Se observa que a partir de la primer serologia post vacunacion hay
incremento de anticuerpos que alcanzan titulos logaritmicos de 1.5. En la
serologia a los 80 dias de edad, es decir, 36 dias post vacunaciéon se encontraron
titulos de anticuerpo de 2.4; alcanzando los titulos mas altos (2.7 log10)a los 7 y
22 dias post desafio. El descenso de la curva de anticuerpos fue hasta los 125
dias de edad. Por otro lado es importante mencionar que los anticuerpos del
Grupo 3 (no vacunado-ni desafiado), se comportan como los anticuerpos mas

bajos del Grupo 2 (desafiado), interpretado con los puntos de color anaranjado.
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SIGNOS CLINICOS Y LESIONES DE LOS CERDOS INFECTADOS

Los dos cerdos del Grupo cuatro fueron separados en diferentes aislamientos a
los 80 dias de edad, e infectados con diferente cepa a una concentracion de 10*
DICC, para conocer la signologia clinica y lesiones generadas por la replicacién

viral, mostraron lo siguiente:

El cerdo inoculado con la cepa PAC4 presentd los primeros dos dias anorexia y
fiebre de 39° C. Del dia 3 al dia 8 presentd anorexia y depresion con temperatura
rectal de 37-38° C. A partir del dia 8 se observo hiperexitabilidad y el consumo de
alimento aparentemente aument6. Ante la presencia de movimientos o ruido se
movia bruscamente de un lado a otro y sin coordinacion, golpeando las paredes.
Durante los siguientes dias continud la hiperexitabilidad y a los 130 dias de edad
ya se identificaba un retraso del crecimiento evidente, en comparacion con los
cerdos de los otros grupos experimentales.

Lesiones macroscopicas y microscopicas encontradas en pulmén: presentd
edema y hemorragia intensos en los septos interlobulillares, algunas zonas
(lobulillos) mostraron engrosamiento de los septos alveolares por infiltracion de
leucocitos mononucleares, incipiente hiperplasia linfoide peribronquiolar vy
perivascular, moderara hiperplasia de células caliciformes en el epitelio

bronquiolar.
Las lesiones en las tonsilas fueron: dilatacién de moderada a severa de las criptas,
que contenian exudado, donde predominaron las células muertas y el material

hialino. En algunas partes del epitelio de las criptas hubo migracion linfocitaria.

Las lesiones cerebrales que se observaron fueron, una discreta astrogliosis, en la

sustancia blanca que sugiere encefalitis no supurativa leve.

53



RESULTADOS

El cerdo infectado con la cepa PAC9 no presentd hiperexitabilidad ni retraso en el
crecimiento, como el cerdo infectado con la Cepa PAC4. Presento fiebre de 38.5°
C los primeros dos dias de infeccion y hasta el dia seis presenté anorexia, sin
ningun otro signo clinico posterior durante los siguientes dias. A partir del dias 12
post- infeccion mostré tos moderada y disnea, que desaparecié 10 dias después.
A la necroscopia se observé espuma en traquea que sugiere la presencia de
edema pulmonar y zonas de consolidacion de 1cm. de circunferencia en la porcion
distal de los l6bulos pulmonares, abarcando un 15 % de dafo en el parénquima
pulmonar. Los resultados histopatolégicos demuestran hemorragias en septos
interlobulillares, congestion severa y generalizada con zonas de atelectasia, y en
otras zonas edema alveolar y hemorragia, asi como zonas con engrosamiento de

septos alveolares moderada.

En las tonsila se encontré6 deplesion linfoide (+), dilatacion y elongamiento de
criptas, el epitelio de una cripta mostré necrosis y en otras criptas hubo

cantidades moderadas de exudado.

Los nédulos linfaticos mostraron edema en el hilio y en el curso de los senos
corticales; reduccion de la poblacion linfoide (++), especialmente en los centros

germinativos.
El cerebro mostré congestion moderada, gliosis difusa en la substancia blanca,

discreta infiltracion linfocitaria en leptomeninges, focos de gliosis en la sustancia

gris, en la capa de células de Purkinje, generando una encefalitis no supurativa.
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Los reportes clinicos de los brotes del Rubulavirus porcino en los diferentes afos

indican que ha incrementado la virulencia (Stephano 2002) y esto se ha visto con
los brotes atipicos que actualmente afectan con altas mortalidades y signos
nerviosos a credos de engorda (Sanchez et al., 2004), asi como a hembras
reproductoras con opacidad corneal y signos nerviosos ocasionados por el virus
PAC9.

Se han detectado diferencias antigénicas mediante la utilizacion de la técnica de
inhibicion de la hemoaglutinacion (IH), al confrontar los mismos aislamientos
virales utilizados en ésta investigaciéon (Sanchez et al., 2004), contra sueros

obtenidos de animales seropositivos al Rubulavirus porcino. Encontrando los

mismos resultados antigénicos entre los virus PAC6 y PAC7; al realizar la
alineacion entre secuencias se observa que ambos virus presentan la misma

secuencia nucleotidica (Tabla 1).

La glicoproteina HN del Rubulavirus porcino, al igual que las hemaglutininas de

otros paramixovirus, estda anclada a la membrana viral por la porcion amino
terminal; mientras que la regidn que contiene al extremo carboxilo terminal se
encuentra en la superficie de la envoltura viral (Zenteno et al., 1997) y por tal
motivo esta expuesta, es decir, la mayoria de las mutaciones que codificaron para

nuevos aminoacidos se encuentran expuestas en la superficie viral.

Con el presente estudio se confirma a través de la seroneutralizacion cruzada que
las diferentes secuencias del gen HN generan anticuerpos que no protegen en su
totalidad contra virus heterélogos. Y se observa que existen diferentes subgrupos
virales, uno de ellos formado por los virus PAC6 a PAC9 que presentan 9

mutaciones iguales entre ellos. Los virus PAC2 y PAC3 constituyen otro subgrupo
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que puede incluir los virus CI-CIV. El tercer subgrupo puede estar constituido por

el virus LPM y PAC4 que presentan la mas alta identidad.

Las diferencias encontradas en la secuencia de proteinas observadas en el gen
HN, pueden estar asociadas a la alta o baja neurovirulencia de algunos de los
aislamientos (Reyes-Leyva et al., 2002). Adicionalmente, el analisis estructural de
la proteina HN contribuyo a identificar que los cambios de neurovirulencia entre los
diferentes virus esta asociado a la superficie altamente negativa, lo cual sugiere
que esto reduce la neurovirulencia, a su vez la proteina HN del virus PAC9
presenta carga altamente positiva y por tal motivo incrementa la neurovirulencia en

este virus (Figura 6).

Asociado al cambio en el potencial electrostatico, es importante destacar que los
aislamientos del Rubulavirus porcino conservan la secuencia de aminoacidos
NRKSCS (residuos 233-238) (Sundqvist et al., 1992; Lawrence et al., 2004) y el

sitio activo conformacional (residuos R+73, Ra1s, Rs03, Y531, E400, Ess2 and D1g7), lOS

cuales representan los sitios de unién del acido sialico y los sitios activos con
actividad neuraminidasa de los paramixovirus (Crennell et al., 2000; Connaris et
al., 2002; Lawrence et al., 2004; Yuan et al., 2005). También los cambios en los
aminoacidos As11S y Es14K presentes en los virus PAC6-PAC9, que juntos
generan el incremento de carga positiva de la proteina HN, sin duda esto puede
incrementar la neurovirulencia de este subgrupo viral, ya que una mutacién similar
Es35K que también ocurrid en un sitio de accesibilidad, ha sido implicada en el
incremento de la neurovirulencia y de la actividad neuraminidasa de variantes del

virus de la parotiditis humana (Reyes-Leyva et al., 2007).
Un estudio previo en donde se comparoé la secuencia del virus LPM y los virus ClI,

Cll'y CIV, indico que existen diferencias de antigenicidad y de neurovirulencia en

pruebas de infectividad celular y en ratones. Sin embargo, aparentemente no
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existieron cambios en la signologia clinica de animales infectados naturalmente.
(Paniagua-Buelnas 2000).

Por otro lado, el presente estudio incluye 12 virus aislados durante 19 afios, seis
de esos virus presentan siete mutaciones (Vaszl, NogaT, LasoR, GaseE, Sasal, Tsool
and Ts26A) en sitios antigénicos de la proteina HN del virus LPM (Zenteno-Cuevas
et al., 2007). Una de las sustituciones de aminoacidos (Vasol and NggsT) esta
localizada dentro de un epitope altamente inmunogénico constituido por los
residuos 251-267 (YVATRSETDYYAGNSPPQ) (Zenteno-Cuevas et al., 2007).
Este resultado sugiere que las mutaciones Vaszl and Ngss T presentes en los virus
PAC6-PAC9 pueden estar asociadas con la variabilidad antigénica. Esto puede
afectar el resultado de las pruebas de laboratorio que detectan anticuerpos
(Nordengrahn et al., 1999), lo cual se confirmé con los resultados obtenidos en la

prueba de seroneutralizacion cruzada.

Se han realizado diferentes estudios con diversas vacunas elaboradas en
Laboratorios de Investigacién (Correa et al., 2001; Correa et al., 2002; Fuentes
1994; Hernandez et al., 1990; Hernandez-Jauregui et al., 1994; Iglesias et al.,
1994; Martinez et al., 1995) y farmaceéuticos en nuestro pais, que han dado
buenos resultados. Sin embargo, cuando realizamos un muestreo piloto (datos no
mostrados) con 20 animales vacunados con una vacuna comercial y 20 animales
con otra de las vacunas que se encuentran en el mercado, se encontré falta de
reconocimiento de los anticuerpos, similar a lo reportado por Solis et al., 2001 y
Martinez et al.,, 2001, en donde las vacunas comerciales presentaron menor
eficiencia que la generada por su grupo de investigacion, al realizar las pruebas
serologicas. Los resultados del ensayo antigénico de esta investigacién, nos
sugiere que la produccidn de anticuerpos esta dirigida hacia el antigeno de
exposicion; de tal manera que cuando usamos otro aislamiento para la
identificacion de anticuerpos los resultados no son los deseable debido a la falta

de reconocimiento de anticuerpos contra virus heterdlogos, es decir, anticuerpos
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generados por una cepa distinta a la usada en la confrontacién, como lo reportado

por Reyes-Leyva et al., 2002 y por Sanchez-Betancourt et al., 2004.

Los resultados obtenidos con la vacuna polivalente, con la concentracion viral y el
adyuvante descrito en la seccién de material y métodos, nos permite demostrar
que el sistema inmune de los cerdos vacunados, comenzs a generar anticuerpos
detectados a partir de los cinco dias post-vacunacion (Figura 8), similar a lo
reportado por Mercado et al., (1997), en donde los cerdos con mejor condicién

corporal fueron los que presentaron una mejor respuesta del sistema inmune.

Una vez desafiados los animales, a los 88 dias de edad, se detect6 un
incremento de una dilucién logaritmica mas arriba de los titulos de anticuerpos
anteriormente obtenidos, esto indica que la respuesta inmune generada por la
infeccion de virus vivo, fue mucho mejor que la generada por el virus inactivado,
asociado a que una tercera exposicion con el antigeno mejord la produccion de

anticuerpos (Figura 11) (Correa et al., 2001)

Los cerdos numeros 17 y 18 integrantes del grupo 2 (vacunados-desafiados)
demuestran que por si solo, el virus vivo y su recirculacion dentro de un grupo de
animales, es capaz de generar titulos de anticuerpos de 1:256 y 1:512, similares a
los generados en el resto de los virus que ya habian tenido dos exposiciones
previas al antigeno inactivado (Figura 11). Los cerdos 1, 5, 17 y 18 se
encontraban diseminando el virus a través de las descargas nasales y
reinfectaban a otros animales, generando en la mayoria de ellos una constante
produccion de anticuerpos, encontrando el virus aun 15 dias después en los
cerdos 1y 18( Coba et al., 2004).

A los 110 dias de edad se observa una disminucion de una dilucién en el titulo de

anticuerpos, quiza asociada al secuestro de estos en los tejidos de mayor dano,

ocasionado por la replicacion viral. Ya que hasta los 125 dias de edad, el virus
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seguia circulando en los cerdos 1, 9y 18 Grupo 1, identificando que los cerdos 17
y 18 podian ser los reservorios del virus, asi como los transmisores cuando los
anticuerpos circulantes intentaban controlar al virus recién infectante en los cerdos
vacunados (Figuras 12 y 13). Esto fue similar a lo que reporta Coba et al., 2004,
en donde solo de los cerdos desafiados, se logré realizar el aislamiento viral del

Rubulavirus porcino.

La curva de anticuerpos representada en la Figura 17, demuestra que Ia
inmunizacion con la vacuna realizada en el DPAC, genera anticuerpos que
protegen contra una dosis infectante de 10* DICC, de los virus PAC3, PAC4 y
PACS9, ya que los cerdos del Grupo 2 no presentaron signologia clinica sugerente
a la enfermedad del ojo azul, durante todo el periodo de muestreo, incluyendo los
dias post-desafio. Esto se hace mas evidente, ya que el Grupo 3 (no vacunado-si
desafiado), presentaron signos clinicos y lesiones evidentes de la infeccién por el

Rubulavirus porcino.

Con los resultados del Grupo 3 (4 vacunados y 2 negativos no desafiados)
(Figuras 14-16) se demuestra que el virus vacunal, no fue capaz de replicarse una
vez inoculado como vacuna en el organismo de los cerdos. Ya que en las
muestras de suero e hisopo nasal de los cerdos 1-4 no se encontrd la presencia
del antigeno a través de la técnica de PCR y los dos cerdos controles sin vacunar
(cerdos 5 y 6), no presentaron anticuerpos en los posteriores monitoreos
serologicos, aun estando en contacto con los cerdos vacunados. Lo mismo
sucedié en un experimento realizado por Coba et al., (2004), en donde se observo
que a partir de muestras de los animales vacunados no desafiados, no se logro

realizar el aislamiento viral.
Las lesiones que se observan en el cerdo inoculado con el virus PAC4 (Grupo 4)

sugieren un diagnostico morfolégico de neumonia intersticial hemorragica y

neumonia linfoproliferativa. La migraciéon linfocitaria nos indicé un diagndstico
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morfologico de tonsilitis supurativa y deplesion linfoide. En los nddulos linfaticos
hubo reduccion de la poblacion linfoide el cual sugiere un deplesion linfoide como
diagndstico, similar a lo reportado por Martinez et al., (1985), Pérez (1989),
Stephano et al., (1985b), Stephano et al., (1986), Stephano et al., (1988b)

Las lesiones observadas en el cerdo inoculado con el virus PAC9 (Grupo 4)
sugieren un diagnostico morfolégico de neumonia intersticial hemorragica. Las
lesiones en tonsilas indican un diagndstico morfolégico de tonsilitis supurativa y
deplesion linfoide asociado a las lesiones en noddulos linfaticos similar a lo
reportado por Pérez (1989), Stephano et al., (1985b), Stephano et al., (1986),
Stephano et al., (1988b).

Estos resultados histopatoldgicos indican que las dos cepas virales, aunque
presenten cambios gendomicos, antigénicos y de virulencia (anteriormente
descritos) siguen generando las lesiones caracteristicas de una infeccion causada

por el Rubulavirus porcino, como hace mas de 20 afos.
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Se pudo observar que los aislamientos virales son representados graficamente de
acuerdo al afio de su aislamiento, en donde los virus obtenidos antes de 1993 se
encuentran mas ligados al virus LPM, aislado en 1984. El andlisis filogenético de
los aislamientos virales obtenidos durante 19 afos, indica que las mutaciones han
derivado de un ancestro comun (LPMV) y que generan 3 grupos virales
relacionados, uno de ellos formado por los virus PAC6 a PAC9 que presentan 9
mutaciones iguales entre ellos. Los virus PAC2 y PAC3 constituyen otro subgrupo
que puede incluir los virus CI-CIV vy el tercer subgrupo que esta constituido por el

virus LPM y PAC4 que presentan la mas alta identidad.

Los cambios en el potencial electrostatico e hidrofobicidad de algunas zonas de
las moléculas de los diferentes aislamientos virales, son ocasionados por el
cambio de algunos aminoacidos que se encuentran en zonas altamente

antigénicas; a su vez, los resultados obtenidos en la prueba de seroneutralizacion

cruzada, determinan que hay variantes antigénicas de los Rubulavirus porcino
secuenciados, dada por una evolucion natural del virus que deriva en la presencia

de cepas con diferente virulencia.

Las variantes del Rubulavirus porcino encontradas en esta investigacion

responden una gran cantidad de incognitas que existen sobre el control de la
enfermedad y la falta de proteccién por parte de las vacunas que hay en el
mercado. Esto sera el resultado del espectro antigénico que contenga cada
vacuna, ya que se demostré la deficiente capacidad protectora de los anticuerpos
confrontados contra virus heterélogos, que comunmente se detecta en la

evaluacioén de las vacunas comerciales.

Lo anterior nos hace sugerir que es necesario, el monitoreo antigénico de las

cinco zonas porcicolas de nuestro pais, con la finalidad de detectar la variabilidad
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viral y la diversidad antigénica de cada region; esto nos permitira controlar la
enfermedad del ojo azul mediante la produccion de vacunas polivalentes que
confieran una proteccion del 100% contra todas las cepas virales existentes en

México.
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TABLAS

TABLA 1. ALINEACION DEL MARCO DE LECTURA ABIERTO (ORF) DEL GEN HN

Secuencia Inicio Fin Similitud Diferencias % similitud
LPM 1 1729

PAC 2 1 1729 1709 20 98
PAC 3 1 1729 1705 24 98
PAC 4 1 1729 1727 2 99
PAC 6 1 1729 1709 22 98
PAC 7 1 1729 1707 22 98
PAC 8 1 1729 1707 20 98
PAC 9 1 1729 1708 21 98
Cc-1 1 1729 1708 21 98
C-11 1 1729 1706 23 98
C-111 1 1729 1706 23 98
C-1v 1 1729 1693 36 97

Detalle de la alineacion del nucledétido 1 al 400.

LPM. txt 1 atgtctcaattagggactgatcaaatcatgcaccttgctcagccagccattgcaaggcgcacatggaggctctgettccggatetttgetttatttatee
PAC2.txt 1
PAC3.txt

PAC4.txt

PAC6 . txt

PAC7 .TXT

PAC8.txt

PAC9. txt

Cl.txt

Cll.txt

Clll.txt

CIV.txt

LPM.txt

PAC2.txt

PAC3.txt

PAC4.txt

PAC6 . txt

PAC7 .TXT

PAC8.txt

PAC9. txt

Cl.txt

Cll.txt

Clll.txt

ClV.txt

LPM.txt 201
PAC2.txt 201
PAC3.txt 201
PAC4.txt 201
PAC6 . txt 201
PAC7.TXT 201
PAC8.txt 201
PAC9. txt 201
Cl.txt 201 ...
Cll.txt 201 ...
Clll.txt 201 ...
CIV.txt 7 o
LPM.txt 301 gaaatgtctattctcaccgccattcgagatcactgtcactgccctgattgttcatctgecctgccccaccagacaaatgctactcaatgatccacgatata
PAC2.txt 301
PAC3.txt 301 ..g
PAC4.txt 301
PAC6.txt 301
PAC7.TXT 301
PAC8.txt 301
PACY.txt 301
Cl.txt 301
Cll.txt 301
Clll.txt 301
CIV.txt 301
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Continuacion. Detalle de la alineacién del nucleétido 401 al 1000.

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4 . txt
PAC6.txt
PAC7 .TXT
PAC8.txt
PAC9.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
ClV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6 . txt
PAC7 .TXT
PAC8.txt
PAC9. txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6.txt
PAC7.TXT
PAC8.txt
PAC9. txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6.txt
PAC7 . TXT
PAC8.txt
PACY.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll._txt
CIV.txt

LPM.txt

PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4 . txt
PAC6.txt
PAC7 . TXT
PAC8.txt
PAC9.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll. txt
ClV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4 . txt
PAC6 . txt
PAC7 . TXT
PAC8.txt
PAC9.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

401

tgagtggtgtcaatcagtttattggggccccaacagagagcataaatatcacatttggacctttgttcggtattccaagctttatccctacatcaacaac
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Continuacion. Detalle de la alineacién del nucleétido 1001 al 1600.

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4 . txt
PAC6.txt
PAC7 . TXT
PAC8.txt
PAC9.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
ClV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4 . txt
PAC6 . txt
PAC7 . TXT
PAC8.txt
PAC9.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4 . txt
PAC6.txt
PAC7 .TXT
PAC8.txt
PAC9.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
ClV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6 . txt
PAC7 .TXT
PAC8.txt
PAC9. txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6.txt
PAC7.TXT
PAC8.txt
PAC9. txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6.txt
PAC7 . TXT
PAC8.txt
PACY.txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

tcacaccatacaatgccactgtgaggtgtgcaatggctcagectcaattttcccaacgagcagctgectectattacceecgttacttttcaaacagaty
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Continuacion. Detalle de la alineacién del nucleétido 1601 al 1729.

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6 . txt
PAC7.TXT
PAC8.txt
PAC9. txt
Cl.txt

Cll.txt
Clll.txt
ClV.txt

LPM.txt
PAC2.txt
PAC3.txt
PAC4.txt
PAC6.txt
PAC7.TXT
PAC8.txt
PACY.txt
Cl.txt
Cll.txt
Clll.txt
CIV.txt

1601
1601
1601
1601
1601
1601
1601
1601
1601
1601
1601
1601

1701
1701
1701
1701
1701
1701
1701
1701
1701
1701
1701
1701

ccacctgcttccgtgatacggatacagggaaaatctattgcattacaatagctgaattagggaaagtgctacttggtgaatttcagattgtacccttctt

a

78




TABLAS

TABLA 2. NUMERO DE DIFERENCIAS Y PORCENTAJES DE SIMILITUD ENTRE LAS

DIFERENTES SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS DE LOS AISLAMIENTOS DE LOS RUBULAVIRUS

PORCINO ESTUDIADOS.

LPM | PAC2 | PAC3 | PAC4 | PAC6 | PAC7 | PAC8 | PACY9 | CI Cll Clil_| ClvV
LPM | - 98.8 |98.6 [99.8 |98.7 |98.7 |98.8 |98.7 [98.7]98.698.6 979
PAC2 |20 |- 99.7 1989 [98.3 983 984 984 |99.0|98.8|98.9 982
PAC3 124 |4 - 98.7 [98.2 |98.2 [98.3 |98.3 |99.098.8|98.9 982
PAC4 | 2 18 22 - 98.8 1988 [98.9 |98.9 [98.9]98.7|98.7|98.0
PAC6 | 22 |28 30 20 - 100 | 99.8 |99.8 |98.4]98.3|98.3|975
PAC7 | 22 |28 30 20 0 - 99.8 199.8 [98.4]98.3|98.3|975
PAC8 | 20 |26 28 18 2 2 - 99.8 985984984 |97.6
PAC9 | 21 |27 29 19 3 3 3 - 98.4198.3|98.3|97.6
Cl 21 |17 17 19 27 27 25 26 - 99.7 199.7 |1 98.4
Cll 23 |20 20 21 29 29 27 28 5 - 99.5|98.2
Cir 123 |19 19 21 29 29 27 28 4 7 - 98.3
Civ. 136 [30 30 34 42 42 40 41 27 |30 |29 |-

TABLA 3. NUMERO DE DIFERENCIAS EN AMINOACIDOS Y PORCENTAJES DE SIMILITUD

ENTRE LAS DIFERENTES SECUENCIAS DE LOS AISLAMIENTOS DE LOS RUBULAVIRUS.

LPM | PAC2 | PAC3 | PAC4 | PAC6 | PAC7 | PAC8 | PACY9 | CI Cll Clil_| CIV
LPM | - 986 986 [99.8 |97.9 [979 |98.0 979 [98.9]98.6|98.6|97.7
PAC2 | 8 - 100 | 98.7 | 975 | 975 |97.7 |975 [99.3]98.7]98.998.0
PAC3 | 8 0 - 98.7 975 |975 |97.7 | 975 ]99.3|98.7]98.9|98.0
PAC4 | 1 7 7 - 98.0 198.0 [98.2 |98.0 |99.1|98.7|98.7|979
PAC6 | 12 |14 14 11 - 100 [99.8 |99.6 [979]975]975|96.7
PAC7 |12 |14 14 11 0 - 99.8 1996 [979[975|975]96.7
PAC8 | 11 |13 13 10 1 1 - 994 198.0|97.7|97.7]96.8
PAC9 |12 |14 14 11 2 2 3 - 97.9 1975|975 | 96.7
Cl 6 4 4 5 12 12 11 12 - 99.1 1 99.3|98.4
Cll 8 7 7 7 14 14 13 14 5 - 98.7 | 97.9
Cil 18 6 6 7 14 14 13 14 4 7 - 98.0
Cv 113 |11 11 12 19 19 18 19 9 12 111 |-

Las dos tablas fueron obtenidas con el programa Clone Mgr. 7.0 y representan la cantidad de bases
y nucledtidos diferentes entre todas las secuencias, asi como los porcentajes de similitud entre

éstas.
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TABLA 4. ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LA PROTEINA HN DE LOS AISLAMIENTOS DE
RUBULAVIRUS PORCINO ESTUDIADOS

MS“LETDQIMHLAQPRI
MSQLGTDQIMHLAQPAI

MSQLGTDQIMHLAQPAI
LGTDQIHHLAQPRI

WTFDVQAMLSIS 3
WIPDVQAMLSISNQLIYTTSITLPLKI

100 110 120

STTEMSILTAIRDHCHCFDCSS
STTEMSILTAIRDHCHCPDCS

STTEMSILTAIRDHCHCPDC

wl B

0000 —
130 140 150 160

LADuth J!LnMFTIQ AS DuSPLL
CADGGHSNQYLAMGTIQSASDGSFLL
CADGGHENQYLAMGTI ASDGSPLL
CADGGHENQYLAMGTIQSASDGSPLL|
CADGGHSNQYLAMGTIQSASDGSPLL
GHENQYLAMGTI ASD PLL|
CADGGHSNQYLAMGTIQSASDGSPLL
CADGGHENQYLAMGTIQSASDGSPLL|
NQYLAMGTIQSASDGSPLL
GGHSNQYLAMGTIQSASDGSPLL
CADGGHSENQYLAMGTIQSASDGSPLL|
CADGGHSNQYLAMGTIQSASDGSPLL

NGWVML
NGWVML
HGWVML
HNGWVML
NGWVML
NGWVML
HNGWVML

TLYNEYLLFPAY
TLYNEYLLFPA

Pu\u,uTLYNEYLLFPAEuuHQQILANQ“uEINUFFTF&NATV
PGVGSGTLYNEYLLFPAYGGMQQILANQSGEINQFFTPYNATV

PEGVGSGTLYNEYLLFPAYGG JQILANQSGEINQFFTPYNATV

NGWVML
HGWVML

FLPNEMVMMG
PLPNREMVMMG

PLPHNEMVMMG
FPLPNEMVMMG

SLVAAGGLDSMSERMAPVNYL
SLVAF\GGLDS
TELVAAGGLDSMSERMAFVNYL
SLVAAGGLDEMSERMAPVNYLE
TELVAAGGLDSMSERMAPVNYLES
BGTELVAAGGLDSEMEERMAPVN Y LA

EYYLSDG‘.’NRKSC IJ\'»".’PG'
YYL;DFVHF?

"TLYNEYLLFPA)uFHQQILAN”C EINQFFTFYNAT
TLYNEYLLFPAYGGMQQILANQSGEINQFFTPYNATV
TLYNEYLLFPAYGC

QILANQSGEINQFFTPYNATVRCAMA

170 is80 190

SPPQOLLTLVFSNDTIIERTIHPTGLE
SPPQQOLLTLVFSNDTIIERTIHPTGL
PPQQLLTLVFSNDTIIERTIHPTG
PPQQLLTLVFSNDTIIERTIHPTGL
SPPQQLLTLVFSNDTIIERTIHPTG
SPPQQLLTLVFSNDTIIERTIHPTG
SPPQOQLLTLVFSNDTIIERTIHPTGLS
PPQQLLTLVFSNDTIIERTIHPTGLE
PPQQLLTLVFSNDTIIERTIHPTGLE
PPOQQLLTLVFSNDTIIERTIHPT
PPQOLLTLVFSNDTIIERTIHPTG
JSPPQQLLTLVFSNDTIIERTIHPTG

| SQRAAASYYPRYFENRWIR
PUFEURRAASY!PRYFSNRHIF

EWWPYPLLYQ
SWWPYPLLY Q‘J{'LH
SWWPYPLLYQVGLN

SWWPYPLLYQ
SWWPYPLLY
SWWPYPLLY

p22 p23 p24
T

RAAASYYPRYFSNRWIR
RARASYYPRYFSNRWIR

QPAAYTTTTCFRDTDTG
QPAAYTTTTCFRDTDT

c ITInELuK"’LLuEE‘I.JI"PFLFEIFI DERY
{I¥CITIAELGEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY

QP AAYTTTTCFRDTDTGRKIYCITIAELGEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY)

QPAAYTTTTCFRDTDT

IYCITIAELGEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY

SLLSKTYLLSKEOPAAYTTTTCFRDTDTGEIYCITIAELGEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY
SLLSKTYLLEKBMOPAAYTTTTCFRDTDTGKIYCITIAELGKVLLGEFQIVPFL IKI RY
SLLSKTYLLSKEEOPAAYTTTTCFRDTDTGEIYCITIAELGKVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY

SLLSKTYLLSKMOQPAAYTTT

ITIAELGEKVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY

QPAAYTTTTCFRDTDTGRIYCITIAELGEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY
SLLSKTYLLSKROPAAYTTTTCFRDTDTGEIYCITIAELGKEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY

SLLSKETYLLSEWQPAAYTTTTCFRDTDT

{IYCITIAELGEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY

SLLEKTYLLEKEQPAAYTTTTCFRDTDTGEI ITIAELGEVLLGEFQIVPFLREIKIQSRY)
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Tabla 5. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE ANTIGENICIDAD CRUZADA

Tabla 5.1 SUERO ANTI PAC4 + VIRUS PAC4 (REACCION HOMOLOGA)
Dilucién Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion
2 U de anticuerpos 4/24 4 83.3
4 U de anticuerpos 2/24 2 91.6
8 U de anticuerpos 0/24 0 100
16 U de anticuerpos 0/24 0 100
20 U de anticuerpos 0/24 0 100
32 U de anticuerpos 0/24 0 100

Tabla 5.2 SUERO ANTI PAC4 + VIRUS PAC2
Dilucion Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion

2 U de anticuerpos 10/24 10 58
4 U de anticuerpos 10/24 10 58
8 U de anticuerpos 8/24 8 66
16 U de anticuerpos 6/24 6 75
20 U de anticuerpos 6/24 6 75
32 U de anticuerpos 6/24 6 75

Tabla 5.3 SUERO ANTI PAC4 + VIRUS PAC 3
Dilucion Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion

2 U de anticuerpos 10/24 10 58
4 U de anticuerpos 10/24 10 58
8 U de anticuerpos 6/24 6 75
16 U de anticuerpos 6/24 6 75
20 U de anticuerpos 4/24 4 83
32 U de anticuerpos 4/24 4 83
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TABLAS

Tabla5.4 SUERO ANTI PAC4 + VIRUS PAC6
Dilucién Respuestas
Proporcion Infectados % Proteccion

2 U de anticuerpos 10/24 10 58
4 U de anticuerpos 10/24 10 58
8 U de anticuerpos 8/24 8 66
16 U de anticuerpos 8/24 8 66
20 U de anticuerpos 6/24 6 75
32 U de anticuerpos 6/24 6 75

Tabla 5.5 SUERO ANTI PAC4 + VIRUS PAC8
Dilucion Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion

2 U de anticuerpos 10/24 10 58
4 U de anticuerpos 10/24 10 58
8 U de anticuerpos 10/24 10 58
16 U de anticuerpos 8/24 8 66
20 U de anticuerpos 6/24 6 75
32 U de anticuerpos 6/24 6 75

Tabla 5.6 SUERO ANTI PAC4 + VIRUS PAC9
Dilucion Respuestas
Proporcion Infectados % Proteccién

2 U de anticuerpos 10/24 10 58
4 U de anticuerpos 10/24 10 58
8 U de anticuerpos 10/24 10 58
16 U de anticuerpos 8/24 8 66
20 U de anticuerpos 8/24 8 66
32 U de anticuerpos 6/24 6 75
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TABLAS

Tabla 5.7 SUERO ANTI PAC9+ VIRUS PAC9 (REACCION HOMOLOGA)
Dilucién Respuestas
Proporcion Infectados % Proteccion
2 U de anticuerpos 2/24 2 91
4 U de anticuerpos 2/24 2 91
8 U de anticuerpos 2/24 2 91
16 U de anticuerpos 0/24 0 100
20 U de anticuerpos 0/24 0 100
32 U de anticuerpos 0/24 0 100
Tabla 5.8 SUERO ANTI PAC9 + VIRUS PAC2
Dilucion Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion
2 U de anticuerpos 10/24 10 58
4 U de anticuerpos 10/24 10 58
8 U de anticuerpos 8/24 8 66
16 U de anticuerpos 6/24 6 75
20 U de anticuerpos 6/24 6 75
32 U de anticuerpos 4/24 4 83
Tabla 5.9 SUERO ANTI PAC9 + VIRUS PAC3
Dilucion Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion
2 U de anticuerpos 8/24 8 66
4 U de anticuerpos 8/24 8 66
8 U de anticuerpos 8/24 8 66
16 U de anticuerpos 6/24 6 75
20 U de anticuerpos 4/24 4 83
32 U de anticuerpos 4/24 4 83
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TABLAS

Tabla 5.10 SUERO ANTI PAC9 + VIRUS PAC4
Dilucién Respuestas
Proporcion Infectados % Proteccion

2 U de anticuerpos 8/24 8 66
4 U de anticuerpos 8/24 8 66
8 U de anticuerpos 6/24 6 75
16 U de anticuerpos 2/24 2 91
20 U de anticuerpos 2/24 2 91
32 U de anticuerpos 2/24 2 91

Tabla5.11 SUERO ANTI PAC9 + VIRUS PACG6
Dilucion Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion

2 U de anticuerpos 6/24 6 75

4 U de anticuerpos 6/24 6 75

8 U de anticuerpos 4/24 4 83

16 U de anticuerpos 0/24 0 100

20 U de anticuerpos 0/24 0 100

32 U de anticuerpos 0/24 0 100

Tabla5.12 SUERO ANTI PAC9 + VIRUS PACS
Dilucion Respuestas
Proporcién Infectados % Proteccion

2 U de anticuerpos 6/24 6 75

4 U de anticuerpos 6/24 6 75

8 U de anticuerpos 4/24 4 83

16 U de anticuerpos 0/24 0 100

20 U de anticuerpos 0/24 0 100

32 U de anticuerpos 0/24 0 100
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FIGURAS

FIGURAS

FIGURA 1. AMPLIFICACION DEL GEN HN DEL RUBULAVIRUS PORCINO DEL VIRUS PACA4.

M52.1° 53.3°56.4°58.4° 60.3°

Buffer C

Buffer D

Se observa la amplificacion del gen HN con un peso molecular de 1729 pares de bases con un
rango de temperatura de 52.1° C a 58.4° C con buffer C, y de 52.1° C hasta 60.3° C con buffer D.

FIGURA 2. ARBOL FILOGENETICO REALIZADO A PARTIR DE LOS NUCLEOTIDOS DEL GEN HN
DE LOS RUBULAVIRUS PORCINO ESTUDIADOS.

PAC2
L pacs
LPM
[ PAC4
PAC6
,-r[ PAC7
N I_PACS
PAC9
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Cll
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El virus PAC4 es la primer variante del virus LPM, de éste se forma un subgrupo viral PAC6 a PAC9
que estan relacionados con los virus Cl a Clll. Los virus PAC2 y PAC3 estan en otra rama del arbol,
asi como el virus CIV que es el mas distante. Obtenido con el programa Clone Manager. Version
7.0.
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FIGURAS

FIGURA 3. ARBOL FILOGENETICO REALIZADO A PARTIR DE LOS AMINOACIDOS DEL GEN HN
DE LOS RUBULAVIRUS PORCINO ESTUDIADOS.

PAC6
PAC7

PAC8
PAC9

Se observa un subgrupo viral ligado al virus LPM, integrado por los virus PAC2, PAC3, CI, Cll' Y
Clll, otro grupo formado por los virus PAC6 a PAC9, y el virus CIV el que presenta mayor distancia
evolutiva. Realizado con el programa Clone Manager 7.0.

civ

FIGURA 4. DENDOGRAMA REALIZADO A PARTIR DE LOS NUCLEOTIDOS DEL GEN HN DE
LOS RUBULAVIRUS PORCINO ESTUDIADOS.

C-IV
\
\
\\
\
\_\
cl N\
can .\ \
\
c \‘“\x \ LPM
S
___paca
g Ry . < e
PAC3—__  _—
pac2 ”
PACS -
PACY
PAC6
e PAC7

Realizado con el programa Phylip, subrutina DNAdist.
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FIGURAS

FIGURAS5. RESULTADOS DE HIDROFOBICIDAD

FIGURA 5.1 HIDROFOBICIDAD DEL AMINOACIDO 260 AL 268
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Hidrofobicidad del virus LPM

Se observa cambio de hidrofobicidad entre éstas dos imagenes con el método Kyte-Doolittle (KD)

en la region de los aminoacidos 260 al 268, asociado al cambio del aminoacido N264 a T264.
Realizado con el programa Clone Manager 7.0.
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FIGURAS

FIGURA 5.2 HIDROFOBICIDAD DEL AMINOACIDO 290 A 300
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Hidrofobicidad del LPM

Se observa cambio de hidrofobicidad entre éstas dos imagenes con los calculo de KD (Kyte-
Doolittle), HW (Hopp-Woods) y SE (Surface-Exposure) en la regiéon de los aminoacidos 290 al
300, asociado al cambio del aminoacido A291 a D291 y del aminoacido V298 a 1298.

Realizado con el programa Clone Manager 7.0.
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FIGURAS

FIGURA 5.3 HIDROFOBICIDAD DEL AMINOACIDO 378 A 385
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Hidrofobicidad del virus PAC9
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Hidrofobicidad del virus LPM, CI, ClII, ClIl, CIV, PAC2, PAC3, PAC6, PAC7 y

PACS.

Se observa cambio de hidrofobicidad entre éstas dos imagenes con los métodos de KD (Kyte-
Doolittle), HW (Hopp-Woods) y SE (Surface-Exposure) en la region de los aminoacidos 378 al
385, asociado al cambio del aminoacido Q382 a H382. Realizado con el programa Clone

Manager
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FIGURAS

FIGURA 5.4 HIDROFOBICIDAD DEL AMINOACIDO 430 A 440
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Hidrofobicidad del virus LPM

Se observa cambio de hidrofobicidad entre éstas dos imagenes con los métodos de KD (Kyte-
Doolittle), HW (Hopp-Woods) y SE (Surface-Exposure) en la region de los aminoacidos 430 al

440, asociado al cambio de los aminoacido P436 a L436. Realizado con el programa Clone
Manager 7.0.
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FIGURAS

FIGURA 5.5 HIDROFOBICIDAD DEL AMINOACIDO 450 A 460
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Hidrofobicidad del virus LPM

Cambia la hidrofobicidad por la sustitucion de a.a.L450 a R450 y G456 a E456. Realizado con el
programa Clone Manager 7.0.
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FIGURAS

FIGURA 5.6 HIDROFOBICIDAD DEL AMINOACIDO 455 A 465

-4.0]

+4.0
+3.0]

-3.0J
1.00]

0.24]

Hidrofobicidad de los virus

-4.0]

457

PAC2, PAC3, CI,CIII,CIV

460

462

+4.0
+3.0]

-3.0]
1.00]

0.24]

Hidrofobicidad del virus ClI

-4.0]

457

460

462

KD

HW

SE

KD

HW

SE

+4.0
+3.0]

KD

-3.0J
1.00|

HW

0.24]

Hidrofobicidad de los virus PAC6,PAC7 y PAC9

-4.0]

457

460

462

SE

+4.0
+3.0]

-3.0J
1.00|

0.24]

457

Hidrofobicidad del virus LPM
Cambia la hidrofobicidad por la sustitucion de a.a. G456 a E456 y S462 a N462. Realizado con el
programa Clone Manager 7.0.
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FIGURAS

FIGURA 5.7 DEL AMINOACIDO 480 A 490
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Hidrofobicidad del virus LPM

Se observa cambio de hidrofobicidad entre éstas dos imagenes con los métodos de KD (Kyte-
Doolittle), HW (Hopp-Woods) y SE (Surface-Exposure) en la regién de los aminoacidos 480 al
490, asociado al cambio de los aminoacido S484 a 1484. Realizado con el programa Clone
Manager 7.0.
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FIGURAS

FIGURA 5.8 DEL AMINOACIDO 495 A 505
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Hidrofobicidad del virus de LPM

Se observa cambio de hidrofobicidad entre éstas dos imagenes con los métodos de KD (Kyte-
Doolittle), HW (Hopp-Woods) y SE (Surface-Exposure) en la region de los aminoacidos 495 al

5095, asociado al cambio de los aminoacido T500 a 1500. Realizado con el programa Clone
Manager 7.0.
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FIGURAS

FIGUrRA 5.9 HIDROFOBICIDAD DEL AMINOACIDO 510-520
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Hidrofobicidad del virus PAC2 y PAC3

4.0

+4.0]
+3.0|

-3.0J
1.00 |

0.24]
512 515 517

Hidrofobicidad del virus PAC6, PAC7, PAC8, PAC9

-4.0

+4.0
+3.0]

-3.0
1.00 |

0.24]
512 515 517

Hidrofobicidad del virus LPM.
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Cambia la hidrofobicidad por la sustituciéon de los a.a. A511 a S511,1512a T512y E514 a K514,

Realizado con el programa Clone Manager 7.0.
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FIGURAS

FIG. 6. ESTRUCTURA TERCIARIA DE LA PROTEINA HN EXPRESANDO EL POTENCIAL
ELECTROSTATICO

Se vuelve + por los 2 a.a. anteriores que son neg

La figura que se encuentra en la columna del lado izquierdo es la estructura secundaria de la
proteina HN. Las 4 imagenes superiores corresponden a la estructura terciaria representando el
potencial electrostatico (vista frontal) de las moléculas HN de los virus LPM, PAC3, PAC9 y CIV.
Las 4 imagenes inferiores es la vista posterior de los mismos virus. Realizado con el programa
DeepView 3.7.

96



FIGURAS

FIGURA 7. MUESTREO SEROLOGICO PREVIO A LA VACUNACION

Muestreo 33dias de edad
(20 animales al azar)

Titulo IH

Cerdos

FIGURA 8. PRIMERA SEROLOGIA POST-INMUNIZACION (5 DIAS POST VACUNACION)

la Serologia
(49 dias de edad)

Titulo IH

Cerdos

Del grupo control se muestrearon 5 animales que fueron negativos al RVP-

97



FIGURAS

FIGURA 9. SEGUNDA SEROLOGIA POST-INMUNIZACION (23 Y 3 DIAS POSTERIORES A LA 12
Y 28 VACUNACION, RESPECTIVAMENTE).

2a Serologia
(67 dias de edad)

Titulo IH

El grupo control continua negativo

FIGURA 10. TERCERA SEROLOGIA POST-INMUNIZACION (36 Y 16 DIAS POSTERIORES A LA
12 Y 22 VACUNACION, RESPECTIVAMENTE).

3a Serologia
(80 dias de edad)

Titulo IH

Cerdos

La segunda vacunacion se realiz6 a los 64 dias.
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FIGURAS

REAGRUPACION DE CERDOS (a los 88 dias de edad)

Resultados de los grupos 1 al 4.
Grupo 1. Tres cerdos sin vacuna y serologicamente negativos.

Grupo 2. Cerdos del 1 al 16 (con las dos vacunas 44 y 64 dias de edad). Cerdo 17

y 18 (sin vacuna y seroldgicamente negativos), desafiados con virus vivo a los 88
dias de edad.

Grupo 3. Los cerdos del 1 al 4 fueron vacunados a los 44 y 64 dias de edad. Los

cerdos 5 y 6 no se vacunaron y son seroldégicamente negativos. Este grupo no fue
desafiado.

Grupo 4. Consta de 2 cerdos libres de la infeccion y anticuerpos contra el
Rubulavirus porcino.

FIGURA 11. PRIMERA SEROLOGIA DEL GRUPO 2.

GRUPO 2
(7 dias post-desafio)

Titulo IH

] Pe—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Cerdos

PCR (+) de Hisopo nasal: 1, 5,17, 18 PCR (-) de hisopo nasal 4, 9.
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FIGURAS

FIGURA 12. SEGUNDA SEROLOGIA DEL GRUPO 2.

GRUPO 2
(22 dias post-desafio)

I
o [ [I [I
1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 N “ 7 B
Cerdos
PCR (+) de hisopo nasal: 1, 18 PCR (-) de hisopo nasal: 4,9, 5, 17

FIGURA 13. TERCERA SEROLOGIA DEL GRUPO 2.

GRUPO 2
(387 dias post-desafio)

m

8 9 10 M B B

Titulo IH

Cerdos

PCR (+) en hisopo nasal: 1, 18,9 PCR (-) en hispo nasal 4, 5, 17

Todas las serologias de los 3 cerdos del GRUPO 1 fueron negativas.
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FIGURAS

FIGURA 14. PRIMERA SEROLOGIA DEL GRUPO 3.

GRUPO 3
(9 dias después de lareagrupacion)
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Muestras de suero e hisopo nasal negativas a PCR

FIGURA 15. SEGUNDA SEROLOGIA DEL GRUPQ3.

GRUPO 3
(24 dias después de lareagrupacion)

Titulo IH

Cerdos

Muestras de suero e hisopo nasal negativas a PCR.
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FIGURAS

FIGURA 16. TERCERA SEROLOGIA DEL GRUPO 3.

GRUPO 3
(39 dias después de lareagrupacion)
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Muestras de suero e hisopo nasal negativas a PCR

FIGURA 17. IDENTIFICACION DE LA CURVA DE ANTICUERPOS GENERADA DURANTE LA
VACUNACION Y DESAFIO.
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La grafica representa en titulos logaritmicos (base 10), la generacion de anticuerpos durante el
periodo de muestreo de los animales vacunados y que posteriormente fueron desafiados.
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ANEXOS

ANEXO 1

Preparacién de geles de Agarosa

Agarosa al 1%: colocar 1gr de agarosa en 100 ml de TBE 1X, calentar en bafio
Maria hasta que la agarosa se disuelva totalmente. Adicionar la agarosa ya
disuelta y aun caliente en un carrito para camara de electroforesis, colocar el
peine y dejar polimerizar.

Agarosa al 1%: colocar 1 gr de agarosa en 100 ml de TBE 1X y seguir el mismo
procedimiento indicado.

Agarosa al 2%: colocar 2 gr de agarosa en 100 ml de TBE 1X y seguir el mismo
procedimiento indicado.

Luego de finalizada la electroforesis y corridas las muestras empleando buffer de
muestra 1X y buffer de corrida (TBE 1X), tedir el gel en una solucion de

bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 ug/ml y visualizar por UV.

Soluciones necesarias:

TBE 5 X: 54 g. de Tris base, 27.5 g. de acido borico, 20 ml de EDTA 0.5 molar pH
8.0 Aforar a un 1000 ml de agua destilada estéril.

Bromuro de Etidio 0.5 ug/ml: disolver 25 ul de bromuro de etidio a 10 mg/ml (50
mg de bromuro de etidio en 5 ml de agua estéril) en 500 ml de agua estéril

Buffer de muestra 5X: EDTA 0.2 M, Ficoll 400 25%, azul de bromofenol 0.1%.
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ANEXOS

ANEXO 2

Cuantificacion del ADN

1.- Preparar la solucion standard de calibracion, colocar 2 ml de esta solucion en
una cubeta de vidrio como blanco, ponerla dentro del fluorémetro (Hoefer,
DyNA Quant 200) y presionar <ZERO> . Cuando la pantalla indique cero
remover la cubeta.

2.- Calibrar el fluorémetro diluyendo 2ul del ADN standard (ADN A 100ng/ml) en 2
ml de la solucion standard, presionar el botén de <CALIB>, indicar el valor de
calibracion ( 100 ng/ul) y presionar el boton <ENTER> para aceptar la
instruccion.

3.- Para la lectura de cada muestra problema, se utiliza el blanco para llevar a cero
el aparato. Emplear 2ul de la muestra por cada 2 ml de la solucion standard,

haciendo las repeticiones que sean necesarias para cada muestra.

Soluciones necesarias:

Buffer TNE 10X: 12.11 g de Tris (100 mM), 3.72 g de EDTA (10 mM), 116.89 g de
NaCl (2 M). Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.4 con
HCL concentrado. Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Solucién standard: 10ul de la solucion stock H 33258 (1mg/ml), 10 ml de TNE
10Xy 90 ml de agua destilada estéril. Almacenar a 4°C en envase ambar.

Solucién Stock de Hoechst 33258: Adicionar 10 ml de agua destilada a 10 mg

del colorante H 33258. Almacenar a 4°C protegido de la luz.
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ANEXOS

ANEXO 3

Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de Agarosa

1.- Cortar el fragmento amplificado del gel de agarosa y colocarlo en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

2.- Pesar el fragmento y adicionar 3 veces su peso en volumenes (peso del
fragmento X 3 X 1000 pl) de yoduro de sodio (Nal). Colocar en TermoBlock a
55°C durante 5 a 10 minutos hasta que la agarosa esté completamente
disuelta.

3.- Adicionar 15 ul de perlas de silica. Mezclar bien y dejar en hielo durante dos
horas minimo, vortexeando cada 30 minutos aproximadamente.

4.- Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos y eliminar el sobrenadante.
Seguidamente realizar dos lavados con 500 ul de solucion de New Wash 1X,
centrifugando a 12,000 rpm durante 10 minutos y eliminando el
sobrenadante.

5.- Secar la pastilla en TermoBlock a 55°C durante 10 minutos aproximadamente.
Resuspender la pastilla en 50 ul de H,O dd, vortexear y centifugar a 12,000
rom durante 10 minutos.

6.- Recuperar cuidadosamente el sobrenadante, colocarlo en un tubo eppendorf de
0.5 ml y almacenar en congelacién hasta su uso.

7.- Evaluar la integridad del fragmento purificado mediante corrimiento
electroforético en geles de agarosa al 0.8 6 1 %, tefiidos en bromuro de etidio
y visualizados por UV.

Soluciones y Reactivos necesarios:
Yoduro de Sodio
Perlas de Silica

Solucion de New Wash
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ANEXOS

ANEXO 4

Reaccién de secuencia

1.- Preparar una reaccion para cada iniciador adicionando los siguientes reactivos:

[stock] [total] [final] 1RXx
Buffer de Rx 25X 10 X 0.5 X 4l
DNA templado - ng/pl 15 ng 0.75 ng/ul - ul
Iniciador 2 pM 3.2 pM 0.16 pM 1.6 ul
H,O dd - - - —ul
cbp 20 l
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ANEXOS

ANEXO 5

Filtrado de Secuencias en columnas de Sephadex G50

1.- Armar una columna por cada secuencia y adicionar 800 ul de Sephadex G50 en
cada una, cuidando de no dejar burbujas de aire. Dejar sedimentar por

espacio de 5 minutos.

2.- Retirar el tapén inferior y centrifugar a 2,700 rpom durante 3 minutos. Eliminar el
agua del tubo colector y adicionar 50 ul de H,O dd sobre la pendiente de la
columna (“equilibrar columnas”) con cuidado de no tocar el Sephadex.
Centrifugar a 2,700 rpm durante 3 minutos y eliminar el agua del tubo

colector.

3.- Colocar la columna dentro de un tubo eppendorf de 1.5 ml y adicionar gota a
gota el volumen total del la reaccion de secuencia sobre la parte central de la
pendiente y sin tocar el sephadex ni escurrir por los lados.

4.- Se centrifuga en la misma posicién a 2,700 rpm durante 3 minutos. El volumen
recuperado se coloca en un concentrador de DNA (Automatic SpeedVac

AS160) hasta secarse completamente.
5.- Mantener la muestra congelada y protegida de la luz hasta su lectura en

secuenciador automatico (ABI PRISM, 310 Genetic Analyzer. PE Applied
Biosystems, Foster City USA)
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