UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

NACIONIL AUTGRGHA
e 4D W
V i s_. _é:?t I' )

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA
PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

INTERACCION DE Herpesvirus suis TIPO 1 Y Rubulavirus
PORCINO EN CERDOS

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
PRESENTA
FRANCISCO PEREZ PONCE

TUTOR:
ALFREDO SAHAGUN RUIZ

COMITE TUTORAL:

SUSANA E. MENDOZA ELVIRA
HUMBERTO RAMIREZ MENDOZA

MEXICO DF 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

Pagina
1. INTRODUCCION 1
1.1 ENFERMEDAD DE AUJESZKY 1
1.1.1 SITUACION DE LA ENFERMEDAD DE AUJESZKY
EN LA REPUBLICA MEXICANA 2
1.1.2 ETIOLOGIA 3
1.1.3 TRANSMISION 3
1.1.4 PATOGENIA 3
1.1.5 SIGNOS Y LESIONES 5
1.1.6 DIAGNOSTICO 6
1.1.7 VACUNACION 7
1.2 ENFERMEDAD DE 0OJO AZUL 8
1.2.1 SITUACION DE LA ENFERMEDAD DE OJO AZUL
EN LA REPUBLICA MEXICANA 8
1.2.2 ETIOLOGIA 8
1.2.3 TRANSMISION 9
1.2.4 PATOGENIA 9
1.2.5 SIGNOS Y LESIONES 10
1.2.6 DIAGNOSTICO 10
1.2.7 VACUNACION 10
1.3 JUSTIFICACION 11
1.4 HIPOTESIS 11
2. OBJETIVO GENERAL 11
2.1 OBJETIVOS PARTICULARES 11
3. MATERIALES Y METODOS 12
3.1 ANIMALES 12
3.1.1 DESCRIPCION DE LOS GRUPOS 12
3.2 CEPAS VIRALES 13

3.2.1 VIRUS 13



3.3 ESTUDIOS POSTMORTEM

3.4 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

3.4.1 HISTOPATOLOGIA

3.4.2 SEROLOGIA

3.4.2.1 SERONEUTRALIZACION

3.4.2.2 INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

3.4.3 IDENTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS VIRALES
3.4.3.1 EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN Y ARN
3.4.3.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
3.4.3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA POR
TRANSCRIPTASA REVERSA

3.4.3.4 PRODUCTOS DE RCP

3.5 CALCULOS MATEMATICOS

4. RESULTADOS

4.1 SIGNOLOGIA CLINICA

4.2 CONVERSION ALIMENTICIA
4.3 NECROPSIA

4.4 HISTOPATOLOGIA

4.5 SEROLOGIA

4.6 PRODUCTOS DE LA RCP

5. DISCUSION

5.1 SIGNOLOGIA CLINICA

5.2 CONVERSION ALIMENTICIA
5.3 NECROPSIA

5.4 HISTOPATOLOGIA

5.5 SEROLOGIA

5.6 PRODUCTOS DE LA RCP

6. CONCLUSIONES

7. LITERATURA CITADA

Pagina
14

16

16

17

17
17

18

18

18

19
19
19
20
20
30
33
46
56
60
64
64
66
66
68
70
72
75
77



INDICE DE CUADROS

Pagina

Cuadro 1. Viabilidad del virus de la Enfermedad de Aujeszky en varios

sitios de una granja 4
Cuadro 2. Signos clinicos observados en animales del grupo RuVP 21
Cuadro 3. Signos clinicos observados en animales del grupo HVS-1 24
Cuadro 4. Signos clinicos observados en animales del grupo

RuVP/HVS-1 27
Cuadro 5. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo T 30
Cuadro 6. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo

RuVP 30
Cuadro 7. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo HVS-1 31
Cuadro 8. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo

RuVP/HVS-1 31
Cuadro 9. ANDEVA para GDP en la fase de 8 a 14 dias PI para todos

los grupos 32
Cuadro 10. Prueba de Tuckey-Kramer para determinar la media GDP 32
Cuadro 11. ANDEVA para CA en la fase de 8 a 14 dias PI para todos

los grupos 32
Cuadro 12. Prueba de Tuckey-Kramer para CA 32
Cuadro 13. Cambios macroscopicos en el grupo T 36
Cuadro 14. Cambios macroscopicos en el grupo RuVP 40
Cuadro 15. Cambios macroscopicos en el grupo HVS-1 40
Cuadro 16. Cambios macroscopicos en el grupo RuVP / HVS-1 45
Cuadro 17. Cambios microscépicos en el grupo RuVP 49
Cuadro 18. Cambios microscopicos en el grupo HVS-1 52
Cuadro 19. Cambios microscopicos en el grupo RuVP/HVS-1 55
Cuadro 20. Seroneutralizacion (HVS-1) en el grupo T 56
Cuadro 21. Seroneutralizacion (HVS-1) en el grupo RuVP 56
Cuadro 22. Seroneutralizacién (HVS-1) en el grupo HVS-1 57
Cuadro 23. Seroneutralizacion (HVS-1) en el grupo RuVP/HVS-1 57
Cuadro 24. Inhibicion de la hemoaglutinacion (RuVP) en el grupo T 58



Pagina
Cuadro 25. Inhibicion de la hemoaglutinacion (RuVP) en el grupo
HVS-1 58
Cuadro 26. Inhibicion de la hemoaglutinacion (RuVP) en el grupo
RuVvP 59

Cuadro 27. Inhibicion de la hemoaglutinacion (RuVP) en el grupo
RuVP/HVS-1 59



INDICE DE FIGURAS Y GRAFICAS

Figura 1. Situacion zoosanitaria de la Enfermedad de Aujeszky
Figura 2. Situacion zoosanitaria de la Enfermedad de Ojo Azul
Figura 3. Medicion de la temperatura corporal via rectal

Figura 4. Espécimen preparado para la inspeccién interna

Figura 5. Visceras expuestas para realizar la inspeccion interna
Figura 6. Extraccion del ganglio del nervio trigémino

Figura 7. Posicion de “perro sentado”. Cerdo 85. Grupo HVS-1
Figura 8. Animales pélidos del grupo HVS-1

Gréfica 1. Temperatura corporal en los animales de los grupos T,
RuVP, HVS-1y RuVP / HVS-1 expresada en grados Celsius

Figura 9. Linfono mediastinico edematoso y hemorragico. Cerdo no. 81
Grupo T

Figura 10. Encéfalo congestionado. Cerdo no. 91. Grupo T

Figura 11. Pulmon sin cambios. Linfonodo mediastinico hemorragico.
Cerdo no. 95. Grupo T

Figura 12. Encéfalo congestionado. Cerdo no. 93. Grupo T

Figura 13. Lesiones discretas al dia 7 PI. Cerdo no. 55. Grupo RuVP
Figura 14. Encéfalo congestionado al dia 7 PI. Cerdo no. 98.

Grupo RuVvP

Figura 15. Necropsia del animal 98 al 7 Pl. Grupo HVS-1

Figura 16. Linfonodo mediastinico hemorragico. Dia 14 PI. Cerdo

no. 87. Grupo RuVvP

Figura 17. Encéfalo congestionado. Dia 14 PI. Cerdo no. 87. Grupo
HVS-1

Figura 18. Encéfalo congestionado. 7Dias PI. Cerdo 53. Grupo HVS-1
Figura 19. Visceras abdominales congestionadas. 7 dias PI. Cerdo no.
53. Grupo HVS-1

Figura 20. Pulmon consolidado. Dia 7 PI. Cerdo no. 90. Grupo HVS-1
Figura 21. Pulmon sin cambios vista dorsal. Linfonodo aértico

edematoso y hemorragico. Dia 14 PIl. Grupo HVS-1

Pagina

13
15
15
16
22
25

29

34
34

35
35

37

37
38

39

39
41

41
42

43



Pagina

Figura 22. Pulmon sin cambios vista ventral. Cerdo no. 90.Dia 14 PI.

Grupo HVS-1 43
Figura 23. Encéfalo congestionado. Dia 14 PI. Cerdo no. 52.

Grupo HVS-1 44
Figura 24. Linfonodo mediastinico edematoso y hemorragico. Dia 14 PI.

Cerdo no. 85. Grupo HVS-1 44
Figura 25. Encéfalo congestionado. Dia 14 PI. Cerdo no. 85.

Grupo HVS-1 45
Figura 26. Puente de Varolio con infiltracion linfocitaria perivascular.

Dia 7 PI. Cerdo no. 98. Grupo RuVP. 400x a7
Figura 27. Cérnea con acumulo por mononucleares por debajo del

epitelio. Dia 7 PI. Cerdo no. 98. Grupo RuVP. 400x 48

Figura 28. Neumonia intersticial. Dia 7 Pl. Cerdo 98. Grupo RuVP. 100x. 48

Figura 29. Médula espinal con gliosis difusa. Cerdo no. 89 Dia 14 PI.

Grupo HVS-1. 100x 50
Figura 30. Ganglio del nervio trigémino con infiltracién linfocitaria. Cerdo

No. 57. Dia 30 PI. Grupo HVS-1. 100x 51
Figura 31. Bazo con deplesion linfoide. Cerdo no. 73. Dia 14 PI. Grupo

HVS-1. 100x 51
Figura 32. Puente de Varolio con gliosis focal. Dia 14 Pl. Cerdo no. 75

Grupo RuVP/HVS-1. 100x 53
Figura 33. Cerebro anterior con degeneracion neuronal. Dia 14 PI. Cerdo

No. 59. Grupo RuVP/HVS-1. 400x 53
Figura 34. Pulmén con neumonia intersticial. Dia 7 PI. Cerdo no. 50.

Grupo RuVP/HVS-1. 400x 54
Figura 35. Nervio éptico infiltrado por mononucleares. Dia 14 PI. Cerdo

no. 75. Grupo RuVP/ HVS-1. 400x 54

Figura 36. Reaccion de PCR del testigo positivo de RuVP en gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio 60
Figura 37. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del

grupo T el dia 0. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio 61

Vi



Pagina
Figura 38. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del grupo
T el dia 7 PI. Gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio 61
Figura 39. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del grupo
T el dia 14 PI. Gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio 62
Figura 40. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del grupo T
de los dias 21 Pl y 30 PI. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio 62
Figura 41. Reaccion de PCR del testigo positivo de HVS-1 en gel de

agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio 63

vii



RESUMEN

Con la finalidad de demostrar que Rubulavirus porcino (RuP, cepa PAC 3) y
Herpesvirus suis tipo 1 (VEA, cepa Shope) actdan sinérgicamente afectando la
salud y productividad en cerdos destetados fue disefiado un experimento
donde fueron utilizados 36 cerdos, con 21 dias de edad aproximada, machos
castrados, seronegativos a VEA y RuP. Fueron identificados con aretes
plasticos y distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos, con 9 animales cada
uno. Grupo 1: Testigo negativo; grupo 2: Ru; grupo 3: VEA, grupo 4: RuP mas
VEA. Todos los grupos fueron alojados en corrales de piso de cemento con
bebedero tipo chupdn, aislados, con drenaje y acceso separados. Se utilizé una
férmula comercial para la alimentacién de todos los animales. Los dias 7, 14,
21 y 30 postinoculacion (PI) los animales fueron sangrados para obtener suero
sanguineo para determinar la presencia o ausencia de acido nucleico del VEA
y RuP y por seroneutralizacién e inhibicibn de la hemoaglutinacion para
anticuerpos especificos contra VEA y RuP, respectivamente. Se llevaron
estudios postmortem secuenciales los dias 7, 14 y 30 Pl en 3 cerdos de cada
grupo. Fueron sacrificados por sangrado previa insensibilizacion por aplicacion
de electricidad con tenazas. Se tomaron cerebro, ganglio semilunar, tonsila,
pulmon, higado, bazo, rifidén, timo, pancreas, nodulos linfaticos mediastinicos e
ileon, para histopatologia. Los animales fueron observados clinicamente todos
los dias. Los cerdos fueron pesados y el consumo de alimento fue medido los
dias 1, 8 y 14 PI. El cuadro clinico en los grupos OA y EA coincide con el
reportado en la literatura; en el grupo de la doble infeccion la signologia fue
generalizada pero moderada aun después de la inoculaciéon con HVS-1. La CA
tuvo diferencia significativa (P>0.05) en el grupo RuVP/HVS-1. El grupo T se
mantuvo seronegativo a RuVP y HVS-1. Los grupos RuVP y HVS-1 son
seropositivos al virus inoculado asi como el grupo de la coinfeccién. El grupo T
fue negativo a RuVP por PCR. No se logré demostrar los virus inoculados por
PCR en los grupos inoculados a partir de sueros sanguineos. Los cambios
macroscopicos se limitaron a linfonodo mediastinico, pulmon y encéfalo en

tanto que las lesiones histolégicas, indicativas de infeccion viral, fueron



observadas en: encéfalo, tonsila, pulmén y bazo, en los animales de todos los
grupos inoculados, siendo el grupo RuVP en nimero de animales e intensidad
el menos afectado; seguido en intensidad por RuVP/HVS-1y el grupo HVS-1 el
mas afectado en intensidad. A pesar que todos los animales del grupo de la
doble infeccién mostraron lesiones macro y microscopicas en mayor nimero de
organos y tejidos, no es indicativo de sinergismo entre los virus de la

Enfermedad del Ojo Azul y el virus de la Enfermedad de Aujeszky.

Proyecto financiado parcialmente por los programas PAPIIT 213302, 219006 y
226105 y SAGARPA CONACYT 2004-C01-61



1. INTRODUCCION

La tendencia actual de la industria porcina es que los cerdos manifiesten
todo su potencial biolégico y para esto, las piaras deben estar libres de
enfermedades infecciosas. Sin embargo, es comln observar que los sistemas
modernos de produccion se caracterizan por reunir gran numero de animales
en espacios reducidos y en condiciones ambientales poco favorables. Esto ha
propiciado que las infecciones mixtas por gérmenes diversos sean frecuentes
afectando la productividad del ganado.*

Las enfermedades de los cerdos son, en la mayoria de los casos,
resultado de la interaccion de factores ambientales y agentes patégenos,
afectando los aparatos y sistemas de los animales. En este sentido se conoce
al complejo respiratorio porcino, donde se combinan ademas de los factores
ambientales, diversos tipos de virus, bacterias y micoplasmas, estableciéndose
interacciones de diferente naturaleza que resultan en efectos negativos en la
salud y productividad de los animales.?

Las pérdidas econdémicas por la presencia de enfermedades en la
porcicultura mexicana han sido estimadas en 20 millones de dolares al afio, tan
solo por Gastroenteritis Transmisible, Parvovirosis, Enfermedad de Aujeszky,
Ojo Azul y Rinitis Atréfica.® Las enfermedades de Ojo Azul y Aujeszky se han
convertido en endémicas en algunas granjas del Altiplano Central de México*, y
al no observar brotes explosivos se han dejado de llevar a cabo medidas de
manejo y vacunacion para su control efectivo. Recientemente se ha autorizado
para el mercado mexicano la vacuna con virus activo contra la enfermedad de
Aujeszky. En tanto, para la enfermedad del Ojo Azul, existen vacunas
inactivadas disponibles; pero se desconoce la posible interaccién que pueda
tener el virus vivo vacunal de la enfermedad de Aujeszky con el virus de la
enfermedad del Ojo Azul u otros agentes infecciosos.

1.1 ENFERMEDAD DE AUJESZKY

La enfermedad de Aujeszky (EA) o Pseudorabia, es una enfermedad
infecciosa causada el Herpesvirus suis tipo 1 (Hvs-1), que afecta a un gran
namero de especies animales siendo la especie porcina la mas importante

desde el punto de vista sanitario y econémico. Produce principalmente signos



del sistema nervioso central en cerdos lactantes, del tracto respiratorio en
animales de la engorda y reproductivos en animales del pié de cria. Los
lechones son especialmente sensibles a la infeccion, mientras que los cerdos
destetados o de mayor edad, presentan un efecto inmunosupresor mismo que
predispone a la colonizacion del aparato respiratorio por bacterias que
enmascaran la infeccién viral.> ®

1.1.1 Situacién de la EA en la Republica Mexicana

La EA, en México, fue diagnosticada por primera vez en 1943 en
bovinos del estado de Veracruz. En 1972 se presentdé una epizootia en la
region del Bajio que afecté a lechones con cuadro nervioso y hembras del pié
de cria con falla reproductiva.’

A partir de 1995 se establecié una campafa oficial para el control de la
EA en México. De 1995 a diciembre de 2007 han sido declarados libres de la
enfermedad los estados de Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur,
Campeche, Chihuahua, Guerrero, Nuevo Ledn, Puebla, Quintana Roo, Sinaloa
Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan y Zacatecas. Actualmente
existe

Figura 1. Situacion zoosanitaria de la enfermedad de Aujeszky.

0 16 Libre
|:| 4 Erradicacion
:l 6 Escasa Prevalencia

B s control

en erradicacion 4 estados: Chiapas, Hidalgo, Querétaro y San Luis Potosi. Los

estados en fase de escasa prevalencia, son: Distrito Federal, México, Morelos,



Nayarit, Oaxaca, y Tabasco. En fase de control se ubican los 6 estados

restantes de la Republica Mexicana asi como la Comarca Lagunera (Figura 1).

1.1.2 Etiologia

El HVS-1 es un virus alfa que se caracteriza por tener ciclos liticos de
menos de 24 h y establecer infecciones latentes en células del tejido nervioso
especialmente en el ganglio trigémino. Su estructura consiste en un genoma
lineal de alrededor de 145 kb de DNA rodeado de una nucleocépside envuelta.
Las dimensiones globales del virus son de 150 a 180 nm de diametro y la
nucleocapside tiene 105-110 nm de diametro. La nucleocapside esta
compuesta al menos por ocho proteinas que varian de tamafio de 22.5 a 142
kDa. La envoltura del virus presenta nueve proteinas con peso moleculares que
varian de 50 a 130 kDa. La nomenclatura moderna de las glicoproteinas utiliza
el sistema de letras para designar las glicoproteinas de los herpesvirus; las
moléculas identificadas como gE, gD, gl junto con la timidin cinasa (TK), estan
relacionadas con la virulencia, en tanto que las moléculas identificadas como
gB, gC y gD, estan relacionadas con la induccion de inmunidad. HSV-1
permanece viable de 1 a 7 dias en una granja porcina (Cuadro 1). > %

1.1.3 Transmision

En observaciones de campo se ha determinado que la introduccién de
cerdos infectados a granjas susceptibles, es la forma mas frecuente de
contraer el virus. El contacto de cerdos domeésticos con cerdos silvestres
infectados es otra forma de contagio, aunque en menor frecuencia y el contagio
a través del aire, cuando se desarrollan fenbmenos atmosféricos severos,
también es posible. > °

1.1.4 Patogenia

El virus penetra via oro-nasal y se replica inicialmente en el epitelio de la
nasofaringe y tonsilas. Posteriormente pasa a los nédulos linfaticos regionales
donde se replica e induce una viremia. Ademas pasa al bulbo raquideo y

puente

de Varolio por el nervio trigémino, o bien al bulbo raquideo por los nervios

olfatorio y glosofaringeo. Después de estos sitios de replicacién, el virus se



disemina a otras partes del cerebro. En animales adultos, las cepas de baja y
mediana virulencia permanecen en el ganglio del nervio trigémino sin diseminar
a otras partes del cuerpo. > °

Las cepas de alta virulencia ademas de seguir las vias anteriormente
descritas, se diseminan a todo el cuerpo. Estas cepas producen una breve
viremia y pueden ser demostradas en el suero. También pueden aislarse de
macrofagos alveolares, epitelio de los bronquios terminales, hepatocitos,
células linfoides del bazo y nédulos linfoides, células de la corteza adrenal,

trofoblastos, embriones, células del cuerpo liteo y semen. > % 1°

Cuadro 1. Viabilidad del virus de la enfermedad de Aujeszky.

Fomites a 25°C Supervivencia en saliva a niveles infecciosos
(dias)

Control sin fomites

Acero

Cemento

Plastico

Goma

Tela

Suelo

Pasto verde

Granos con cascara

Alimento peletizado

Harina de carne y hueso

Alfalfa

Cama de paja

Cama de aserrin

Alimento

Agua de pozo

Agua clorada

Efluente anaerobio de laguna

REINNININNIARRPINWIANNIEPINWA DD

Efluente del desaglie de granja

Tomado de Pejsak ZK, Truszczynski MJ.”

1.1.5 Signos y lesiones

Los signos clinicos dependen de la cepa viral, la dosis infectante y la
edad del cerdo afectado. El HVS-1 tiene predileccion por el tejido respiratorio y
nervioso, por esta razén la mayoria de los signos clinicos se asocian con estos

dos sistemas. En general, los signos neurolégicos son observados con




frecuencia en cerdos lactantes y destetados, mientras que los signos
respiratorias aparecen en los cerdos de la engorda y animales adultos.> ® % 10

La enfermedad puede manifestarse con una diseminacion rapida donde
se afectan cerdos de todas las edades, o bien con una infeccidon
completamente inaparente que se detecta solo al hacer una evaluaciéon
cuidadosa.> & % 1

Los primeros signos clinicos que se observan en una piara pueden ser
de indole reproductivo donde el aborto y la aparicion de mortinatos es tipico; en
cerdos de la engorda se observa depresion y anorexia con tos, o bien, cerdos
lactantes con pelo aspero que se vuelven apaticos, anoréxicos y en 24 h
presentan un cuadro de incoordinacién motriz y convulsiones. La mortalidad en
cerdos lactantes es alta y con frecuencia es del 100 %.> ¢ % 0

En cerdos recién destetados el cuadro clinico es similar al descrito en
lechones. Sin embargo, es menos grave y la morbilidad por el cuadro nervioso
es menor. La mortalidad puede legar al 50 % en casos graves. Frecuentemente
se observa un cuadro respiratorio en donde las infecciones bacterianas
secundarias se asocian, siendo los agentes encontrados con mayor frecuencia
Pasteurella multocida (PM) o Actinobacillus pleuropneumoniae (APP).°

Los cerdos del area de engorda desarrollan con mas frecuencia signos
respiratorios. Comunmente la morbilidad es cercana al 100%, siendo la
mortalidad baja de 1 a 2 %, siempre y cuando no halla complicaciones por
infecciones secundarias. Los cerdos adelgazan y pierden peso corporal
considerable. Al cabo de 10 dias de manifestaciones clinicas el animal ya no
tiene fiebre y retorna el apetito. Las pérdidas pueden aumentar
considerablemente si hay asociaciones bacterianas especialmente con PM y/o
APP.°

Los animales adultos desarrollan signos clinicos similares a los
observados en cerdos de engorda pero en menor proporcion. La falla
reproductiva observada, se caracteriza por abortos, retorno irregular del estro,
momificaciones, mortinatos y nacidos débiles. La morbilidad reproductiva es

por lo general baja, observandose hasta en el 20 % de las hembras gestantes.



La mortalidad en animales de pie de cria infectados por el virus de la EA rara
vez excede el 2%.% % *°

Las lesiones macroscopicas frecuentemente no son observables. En el
caso de estar presentes son de ayuda para hacer un diagnostico presuntivo en
combinacion con los antecedentes de la granja y los signos clinicos. La rinitis
serosa a fibrinonecrética es comun y para ello se debe cortar para exponer
cavidad nasal en todo su trayecto. Asimismo se observa amigdalitis necrética,
linfon6édulos aumentados de volumen y hemorragicos en la zona superior del
aparato respiratorio y cavidad oral. Pueden encontrarse los tipicos focos blanco
amarillentos diseminados en higado y bazo.”

Las hembras que han abortado presentan endometritis leve y la pared
del Utero esta engrosada y rosa. Frecuentemente la placenta esta inflamada y
necrética. Ocasionalmente los fetos presentan focos necréticos en higado y
bazo. La Unica lesion macroscopica detectada en el aparato reproductor
masculino es el edema del escroto.®

1.1.6 Diagnaostico

Suele hacerse con la combinacién de antecedentes, signos clinicos y
lesiones microscépicas. Los signos clinicos clasicos dan las bases para un
diagnostico de campo que frecuentemente es confirmado si se observan
lesiones caracteristicas (focos necréticos en bazo e higado y amigdalitis
necrotica) en lechones. La EA es mas dificil de diagnosticar si solo estan
afectados los cerdos en engorda o adultos, donde comunmente se observa la
presentacion respiratoria de la EA.> °

El diagndstico de campo de la EA debe ser confirmado por un laboratorio
aprobado por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacion (SAGARPA), para lo cual se remiten las muestras de los cerdos
afectados, ademas de 30 muestras de suero sanguineo que incluyen cerdos
del pie de cria, asi como de las diferentes etapas de crecimiento; o bien, 30
sueros de animales de mas de 4 meses de edad, en aquellas granjas que no
cuentan con pie de cria. Las muestras deben acompafiarse con la historia

clinica correspondiente.*
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Para el diagnodstico de la EA se pueden utilizar cualquiera de las
siguientes pruebas diagnosticas: inmunofluorescencia en tonsila y encéfalo,
prueba bioldgica a partir de encéfalo, pulmon, higado y bazo; aislamiento viral
en cultivo celular a partir de encéfalo, pulmén, higado, bazo y semen;
inmunoperoxidasa, ELISA y/o seroneutralizacién.™

1.1.7 Vacunacion

En México, la vacunacion contra la EA esta sujeta a las condiciones
seflaladas en la norma oficial mexicana NOM-007-Z00-1994, Campaia
Nacional contra la Enfermedad de Aujeszky. Solamente puede utilizarse como
biolégico contra la EA, la vacuna que contiene virus activo con delecion gE y
registrada por SAGARPA con las siguientes consideraciones:

e Para los estados ubicados en zonas en control, la vacunacién es
permanente al pie de cria y opcional a la engorda, permitiéndose sélo el
uso de vacunas con delecion gE. Para efectos de constatacion se debe
expedir la constancia de granja bajo el esquema de vacunacion por la
Subdelegacion de Ganaderia correspondiente. En el caso de brotes,
bajo confirmacion diagndstica oficial, podra vacunarse a los animales de
la granja con un biolégico a base de virus activo con delecion gE. La
distribucion de la vacuna se realiza a través de laboratorios autorizados
por la Direccion General de Salud Animal.

e En los estados ubicados en zonas en erradicacion la vacunacion esta
suspendida contra la EA.

e Para aquellas entidades ubicadas en zonas libres, la vacuna contra la
EA no se debera utilizar, comercializar ni movilizar.**

1.2 ENFERMEDAD DEL OJO AZUL

La enfermedad del Ojo Azul (EOA) de los cerdos es causada por el
Rubulavirus porcino (RuVP), también denominado virus del sindrome del Ojo
Azul (VSOA) o virus La Piedad Michoacan (VLPM). Esta enfermedad consiste
en un complejo conformado por alteraciones neurologicas, reproductivas y

respiratorias acompafiadas por opacidad de la cérneat? 34
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1.2.1 Situacién de la EOA en la Republica Mexicana

La EOA es una enfermedad emergente que se identificd inicialmente en
granjas de La Piedad Michoacéan, en 1980, de ahi se disemin0 a 18 estados del
centro, noreste, sur-centro y este de la RepuUblica Mexicana.'® ¢ 17 18 19
Actualmente el mayor impacto economico se registra en los estados de
Michoacén, Guanajuato y Jalisco, zona considerada endémica (Figura 2).*®

Figura 2. Situacién zoosanitaria de la enfermedad de Ojo Azul

Adaptado de Stephano A, Gay G, Ramirez C*?

1.2.2 Etiologia

El origen del virus es desconocido, analisis filogenéticos muestran que el
RuVP tiene un ancestro comun a todos los paramyxovirus, pero excluyen la
posibilidad de que este virus sea una variante de algn otro rubulavirus.?® #* Asi
mismo, se demostrd la circulacion de anticuerpos contra RuVP en sueros
sanguineos colectados entre los afios 1972 a 1976.%2

El agente causal pertenece a la familia Paramyxoviridae. Esta familia fue
reorganizada y el virus de la enfermedad del Ojo Azul fue clasificado como
miembro de la subfamilia Paramyxovirinae, género Rubulavirus, especie
Rubulavirus porcino. Se replica y produce efecto citopatico en una variedad de
cultivos celulares y aglutina eritrocitos de mamiferos y aves.?* %

El RuVP presenta tres proteinas estructurales en la nucleocapside; la
nucleoproteina (NP, 68 kDa), la fosfopreoteina (P; 52 kDa) y la proteina de alto

peso molecular (L, 200 kDa); una proteina de matriz (M, 42 kDa), una
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glicoproteina: hemaglutinina y neuraminidasa (HN, 66 kDa) y la proteina de
fusion (F, 71 kDa).?

La proteina HN se encarga de reconocer el receptor celular y la proteina
F se encarga de la fusion con la célula blanco. La proteina HN reconoce un
receptor en la célula blanco que contiene sialila-2,3 lactosa, que es
determinante para que la infeccién ocurra, ya que cuando se modifica por un
sialila-2,6 lactosa, el virus pierde la habilidad para reconocer e infectar. Se ha
propuesto que las diferencias patologicas entre cerdos de diferentes edades se
deben, en parte, a la expresion diferencial de estos glicoconjugados con sialila-
2,3 lactosa que se encuentran en mayor proporcion en el sistema nervioso de
neonatos y en el sistema reproductor de cerdos adultos.?’

1.2.3 Transmision

En condiciones naturales se considera que la transmision es por
contacto directo entre cerdos susceptibles y enfermos. En condiciones de
laboratorio, se ha demostrado por via nasal e intratraqueal.’’ El RuVP se
elimina por saliva, heces orina, semen y descargas nasales.'® 28

1.2.4 Patogenia

La via de infeccién natural del RuVP es la nasal.”® En un estudio
secuencial de la infeccion experimental de VLPM, se utiliz6 la via nasal y se
demostré que, el virus llega al sistema nervioso central a través del nervio
olfatorio, es posible aislarlo del sistema nervioso central de neonatos?® y del
aparato reproductor de verracos.?® 3 3!

El sitio de replicacion viral no esta definido, pero se aisla de la mucosa
nasal y de las tonsilas.’® ?® A partir de dichos sitios, el virus se disemina al
sistema nervioso central y a pulmén. La viremia provoca neumonia intersticial y
el virus es aislado a partir de cerebro, pulmon, tonsila, higado, cornetes, bazo,
linfonédulos, corazén, y sangre.®

1.2.5 Signos y lesiones

En cerdos lactantes las manifestaciones nerviosas se presentan en
forma progresiva, aguda y generalmente son letales cuando tienen menos de
15 dias de edad. En los cerdos de 3 a 4 meses de edad las manifestaciones

neurologicas son escasas Yy la tasa de mortalidad es baja. En cerdos adultos



las lesiones se limitan al aparato reproductor: en las hembras se presentan
abortos, aumento de mortinatos y reduccion de la fertilidad; en machos se
observa epididimitis, orquitis, atrofia testicular y una sensible pérdida de
fertilidad. La opacidad corneal se presenta solamente en 1 a 10% de los
animales infectados de cualquier edad. Se ha postulado que la infeccién por
RuVP en cerdos de engorda cursa con proceso neumonico ya que asi se ha
observado. En este sentido 2 estudios experimentales fueron desarrollados
para investigar la asociacion entre RuVP y PM, en uno, y RuVP y APP en otro.
No lograron demostrar la asociacién.®* * En general, los pardmetros
productivos se ven gravemente afectados y las pérdidas econdGmicas son
altas.zg' 30, 34, 35, 36, 37

1.2.6 Diagnostico

Los tejidos de eleccion para aislamiento viral e inmunoflorescencia son
cerebro medio, bulbo olfatorio, pulmén y tonsila. La combinacion de ambas
técnicas permite obtener resultados confiables. La deteccion de anticuerpos
puede Illevarse a cabo por inhibicibn de la hemoaglutinacion,
seroneutralizacion, ELISA e inmunoperoxidasa a partir del dia 8 postinfeccion.
Para estudios histopatologicos se pueden emplear los tejidos mencionados
anteriormente ademas del globo ocular.® 3% 4
1.2.7 Vacunacion

En el mercado mexicano existen dos biolégicos con virus inactivado.



1.3 JUSTIFICACION

En la zona del bajio de la Republica Mexicana se encuentra ubicada la
mayor concentracion de porcinos criados en condiciones intensivas de produccion.
La diversidad de los sistemas de produccibn aunada a las condiciones
ambientales, el avance de la campafia nacional contra la fiebre porcina clasica,
entre otros factores, han propiciado cambios en el comportamiento de las
enfermedades que afectan al ganado porcino. Comunmente se observan en el
campo problemas de salud con signologia clinica compatible con la presencia de
los virus de las enfermedades de Ojo Azul y de Aujeszky. Se desconoce la posible
interaccién que pueda tener RuVP con el HVS-1.

1.4 HIPOTESIS

Los virus de las enfermedades de Ojo Azul y Aujeszky actian de manera
sinérgica en el cerdo afectando la salud y la productividad.

2. OBJETIVO GENERAL

Evaluacion del efecto de la infeccion experimental de los virus de las
enfermedades de Aujeszky y Ojo Azul en cerdos.
2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

2.1.1 Reproducir el cuadro clinico de las enfermedades de Ojo Azul y
Aujeszky por separado.

2.1.2 Inducir la infecciébn mixta con Rubulavirus porcino y Herpesvirus suis
tipo 1.

2.1.3 Describir el cuadro clinico de las enfermedades por separado y en
conjunto.

2.1.4 Evaluacién de cambios macro y microscopicos en érganos Yy tejidos.

2.1.5 Cuantificacibn de la respuesta inmune humoral inducida por la
infeccion.

2.1.6 Determinacion de la conversion alimenticia en los animales de todos

los grupos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ANIMALES

Se utilizaron 36 lechones destetados, de 26 dias de edad, de 6.0 Kg.,
machos castrados, serolégicamente negativos al virus de la enfermedad de
Aujeszky (VEA), y al virus de la enfermedad de Ojo Azul (VOA).

Los lechones fueron identificados con arete plastico y mediante un cuadro
de numeros aleatorios, fueron distribuidos en 4 lotes de 9 lechones cada uno.
Todos los lotes fueron alojados en corrales de piso de cemento con bebedero tipo
chupén, aislados, con drenaje y acceso separados. Se empleé una férmula
comercial para la alimentacion de todos los animales. Se aplico un programa de
aclimatacién por 14 dias, para propiciar el consumo de alimento sélido.

Los dias 1, 7, 14, 21 y 30 postinoculacion (PI) los animales fueron
sangrados para obtener suero sanguineo, por puncién directa en la fosa yugular.**
Todos los sueros fueron analizados por seroneutralizacion e inhibicion de la
hemoaglutinacion para el HVS-1 y RuVP. Se llevaron a cabo estudios postmortem
secuenciales los dias 7, 14 y 30 Pl en 3 cerdos de cada grupo. El sacrificio fue
mediante sangrado previa insensibilizacion por aplicacion de electricidad con
tenazas. Se tomaron muestras de cerebro, ganglio trigémino, tonsila, nédulo
linfatico retrofaringeo, timo, pulmén, higado, bazo, rifién, pancreas, e ileon, para
histopatologia. Los animales fueron observados constantemente y aquellos que
desarrollaron un estado critico de enfermedad, fueron sujetos a eutanasia y al
estudio postmortem descrito.

Los animales fueron pesados y el consumo de alimento fue medido los dias
1, 7y 14 PI, para calcular la conversion alimenticia (CA) en todos los grupos.

3.1.1 Descripcion de los grupos

Grupo testigo (T): lo animales recibieron un placebo consistente en 2 ml
de Dulbeco’s medio minimo esencial (DMEM), estéril, por instilacion nasal.

Grupo RuVP: Los animales recibieron un indculo consistente en 2 ml con
10*" dosis infectante en cultivo celular (DICC) de RuVP, cepa PAC-3, por

instilacion nasal.



Grupo HVS-1: Los animales recibieron un inéculo consistente en 2 ml con
10"’ DICC de HVS-1, cepa Shope, por instilacién nasal.

Grupo RuVP-HVS-1: los animales recibieron 2 ml con 10*’ DICC de RuVP,
por instilacion nasal. Una semana después recibieron 10*’ DICC de HVS-1, cepa
Shope, por fosa nasal.

Los animales de todos los grupos fueron observados diariamente y se les
tomo la temperatura corporal via rectal, desde el dia 2 PI hasta el dia 30 PI (Figura
3).

Figura 3. Medicion de la temperatura corporal via rectal.

3.2 Cepas virales
3.2.1 Virus. Los virus de la EA y de la EOA fueron cultivados en células

VERO y PK15, respectivamente.

3.3 ESTUDIOS POSTMORTEM



Una vez desangrado el animal, se procedi6 a realizar la inspeccion externa
que consistio en revisar detenidamente el estado de carnes, integridad de la piel y
las faneras asi como el estado de los orificios naturales. El cadaver fue colocado
en decubito dorsal y se procedié a practicar 4 incisiones para desarticular los
miembros anteriores y posteriores sin separarlos totalmente del cuerpo y que
sirvieran de apoyo al tronco y la superficie metalica de la mesa de trabajo. La
incision de los miembros anteriores se extendid hasta el borde inferior de la
barbilla. De esta forma, se estuvo en condiciones adecuadas para proceder a
realizar la inspeccién interna (Figura 4).*

La piel de la cara ventral de la cabeza fue retirada continuando con la del
cuello, pecho y abdomen. Fueron inspeccionados los linfonodos superficiales tanto
anteriores como posteriores y el estado del tejido subcutaneo. La unién
cartilaginosa costo-esternal fue cortada y las costillas separadas para exponer los
organos de la cavidad toraxica (Figura 5). La lengua junto con el esofago, la
trdquea, los pulmones y el corazon fueron retirados. El eséfago fue separado de
estos 6rganos sin cortarlo del estbmago. Se procedid a revisar los érganos del
aparato respiratorio y el corazén. De la cavidad oral posterior se retiraron las
tonsilas y se procedié a inspeccionar los 6rganos del tubo digestivo y érganos
accesorios. Fue revisado el aparato urinario. La cavidad craneana fue expuesta
para retirar el encéfalo, el cordén espinal en la zona cervical y los ganglios del
nervio trigémino (Figura 6). Durante la inspeccion externa e interna, se anotaron
los cambios observados y se tomaron las muestras requeridas para los analisis

correspondientes.*

Figura 4. Espécimen preparado para la inspeccion interna.



Figura 6. Extraccion del ganglio del nervio trigémino.



3.4 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

3.4.1 Histopatologia

Las muestras para histopatologia fueron fijadas en formol amortiguado al
4% durante 24 a 48 horas. Los érganos y tejidos fueron cortados en porciones de
2 a 3 mm de grosor por 1 a 2 cm por lado aproximadamente, fueron colocadas en
canastillas plasticas para su procesamiento en el histokinette. Al concluir este

proceso, las muestras fueron incluidas en parafina y cortadas en el microtomo



calibrado a 3 p de grosor. El corte fue montado en un portaobjetos y fue tefiido con

hematoxilina-eosina. Finalmente, el cubreobjetos fue sobrepuesto en el corte

tefiido y pegado con resina sintética.*®

Las laminillas fueron observadas en un microscopio 6ptico y los cambios

fueron registrados y cuantificados de la forma siguiente: + discreto; ++ moderado;

y +++ severo. *

3.4.2 Serologia

3.4.2.1 Seroneutralizacion (SN)

La prueba de SN para el HVP-1 fue desarrollada de la forma siguiente:

Se colocaron 10° células VERO en 100 pl, por pozo en 7 placas de
plastico con 96 pozos de fondo plano, estériles, y se incubaron por
18 a 24 h a 37°C, hasta tener el monoestrato completo.

Para realizar la reaccion antigeno-anticuerpo, se prepararon 7 placas
de plastico con 96 pozos de fondo plano, estériles, utilizando 50
DICC del HVS-1 por pozo y 8 diluciones dobles seriadas de los
sueros colectados los dias 1, 7, 14, 21 y 30 PI, la placa se incub6 a
temperatura ambiente durante 1 h.

Se trasvasd la reaccion antigeno-anticuerpo a las placas con el
monoestrato completo de células VERO y se incubaron a 37°C. Las
placas fueron revisadas diariamente en un microscopio invertido
marca Carl Zeiss y cuando se observo efecto citopatico en el control
positivo, se fijaron con alcohol etilico absoluto y se tifieron con cristal

violeta.** 4°

Se consider6 positiva a partir de la dilucién 1:8 “°

3.4.2.2 Inhibicién de la hemoaglutinacion (IHA)

La IHA para el RuVP fue desarrollada de la forma siguiente:

Se colocaron 50 ul por pozo, de solucibn amortiguada de fosfatos
(PBS) con pH de 5.8 en 7 placas de plastico con 96 pozos de fondo

en “U” nuevas.



e En la fila A de cada placa, se colocaron 50 pl, de los sueros
sanguineos colectados los dias 1, 7, 14, 21 y 30 Pl y se realizaron 8
diluciones dobles seriada.

e Se colocaron 50 pl de RuVP con 8 unidades aglutinantes en cada
pozo de todas las placas de fondo en “U” y se incubo durante 1 h a
temperatura ambiente.

e Se colocaron 50 pl de eritrocitos de bovino al 0.5% por pozo, en
todas las placas de fondo en “U” y se incubaron por 1 h a
temperatura ambiente revisandolas cada 15 minutos.** *’

Se consideré positiva a partir de la dilucién 1:8
3.4.3 Identificacion de acidos nucleicos virales
3.4.3.1 Extraccion y purificacion del ADN y ARN
Se utilizé el kit comercial QlAamp UltraSens Virus, QIAGEN Inc. para
extraer el ARN y ADN viral a partir de 1 ml de suero o plasma sanguineo. La
purificacion se realiz6 con una columna de silice. Las soluciones amortiguadoras
fueron diluidas con alcohol etilico absoluto de acuerdo a las instrucciones del
fabricante.
3.4.3.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Se utilizaron los iniciadores de gG-F CCTTCCGCTGATGAGATACTC y gG-

R GGGTCCAGGAGGCGCATC basados en la secuencia del gen de la

glicoproteina G de HSV-1 que amplifican un fragmento de 322 pares de bases

(pb). La reaccion de amplificacién se desarrollé en un termociclador Eppendorf, en

un volumen de 20 pl con 2 pl de solucién amortiguadora 10X (20mM Tris-HCL pH

8.3, 50 mM de KCl), 7.5% DMSO, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.3 puM

de cada primer, 0.25 unidades de Taq polimerasa y concentraciones variables de

ADN. Las condiciones fueron: 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de

desnaturalizacion a 94°C por 60 s, alineamiento a 50°C por 60 s y extension a

72°C por 60 s. Seguidos de una extension final a 72°C por 7 minutos. Cada

reaccion de la PCR incluy6é un testigo positivo con ADN de HSV-1 y un testigo

negativo sin ADN.



3.4.3.3 Reaccion de transcriptasa reversa (RT) y PCR (RT-PCR)

El 4cido desoxirribonucleico complementario (ADNc) fue sintetizado a partir
de 2 pl de ARN de RuVP extraido de 1 ml de liquido sobrenadante de cultivo
celular que contiene 10*" DICC de RuVP utilizando el iniciador HN-F
CAGTTCTTCACACCATACAATGCC vy el kit comercial Sensiscript Reverse
Transcription QIAGEN Inc.

Para la reaccion de PCR se utilizaron los iniciadores de HN-F
CAGTTCTTCACACCATACAATGCC y HN-R GTATGGCCAAGAACTACTGC
basados en la secuencia del gen que codifica para la glicoproteina HN de RuVP
gue amplifican un fragmento de 273 pb. La reaccién de amplificacién se desarrolld
en un termociclador Eppendorf, en un volumen de 20 pl con 2 pl de solucion
amortiguadora 10X (20mM Tris-HCL pH 8.3, 50 mM de KCI), 1.5 mM MgCl,, 0.2
mM de cada dNTP, 0.3 pM de cada primer, 0.25 unidades de Taq polimerasa y
concentraciones variables de ADN. Las condiciones fueron: 94°C por 4 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 45 s, alineamiento a 55°C
por 30 s y extension a 72°C por 60 s. Seguidos de una extension final a 72°C por 7
minutos. Cada reaccion de la PCR incluy6 un testigo positivo con ADNc de RuVP
y un testigo negativo sin ADN.

3.4.3.4 Productos de la PCR

Los productos de la reaccion fueron evaluados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% (peso/vol. en TAE 1X), tefiido con bromuro de etidio, utilizando el
marcador de peso molecular 1 Kb ladder DNA Invitrogen Inc.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la signologia clinica, estudios postmortem, histopatologia,
serologia y visualizacion de los productos de la PCR fueron analizados mediante
estadistica descriptiva.*® Los resultados del consumo de alimento y conversion
alimenticia, fueron analizados mediante la prueba de analisis de varianza
(ANDEVA) vy la prueba de Tuckey-Kramer fue empleada para identificar la

diferencia entre medias.*®



4. RESULTADOS

4.1 SIGNOS CLINICOS (SC)

4.1.1 Grupo testigo (T)

Los animales, en general, expresaron un comportamiento normal durante
todo el experimento, excepto dos animales. El cerdo identificado con el arete 81
mantuvo su cabeza inclinada hacia el lado izquierdo. Fue sacrificado al dia 7 PI.

El dia 23 PI el cerdo 97 manifesto dificultad para respirar y asi se mantuvo
hasta concluir el experimento.

4.1.2 Grupo RuVP

A partir del dia 2 Pl se observaron los animales alertas y a la espera del
alimento. Excepto el cerdo identificado con el arte 77 ya que se mantuvo en
decubito esternal.

Para el dia 3 PI, el cerdo 77 mantuvo la cabeza cerca del suelo. El cerdo 76
se desplaz6 poco dentro del corral y se postré en decubito esternal. Todos los
animales presentaron legafias. Para el dia 5 PI, los animales 68, 78 y 84 se
mantuvieron indiferentes. En el dia 6 PI los animales tienen laceraciones en la piel.
El cerdo 84 estuvo muy agresivo.

En el dia 7 PI el animal 78 manifesto dificultad respiratoria. En el dia 8 PI,
los animales mostraron poca actividad. El cerdo 77 manifestdé coprofagia y el 84
comenzo a rechinar los dientes. Para el dia 9 PI todos los animales manifestaron
poco apetito.

Al dia 10 PI, el cerdo 87 manifesto dificultad respiratoria con estornudos. En
el dia 11 PI los cerdos 78 y 84 se mostraron agresivos. Para el dia 12 PI los
animales 76, 78, 84 y 96 presentaron dificultad respiratoria después de la toma de
temperatura corporal.

En el dia 13 PI el animal 96 manifestd disnea. Al dia siguiente (14 PI), los
animales tuvieron poco apetito.

En los dias 16, 17 y 18 PI los animales 78, 84 y 96 se mostraron
somnolientos, descansaron en decubito lateral y su respiracion fue superficial.

Para el dia 19 PI, el cerdo 78 manifestd coprofagia y los otros dos estuvieron en



decubito esternal. En los dias 20 y 21 PI los 3 animales comieron con voracidad.
Para los dias 22 al 30 Pl el comportamiento de los 3 cerdos consistié en: consumo
de alimento poco voraz, somnolencia, dificultad respiratoria posterior a la toma de
la temperatura corporal, coprofagia alternante en los cerdos 78 y 84, ocasional
hiperestesia y rechinido de dientes. En el Cuadro 2 se aprecian los signos

observados en los animales del grupo RuVP.

Cuadro 2. Signos clinicos observados en animales del grupo RuVP.

SIGNO/ARETE | 55 | 68 | 98 | 76 | 77 | 87 | 78 | 84 | 96
Decubito esternal + +

Cabeza baja +

Legafa + + + + + + ¥ ¥ n
Indiferencia + + +
Laceraciones piel | + + + + + + + ¥ +
Agresividad + + + + + + + + +
Dificultad

respiratoria +

Depresion + + + + + + T n n
Coprofagia + + +
Rechinido de

dientes + + |+ | +
Poco apetito + + + + + + + + T
Estornudo +

Somnolencia + + +
Hiperestesia T n

4.1.3 Grupo HVS-1

Para el dia 3 PI los animales manifestaron poco interés por el alimento. El
cerdo 85 estuvo rechinando sus dientes; el 53 mostré legafa incipiente.
Para el dia 4 Pl el cerdo 85 adoptd la posicion de “perro sentado” (Figura 7) y
estuvo rechinando sus dientes y se mantuvo cruzando sus miembros posteriores
durante la marcha. El animal 52 estuvo agresivo con los demas; el animal 89
adoptd la posicion de “perro sentado” y presentd pelo hirsuto al igual que el 52; el
animal 89 estuvo cruzando los miembros posteriores al desplazarse. Los cerdos

90 y 73 mostraron somnolencia.



Figura 7. Posicion de “perro sentado".lperqo 85. Grupo HVS-1

Para el dia 5 PI los cerdos 89 y 90 se mostraron indiferentes. El cerdo 90
presenté temblores musculares en los miembros anteriores, mantuvo la cabeza
cerca del suelo y adopt6 la posicion de “perro sentado”. El cerdo 85 presenta
espasmos musculares y rechiné los dientes. El cerdo 57 presentd estornudos, se
postré y tuvo dificultad para incorporarse. El cerdo 89 adopté la posicion de “perro
sentado” y apoyd la trompa en el suelo para postrarse; el cerdo 79 presentd
incoordinacion locomotora posterior. Se observaron momentos donde todos los
animales pelearon. Manifestaron interés por el alimento pero con apetito irregular.

Durante el dia 6 Pl los cerdos 73 y 79 rechinaron los dientes; el 85 adopt6
la posicién de “perro sentado”, presentando temblores musculares, estornudo y
respiracion dificil; el cerdo 52 se mostré agresivo con sus compafieros, manifesté
convulsiones discretas; el cerdo 57 mostrd problemas para incorporarse; el cerdo

90 manifesté somnolencia.



Para el dia 7 Pl el cerdo 53 comié poco y tuvo respiracion abdominal
ademas presentd cuadros convulsivos, salivacién, legafia, incoordinacion
locomotora, depresion y fue golpeado constantemente por los demas animales; el
cerdo 90 caminé con la cabeza cercana al suelo, comié poco, tuvo marcada
dificultad respiratoria y tosio; el cerdo 73 presentd dificultad respiratoria; el cerdo
57 mostro dificultad respiratoria; el cerdo 85 se mostré postrado, indiferente y
rechind. El cerdo 79 se mostro repuesto, con apetito y mejor condicion del pelo. El
cerdo 73 adopt6é constantemente la posicion de “perro sentado”. Todos los cerdos
presentaron laceraciones en cola, orejas y prepucio.

En el dia 8 PI los cerdos 73 y 89 presentaron temblores musculares y el
primero presentd posicion de “perro sentado”; el cerdo 89 permanecié con
salivacion; el cerdo 85 tendié a mantenerse postrado con estornudos y depresion;
el animal 52 presentd hiperestesia; el cerdo 57 mostré incoordinacion locomotora
anterior al postrarse. El cerdo 73 defeco heces deshidratadas.

Para el dia 9 PI el cerdo 89 estornudé constantemente, mostrando debilidad
en miembros posteriores al igual que el cerdo 73. El cerdo 85 presentd rechinido
de dientes y defecé heces deshidratadas. El cerdo 52 mostré incoordinacion
locomotora posterior. El cerdo 63 presentd dificultad respiratoria y manifesto
constantemente movimientos faciales.

En el dia 10 PI, el cerdo 57 presento tos, postrado en decubito esternal y
respiracion abdominal. El cerdo 73 adopto la posicion de “perro sentado”; el animal
89 tuvo tos humeda. El animal 52 tuvo respiracibn abdominal. El cerdo 63 se
mantuvo semipostrado. El cerdo 89 estuvo indiferente. El cerdo 85 se mostro
aparentemente sano. Para el dia 11 PI los animales estuvieron muy tranquilos. El
cerdo 53 manifestd coprofagia.

En el dia 12 PI el cerdo 73 presentd espuma en la boca; el animal 63 se
manifestd normal; el cerdo 85 presentd estornudos y somnolencia. El cerdo 52
camino con la cabeza cerca del suelo. El animal 57 tuvo respiracion agitada. El

cerdo 89 estuvo deprimido. Para el dia 13 Pl los cerdos se mostraron indiferentes.



En el dia 14 PI el cerdo 89 presentd movimientos masticatorios manifiestos;
el animal 57 presenté estornudos y tos. El cerdo 85 camindé con la cabeza
cercana al suelo.

A partir del dia 15 Pl y hasta concluir el experimento, los animales se
observaron en buen estado de carnes a pesar de estar palidos (ver Figura 8). El
cuadro respiratorio es evidente pero no grave. EL cuadro nervioso fue estacionario
sin progresar. Prevaleci6 la salivacion y el rechinido de dientes. En el Cuadro 3

son mostrados los signos clinicos de los animales del grupo HVS-1.

CUADRO 3. Signos clinicos observados en animales del grupo HVS-1.

SIGNO / ARETE 53| 79 | 90 | 52 | 85 | 89 | 57 | 63 | 73
Cabeza baja + + + +
Legana +
Indiferencia +
Laceraciones piel + | + + + + + + + +
Agresividad + | + + + + + + +
Dificultad respiratoria + + + +
Depresion + + + +
Coprofagia +
Rechinido de dientes + + + + +
Poco apetito + | + + + + + + + +
Estornudo + + +
Somnolencia + + + +
Hiperestesia +
Perro sentado + + + +
Incoordinacion posterior + + +
Pelo hirsuto + +
Tremores + + + + + +
Postracion + + +
Incoordinaciéon locomotora | + + + + +
Salivacion + + + + +
Tos + +
Heces deshidratadas + +




4.1.4 Grupo RuVP/HVS-1

Durante los dias 1 a 5 PI los animales tuvieron buen apetito y se observaron

sanos. El dia 6 Pl se apreciaron con legafa escasa. Para el dia 7 Pl el cerdo 75
permanecio postrado e indiferente al medio ambiente. Sus compafieros estuvieron
explorando en todo el corral.

En el dia 8 PI los animales se mostraron indiferentes al medio ambiente,
pero no dejaron de comer. Durante el dia 9 PI los animales mostraron respiracion
agitada y ligera depresion. El apetito no disminuy®.

Para el dia 10 Pl los animales 59 y 69 presentaron heces deshidratadas y
este ultimo rechinido de dientes. El cerdo 65 mostro rechinido de dientes.

En el dia 11 PI se observd que todos los animales se desplazaban con la
cabeza cercana al suelo pero manteniendo el apetito. El cerdo 69 mostré rechinido
de dientes mientras que el animal 59 presento respiracion rapida. El animal 75 se



encontr6 durmiendo profundamente. Todos los animales se observaron
somnolientos.

Para el dia 12 PI los animales permanecieron con somnolencia. Los cerdos,
durante el dia 13 PI, presentaron dificultad respiratoria.

Las observaciones del dia 14 Pl fueron: animal 69 eliminG heces
deshidratadas; cerdo 59 con poco apetito y tendencia a postrarse; cerdo 62 esta
irritable. Los demas se encontraron somnolientos.

En el dia 15 PI los animales mostraron gran apetito. Para el dia 16 PI los
animales mostraron poco interés por el alimento y la actividad de exploracion
estuvo disminuida. Para el dia 17 PI los animales manifestaron poco apetito y
presentaron respiracion acelerada y tendencia a postrarse En el dia 18 PI los
animales presentaron poco apetito y dificultad respiratoria. El cerdo 61 estuvo
postrado; el cerdo 62 elimind heces deshidratadas mientras que el cerdo 65 tuvo
comportamiento normal.

En los dias 19 y 20 PI los animales presentaron tendencia a postrarse y
ligera dificultad respiratoria. Durante el dia 21 Pl el cerdo 65 mostré dificultad
respiratoria mientras que el cerdo 61 estuvo indiferente al medio ambiente. El
cerdo 62 tuvo comportamiento normal.

Para el dia 22 PI los animales comieron sin embargo, el cerdo 62 presentd
tos productiva. En el dia 23 PI los animales tuvieron apetito. El cerdo 61 mostro
rechinido de dientes, hemoptisis y somnolencia. El animal 62 tuvo hiperestesia y el
65 presentd hemoptisis, dificultad respiratoria y eritema generalizado después de
la toma de temperatura corporal.

Los dias 23 al 30 PI los animales mostraron poca actividad. Los cerdos 61 y
62 presentaron hiperestesia; este ultimo ocasionalmente adopté la posicion de
“perro sentado”. El cerdo 65 mostrd tendencia a mantenerse postrado. En general,
los animales manifestaron poco apetito. Los signos clinicos que desarrollaron los
animales del grupo RuVP / HVS-1 durante el experimento, son mostrados en el

cuadro 4.



Cuadro 4. Signos clinicos observados en animales del grupo RuVP / HVS-1.
SIGNO/ARETE | 49 | 50 | 70 | 59 | 69 | 75 | 61 | 62 | 65
Cabeza baja + + + + + + + + +
Legaina + + + + + + + + +
Indiferencia + +
Agresividad +
Dificultad
respiratoria
Depresién
Poco apetito
Somnolencia
Hiperestesia
Postracion
Heces secas +
Rechina dientes +
Respira rapido +
Tos +
Hemoptisis + +
Perro sentado +

++ [+ |+
++|+ |+
++ [+ |+
++|+ |+
++ [+ |+
++ [+ |+
++ [+ |+

4+ |+ |+ |+

+
.
+
.
.
.
+

+ |+ [+ |+ |+ |+ ]+

=+

+
+

La temperatura corporal (TC) fue medida por via rectal, con un termoémetro
digital para uso en pediatria humana. Los animales del grupo T se mostraron
hipotérmicos en el rango de 38.2 °C a 38.9 °C durante la primera mitad del
experimento. Durante los dias 15 al 18 PI tuvieron fiebre discreta de 39.4 °C a
39.7 °C vy a partir del dia 19 y hasta concluir el experimento la TC se mantuvo en
el rango esperado 39.0 °C a 39.3 °C (Gréfica 1).

Las lecturas de TC del grupo RuVP indican que los animales estuvieron
hipotérmicos 38.1 a 38.7 C durante los primeros 12 dias PI. La TC durante los 3
dias siguientes fue normal de 39.0 a 39.3 C. Hubo fiebre discreta de 39.7 C
durante los dias 16 a 22 PI. A partir del dia 23 Pl la TC fue normal de 39.0 °C a
39.3 °C (Grafica 1).

Los animales del grupo HVS-1 se mostraron hipotérmicos en el rango de
37.2 °C a 38.9 °C durante la primera mitad del experimento. Durante los dias 12 al
15 PI se mantuvieron normales, de 39.0 a 39.3 C; el dia 16 Pl con TC normal de
39.4 °C; el dia 17 PI con fiebre discreta de 39.4 C, seguida por hipotermia de 38.5
a 38.8 C durante los dias 18 y 19 PI. A partir del dia 20 PI1 hubo 3 picos de fiebre



severa (de 40 °C a 40.9 °C) con eventos de hipotermia de 38.8 C intercalados
hasta concluir el experimento (Grafica 1).

En el grupo RuVP-HVS-1 la TC de los animales fue baja en un rango de
38.1°C a 38.9°C durante los primeros 14 dias PI. Durante los s dias 15 hasta 21 PI
la TC se comporté normal, de 39.0 a 39.3 C. A patrtir del dia 22 Pl y hasta concluir

el experimento, hubo fiebre discreta que no rebaso los 39.6°C (Gréfica 1).



Gréfica 1. Temperatura corporal en los animales de los grupos TN, RuVP, HVS-1 y RuVP / HVS-1 expresada en
grados Celsius.
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4.2 GANANCIA DIARIA DE PESO Y CONVERSION ALIMENTICIA
Los datos obtenidos de las mediciones del peso corporal para cada animal

en todos los grupos estudiados, se presentan en los Cuadros 5, 6, 7y 8.

Cuadro 5. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo T

ARETE/DIA PI 1 8 14

51 5.02 6.58

81 8.23 8.3

91 6.13 7.83

93 6.55 9.12 13.4
94 7.86 10.1 14.55
95 8.19 11.3 16.2
80 7.93 11.14 15.83
88 11.06 14.65 20.3
97 10.82 14.69 18.74

Cuadro 6. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo RuVP

ARETE/DIA PI 1 8
55 6.53 8.16
68 8.65 10.82
98 6.96 9
76 6.78 9.22 13.65
77 8.07 9.21 14.17
87 8.2 10.26 15.68
78 9.66 12.78 17.78
84 9.7 12.93 18.27
96 9.05 12.63 17.98
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Cuadro 7. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo HVS-1

ARETE/DIA PI 1 8 14

53 8.64 11.38

79 6.06 7.7

90 5.52 6.97

52 6.9 10.81 13.7
85 9 11.53 14.6
89 7.78 10.89 13.9
57 7.88 11.63 18.6
63 8.62 12.47 18.24
73 8.14 12.66 18.8

Cuadro 8. Peso corporal en kilogramos de los animales del grupo RuVP/ HVS-1

ARETE / DIA PI 1 8 14

49 8.9 10.94

50 9.48 12.4

70 9.62 13.4

59 11.48 14.32 19.16
69 9.68 11.68 16.28
75 11.48 13.96 18.2
61 9.78 12.44 18.44
62 11.88 15.2 21.56
65 9.92 12.64 18.67

El ANDEVA fue calculado para los periodos 1-7 dias Pl y 8-14 PI tanto para
GDP como CA en todos los grupos.
No hubo diferencia estadistica para GDP y CA en el periodo de 1 a 7 dias

Pl entre todos los grupos sujetos a estudio.
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En cambio, para el periodo de 8 a 14 dias PI, si hubo diferencia estadistica
(P>0.05) para GDP y CA en el grupo RuVP / HVS-1, como puede observarse en

los Cuadros 9, 10, 11y 12.

Cuadro 9. ANDEVA para GDP en la fase de 8 a 14 dias PI para todos los grupos

SUMA DE | CUADRADO
FUENTE GL RANGO P>F
CUADRADOS MEDIO
Tx 8-14 3 0.52816625 0.176055 9.0150 0.0004
Error 23 0.44916950 0.019529
Total 26 0.97733575
Cuadro 10. Prueba de Tuckey-Kramer para GDP
NIVEL MEDIA
Grupo RuVP A 0.72619048
Grupo TN A 0.66714286
Grupo HVS-1 A 0.66309524
Grupo RuVP / HVS-1 B 0.39301587

Cuadro 11. ANDEVA para CA en la fase de 8 a 14 dias PI para todos los grupos

SUMA DE | CUADRADO
FUENTE GL RANGO P>F
CUADRADOS MEDIO
Tx 8-14 3 67.83168 22.6106 5.2318 0.0067
Error 23 99.40077 4.3218
Total 26 167.23245
Cuadro 12. Prueba de Tuckey-Kramer para CA
NIVEL MEDIA
Grupo TN A 16.503333
Grupo HVS-1 A 16.306667
Grupo RuVP A 16.255000
Grupo RuVP / HVS-1 B 12.997778
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4.3 NECROPSIA

El cuadro 13 muestra los hallazgos macroscopicos observados a la
necropsia de los animales del grupo T en las diferentes fechas del estudio
postmortem. En el animal identificado con el arete 51 (11.1%) no se observaron
cambios macroscopicos. En cambio, en el 88.9% de los animales restantes de
este grupo se observaron cambios. Es relevante que los linfonodos edematosos y
hemorragicos se hayan apreciado en el 77.8% de los animales estudiados. Por
otro lado, el 55.6% de los animales presentaron congestion en el encéfalo. El
namero porcentual indicado para el animal no. 88 expresa la superficie pulmonar
afectada. (Figuras 9, 10, 11y 12)

Cuadro 13. Cambios macroscopicos en el grupo T

ORGANO / DIA NECROPSIA / 7 Pl 14 PI 30 PI
ARETE 51181191193 |94 |95|80 |88 |97

Encéfalo SC | C SC | C C C SC | C SC
Linfonodo SC SC

Edematoso SI | sl |SI |SI

Hemorragia Si SI |SI (Sl |SI S| S
Cavidad toraxica SC|SC|SC|sC|sC|sC|sC|sC|sC
Corazén SC|SC|SC|SC|AS|SC|SC|sC|sC
Saco pericéardico SC|H |SC|SC|SC|SC|SC|H [H
Pulmon SC|SC|SC|sSC|SsC|sC|sC SC

Consolidacion 5%

Cavidad abdominal SC|SC|A |SC|sSC|sC|sC|sC|sC

A: ascitis; AS: atrofia serosa de la grasa coronaria; C: congestion;
H: hidropericardio; SC: sin cambios
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Figura 9. Linfonodo mediastinico edematoso
hemorragico. Cerdo no. 81. Grupo T.

Figura 10. Encéfalo congestionado.
Cerdo no. 91 Grupo T.
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Figura 11. Pulmon sin cambios. Linfonodo mediastinico aumentado de
tamafo y hemorragico. Cerdo no. 95 Grupo T.

S

Figura 12. Encéfalo congestionado. Cerdo no. 93 Grupo T.
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Los cambios macroscopicos observados en los animales del grupo RuVP
son mostrados en el cuadro 14. Se aprecia que el 77.8% de los animales
estudiados presentaron linfonodo mediastinico edematoso y hemorrégico. En el
saco pericardico hubo acumulo de liquido en el 66.7% (6/9) de los animales. Se
apreci6é congestion en el encéfalo en el 55.6% (5/9) de los animales. En la cavidad
abdominal se observé ascitis en el 33.3% (3/9) del total estudiado. En el 22.2%
(2/9) de los animales se aprecié congestion en el rifidn. El pulmén del animal no.
55 presentd consolidacion en el 1% de la superficie mientras que no hubo colapso
pulmonar en el 11.1% (1/9) de los animales bajo estudio. (Figuras 13, 14, 15, 16 y
17)

Cuadro 14. Cambios macroscoépicos en el grupo RuVP

ORGANO / DIA NECROPSIA / 7 Pl 14 PI 30 PI
ARETE 55 168 |98 |76 |77 |87 |78 |84 | 96

Encefalo sclclc|sc|c|clsc|c|sc
Linfonodo SC SC

Edematoso Sl Sli Sli Sl Sli Sl Sli

Hemorrégia S S S S S
Saco pericardico SC|H |[SC|H |H |H |H |H |SC
Pulmoén SC|SC|SC|SC|SC|SsC SC

Consolidacion | 1%

Sin colapso Sl
Cavidad abdominal A |SC|SC| A |[SC|SC|SC|SsC| A
Rif6GN SC|SC|SC|SC|SC|sC SC

Congestién Sl | Sl

A: ascitis; C: congestion; H: hidropericardio; SC: sin cambios
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Figura 13. Lesiones discretas al dia 7 PIl. Cerdo no. 55 Grupo RuVP.
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Figura 15. ecrosia del animal 98 al 7 PI. Grupo RuVP.
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Figura 16. Linfonodos mediastinicos hemorragicos. Dia 14 PI.
Cerdo no. 87 Grupo RuVP.

Figura 17. Encéfalo congestionado. Dia 14 PI.
Cerdo no. 87 Grupo RuVP.
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En el cuadro 15 pueden apreciarse los cambios macroscépicos
identificados a la necropsia de los animales del grupo HVS-1. El linfonodo
mediastinico hemorragico y edematoso fue observado en el 77.8% (7/9) de los
casos. La congestion en el encéfalo y la presencia de edema en la cavidad
abdominal (ascitis), se observaron asociadas en el 44.4% (4/9) en los animales del
grupo. Los cambios congestivos en visceras de la cavidad abdominal se
observaron por separado en el 33.3% (3/9) de los animales. En el saco pericardico
hubo acumulo de liquido en el 11.1% (1/9) de los animales. Los pulmones de los
animales nos. 79 y 90 presentaron 1% y 5% de afectacion del total de la
superficie del érgano, lo que representa el 22.2% (2/9) de los animales afectados.
(Figuras 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24y 25)

Cuadro 15. Cambios macroscopicos en el grupo HVS-1

ORGANO / DIA NECROPSIA / 7 Pl 14 PI 30 PI
ARETE 53 |79 |90 |52 |85 |89 |57 |63 |73
Encéfalo sc|sc|sCc|Cc (C |C |cC SC | SC
Linfonodo SC SC
Edematosos Si Sl |SI | SI | S] Sl | Si
Hemorrégia Sl Sl Sl Sli Sl
Saco pericardico SC|SC|SC|SC|H |SC|SC |SC|sC
Pulmon SC SC|SC|sC|SC |sC|sC
Consolidacion 1% | 5%
Cavidad abdominal SC|SC|SC|A |SC|A |SC |A |A
Bazo SC|sC|sC|sC|sC|sC |sC|sC
Congestion | Sl
Higado sc|sc|sc|sc|sc|sc |[sC
Congestion | Sl SI
RifA6N SC|sC|sC|sC|sC|SsSC |sC|sC
Congestion | Sl

C: congestion; A: ascitis; C: congestion; H: hidropericardio
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Figura 18. Encéfalo congestionado. 7Dias PI. Cerdo no. 53.
Grupo HVS-1.

v !

L

Figura 19. Visceras abdominales congestionadas.
7 dias PI. Cerdo no. 53 Grupo HVS-1.
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Figura 20. Pulmon consolidado. Dia 7 P

-

|. Cerdo no. 90 Grupo HVS-1.

iy
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Figura 21. Pulmén sin cambios vista
dorsal. Linfonodo adrtico Edematoso y
hemorragico. Dia 14 PI. Cerdo no. 52.
Grupo HVS-1

Figura 22. Pulmédn sin cambios vista
ventral. Dia 14 PI. Cerdo no. 52 Grupo
HVS-1
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Figura 23. Encéfalo congestionado.
Dia 14 PI. Cerdo no. 52. Grupo HVS-1.

Figura 24. Linfonodo mediastinico hemorrégico. Dia 14 PI.
Cerdo no. 85. Grupo HVS-1.
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Figura 25. Encéfalo congestionado. Dia 14 PI. Cerdo no. 85.
Grupo HVS-1.

Los cambios macroscoépicos identificados durante la necropsia de los
animales del grupo RuVP / HVS-1 pueden observarse en el cuadro 16. Los
linfonodos edematosos y/o hemorragicos fueron observados en el 100% de los
casos estudiados. La congestion en el encéfalo fue desarrollada por el 88.9% (8/9)
de los animales de este grupo. El hidropericardio fue identifiado en el 66.7% (6/9),

ascitis se observo en el 55.6% (5/6) y la falta de colapso pulmonar en el 11.1%

(1/9) de los animales estudiados.

Cuadrol6. Cambios macroscopicos en el grupo RuVP / HVS-1.

ORGANO / DIA NECROPSIA / 7 Pl 14 PI 30 PI
ARETE 49 |50 |70 |59 |69 |75 |61 |62 |65
Encéfalo c |C |C |C |C |C |C |sCc|C
Linfonodo
Edematosos | SI | SI [SI | SI | SI | SI |SI |SI |SI
Hemorragia | S! | S! Sl |SlI [sI [sI |sI
Saco pericardico H |[H |H |[SC|H |H |H |[SC|H
Pulmén SC|SC|SC|sSC|sC|sC SC | SC
Sin colapso Sl
Cavidad abdominal SC|A |A |SC|A |SC|A |SC|A
Bazo SC |SC|SC|SC|SC|sC SC
Congestién Sl | Sl

A: ascitis; C: congestion; H: hidropericardio; SC: sin cambios
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4.4 HISTOPATOLOGIA

El examen microscopico realizado en los animales del grupo T mostro
cambios discretos e inespecificos en el sistema nervioso central. No se
identificaron cambios microscoépicos en el ganglio del nervio trigémino, glandula

salival, timo, tonsila, placas de Peyer, globo ocular, pancreas e higado.

El cuadro 17 contiene las alteraciones microscopicas identificadas en los
organos y tejidos de los animales que conformaron el grupo RuVP. Se puede
observar que el 88.9% (8/9) de los animales desarrollaron meningoencefalomielitis
no supurativa con marcado tropismo a tejido nervioso (Figura 26). En el 66.7%
(6/9) de los animales se identifico neumonia intersticial y en uno pleuroneumonia.
En el 55.5% (5/9) de los animales se identificé ganglioneuritis no supurativa y
ademds, apoptosis linfocitaria en la tonsila. El 11.1% (1/9) de los animales
mostraron infiltrado linfocitario en la cérnea (Figura 27). Asi mismo, se identifico
apoptosis en linfonodo mediastinico en el 55.5% (5/9) de los animales y adenitis
en el 11.1% de los animales estudiados. Lesiones indicativas de neumonia
intersticial (Figura 28) y deplesion linfoide esplénica fueron identificadas en el
55.6% (5/9) de los animales. No hubo cambios en timo y pancreas.
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. 55. Grupo RuVP. 400x.

Figura 26. Puente de Varolio con infiltracion linfocitaria perivascular. Dia 7 PI. Cerdo no
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Figura 27. Cornea con acumulo por mononucleares por debajo del
eiitelio. Dia 7 PI. Cerdo no. 98. RuVP. 400x.

Figura 28. Neumonia intersticial. Dia 7 PI. Cerdo no.98. Grupo RuVP.
100x
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Cuadro 17. Cambios microscopicos en el grupo RuVP

30

ORGANO/DIA NECROPSIA/ 7 Pl 14 PI 30 PI
ARETE 55 168 |98 | 76 | 77| 87 | 78| 84 | 96
Encéfalo
Gliosis difusa | * o ) A S
Gliosis focal + + +t
Neuronofagia +
Degeneracion neuronal | 7 M R I
Infiltrado de I|r_1fon_:|_to§ perivasc + + + + + + +
Meningitis linfocitaria + + + +
Satelitismo + +
Médula espinal
Gliosis focal + + + +
Satelitismo +
Degeneracion neuronal *
Infiltrado de linfocitos * i
Ganglio de Gasser
Infiltrado de linfocitos + + + + +
Degeneracion neuronal +
Globo ocular
Infiltrado de linfocitos (cérnea) +
Glandula salival
Infiltrado de linfocitos +
Tonsila
Apoptosis linfocitaria + |+ + + +
Necrosis epitelial + +
Linfonodo
Apoptosis linfoide + |+ + +
Deplesion linfoide +
Hemorragia i
Pulmoén
Neumonia intersticial t+ |+t + + + +
Pleuroneumonia | **
Placas de Peyer
Apoptosis linfocitaria | + | *
Bazo
Deplesién linfoide t+ | + +
Higado
Infiltrado de linfocitos ++ + ot +
Rifidn
Nefritis intersticial +
Infiltrado de linfocitos + ]t +
---: sin cambios +: discreto ++: moderado +++: severo




Los cambios microscopicos identificados en los érganos y tejidos de los
animales del grupo HVS-1, se muestran en el cuadro 18. En el 100% de los
animales estudiados se identific6 meningoencefalomiellitis no supurativa con
marcado tropismo a tejido nervioso asi como deplesion linfoide esplénica (Figuras
29,30y 31. En el 77.8% (7/9) de los animales se identific6 neumonia intersticial y
necrosis epitelial en tonsilas. En 66.7% (6/9) de los animales desarrollaron
hemorragias en linfonodo. El 44.5% (4/9) de los animales desarrollo ganglioneuritis
no supurativa. No se identificaron cambios en globo ocular, timo, pancreas y
placas de Peyer.

Figura 29. Médula espinal con gliosis difusa. Dia 14 PI. Cerdo no.89. Grupo HVS-
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Figura 31. Bazo con deplesi

HVS-1. 100x.
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CUADRO 18. Cambios microscépicos en el grupo HVS-1
7 Pl 14 PI 30 PI
ORGANO 53 | 79 |90 | 52 | 85 89 57 | 63| 73
Encéfalo
Gliosis focal | +++ | + | ++ | + ++ + + +++
Gliosis difusa | +++ ++ + 4 | 4+
Satelitosis + ++ 4+ | 4+
Congestion | +++ ++
Neuronofagia | +++ ++
Degeneracién neuronal | + ++ ++ | ++
Infiltrado de linfocitos perivasc. + + + +
Meninges con linfocitos + + + +
Médula espinal
Gliosis focal ++ + ++
Satelitosis ++ +
Degeneracion neuronal ++ +
Ganglio de Gasser
Infiltrado de linfocitos +++ | ++ | e+ |+ +
Glandula salival
Infiltrado de linfocitos +
Tonsila
Necrosis epitelial + + ++ | +++ + + +
Linfonodo
Apoptosis linfoide + +
Hemorragias + |+ |+t + + ++
Pulmdn
Neumonia intersticial + + + + + + +
Neumonia +
Bazo
Deplesion linfoide | ++ + + | + + + ++ + +
Higado
Infiltrado de linfocitos + + + ++
Rifidn
Infiltrado de linfocitos + +
---: sin cambios +: discreto  ++: moderado +++: severo

En el cuadro 19 se pueden observar las alteraciones histolégicas

identificadas en érganos y tejidos de los animales del grupo RuVP y HVS-1. Fue

identificada meningoencefalomielitis ni supurativa (Figuras 31 y32) y neumonia

intersticial (Figura 33) en el 100% de los animales. Hubo deplesion linfoide y

hemorragias en el linfonodo, en el 77.8% (7/9) de los animales. Ademas se

determiné que el 66.7% de los animales desarroll6 hepatitis linfocitaria; el 55.6%

(5/9) de los animales mostré neuritis linfocitaria en nervio optico (Figura 34); el
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44.5% (4/9) desarroll6 apoptosis en linfonodos y degeneracion epitelial en tonsila;
el 33.4% (3/9) mostré adenitis linfocitaria; y finalmente, el 22.3% (2/9) de los
animales, desarroll6 deplesion linfoide en linfonodo mediastinico. No hubo
lesiones microscopicas en pancreas.

Figura 32. Puente de Varolio con gliosis focal. Dia 14 PI.
Cerdo no. 75. Grupo RuVP/HVS-1. 100x.

Figura 33. Cerebro anterior con degeneracion neuronal.
Dia 14 PI. Cerdo no. 59. Grupo RuVP/HVS-1. 400x.

\ - e
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Figura 34. Pulmén con neumonia intersticial. Dia 7 PIl. Cerdo no. 50.
Grupo RuVP/HVS-1. 400x.

Figura 35. Nervio oOptico infiltrado por mononucleares. Dia 14 PI.
Cerdo no. 75 Grupo RuVp/HVS-1. 400x.




Cuadro 19. Cambios microscopicos en el grupo RuVP / HVS-1.

7 Pl 14 PI 30 PI
ORGANO 49 |50 |70 |59 |69 |75 |61 |62 |65
Encéfalo
Gliosis difusa + | ++ + | ++
Hemorragias + | ++ ++ |+ |+ | +
Neuronofagia + | ++ ++
Satelitosis + + ++
Degeneracion neuronal + | ++ + | | |+
Meninges con linfocitos + + ++ | + +
Infiltrado de linfocitos periv. + + |+ + |+ |+
Médula espinal
Hemorragias + | + |+ | + +
Gliosis difusa + |+ +
Neuronofagia +
Degeneracion neuronal + +
Ganglio de Gasser
Infiltrado de linfocitos + +
Globo ocular)
Neuritis (mononucleares) + | + + | + +
Apoptosis linfocitos +
Glandula salival
Infiltrado de linfocitos + |+ +
Apoptosis linfocitos +
Timo
Apoptosis linfocitos +
Tonsila
Degeneracion epitelial + |+ |+ +
Necrosis de criptas + + |+
Hiperplasia epitelial + |+
Linfonodo
Apoptosis linfoide + + | + +
Deplesion linfoide + |+
Hemorragias 4 | | |+ Tl o+ | 4+
Pulmon
Neumonia intersticial + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Placas de Peyer
Apoptosis linfocitos +
Bazo
Deplesion linfoide + ++ | + | + ++ | + | +
Higado
Infiltrado de linfocitos ++ | + | + + |+ | +
Rifién
Infiltrado de linfocitos + | + + |+
---: sin cambios +: discreto ++: moderado +++: severo
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4.5 SEROLOGIA

Los resultados de la prueba de seroneutralizacion realizada en los sueros

sanguineos para deteccion de anticuerpos especificos con el HVS-1 son

mostrados en los cuadros 20, 21, 22 y 23.

En los cuadros 20 y 21, correspondientes a los sueros sanguineos
colectados los dias 0, 7, 14, 21 y 30 PI de los animales que conformaron los

grupos T y RuVP, se aprecian que son negativos a anticuerpos especificos contra

HVS-1.

Cuadro 20. Seroneutralizacion (HVS-1) en el grupo T.

CERDO

DIAS PI

NO.

14

21

30

51

81

91

93

94

95

80

88

=]

=]

97

S|(S|ID|D|S|S5(S|D5|0|0O

S| |D|53(53|5|05(|N

S| |S535 |55

Cuadro 21. Seroneutralizacion (HVS-1) en el grupo RuVP.

CERDO DIAS PI

NO. 0 7 14 21 30
55 n sd

68 n sd

98 n sd

76 n n n

77 n n n

87 n n n

78 n sd sd n n
84 n n n n n
96 n n n n n

sd: sin datos
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Por otro lado, el cuadro 22 muestra los resultados de la SN en los sueros
sanguineos de los animales del grupo HVS-1. Del total de animales de dicho

grupo, el 22.3% resulto positivo a la prueba.

Cuadro 22. Seroneutralizacion (HVS-1) en el grupo HVS-1.

DIAS PI
CERDO NO. 14 51 30
53

79
90
52
85
89
57
63
73

SN

(%))
o

1:8 1:8

jum I e I I e ) e }

S|ID|IS|S|S|(S3(5|D5|D |k

S[(S|D|S5|35|D5|5

1:8 1:16 1:16

Por lo que respecta al grupo RuVP/ HVS-1, el cuadro 23 muestras que el
11.1% de los animales muestreados seroconvirti6 en el Ultimo muestreo a

anticuerpos especificos contra el HVS-1.

Cuadro 23. Seroneutralizacién (HVS-1) en el grupo RuVP/HVS-1.
DIAS PI
14 21 30

CERDO NO.
49
50
70
59
69
75
61
62
65

=]
=]

S|(S|ID|IS|S3 |5 (3|30

S|D|IS|S|D|5|5|05|5|N

jum I e I e ) e I e I e |
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Los resultados de la prueba de inhibicibn de la hemoaglutinacion (IHA)
realizada en los sueros sanguineos para deteccion de anticuerpos especificos con

el RuVP son mostrados en los cuadros 24, 25, 26 y 27.

En los cuadros 24 y 25 correspondientes a los sueros sanguineos
colectados los dias 0, 7, 14, 21 y 30 Pl de los animales que conformaron los
grupos Ty HVS-1, se aprecian que son negativos a anticuerpos especificos contra
RuVP.

Cuadro 24. Inhibicion de la hemoaglutinacion (RuVP) en el grupo T.

CERDO DIAS PI

NO. 14
51
81
91
93
94
95
80

21 30

88

5

5

97

S|IS|ID|S|5|S5(5|05|05|0

S|DS|S|I5|5|5|53|5|0|N

jum I e I e 1) e 8 ) o |

Cuadro 25. Inhibicion de la hemoaglutinacion (RuVP) en el grupo HVS-1.

DIAS PI
CERDO NO. 0 Z 14 51 30
53 n n
79 n sd
90 n n
52 n n n
85 n sd n
89 n n n
57 n n n n n
63 n n n n n
73 n n n n n
sd: sin datos
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Por otro lado, el cuadro 26 muestra los resultados de la IHA en los sueros

sanguineos de los animales del grupo HVS-1. Del total de animales de dicho

grupo, el 66.7% resultoé positivo a la prueba.

Cuadro 26. Inhibicién de la hemoaglutinacion (RuVP) en el grupo RuVP.
CERDO DIAS PI

NO. 1 7 14 21 30
55 n sd

68 n sd

98 n sd

76 n n 1:16

77 n n 1:32

87 n n 1:32

78 n sd sd 1:32 1:32
84 n n 1:8 1:16 1:16
96 n n 1:16 1:32 1:32

sd: sin datos

Por lo que respecta al grupo RuVP/ HVS-1, el cuadro 27 muestras que el

66.7% de los animales muestreados seroconvirtié a anticuerpos especificos contra

el RuVvP.

Cuadro 27. Inhibicién de la hemoaglutinaciéon (RuVP) en el grupo RuVP/HVS-1

DIAS PI
CERDO NO. 1 7 14 21 30
49 n n
50 n n
70 n n
59 n n 1:8
69 n n 1:16
75 n n 1:8
61 n 1:8 1:32 1:8 1:32
62 n 1:8 1:32 1:16 1:16
65 n 1:8 1:16 1:16 1:8
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4.6 PRODUCTOS DE LA RCP

4.6.1 Preparacion del testigo positivo de RuVP

A partir de 3 alicuotas de 1 ml cada una, de liquido sobrenadante de cultivo
celular con 10* DICC de RuVP se obtuvieron 180 pl del liquido que contiene RNA
del virus mencionado. Se procedio a realizar la reaccion de transcriptasa reversa y
posteriormente la reaccién de PCR. En la Figura 36 se muestran los resultados de
la extraccién, purificacion, RT y PCR para Rubulavirus porcino. Cabe sefalar que
fue utilizado Circovirus porcino tipo 2 (CVP-2) como control de PCR en el carril 2.
La amplificacién del segmento de 427 pb corresponde a CVP-2. En los carriles 3,
4y 5 se aprecia la amplificacion de 3 segmentos de 273 pb que corresponden a
RuVP.

Figura 36. Reaccion de PCR del testigo
positivo de RuVP en gel de agarosa al
1.5% tefido con bromuro de etidio.
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4.6.1.2 Resultados del grupo T para RuVP.

Un total de 29 muestras de suero sanguineo correspondientes al grupo
RuVP fueron sujetas a los procesos de extraccion y purificacién, RT y PCR. En las
figuras 37 al 40 pueden observarse que todas las muestras serolégicas son
negativas a Rubulavirus porcino en el grupo T.

Por otro lado, los sueros sanguineos de los animales de los grupos RuVP,
HVS-1y RuVP / HVS-1 fueron procesados pero no hubo amplificacion del control
positivo ni de las muestras. Se decidié repetir el proceso pero ya habian sido

agotadas las reacciones del kit RT-PCR.

Figura 37. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del grupo
T el dia 0. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Figura 38. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del grupo
T el dia 7 PI. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 39. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del grupo T el dia
14 PI. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Figura 40. Reaccion de PCR de RuVP en suero sanguineo del grupo T de los
dias 21 Pl y 30 PI. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

ey

ool
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4.6.2 Preparacion del control positivo de HVS-1

A partir de 1 alicuota de 1 ml de liquido sobrenadante de cultivo celular con
10*" DICC de HVS-1 se obtuvo 60 pl del liquido que contiene DNA del virus
mencionado. Se procedio a realizar la reaccion de PCR. En la Figura 41 pueden
apreciarse los resultados de la extraccion, purificacion y PCR para Herpesvirus
suis tipo 1. Cabe seiialar que fue utilizado Circovirus porcino tipo 2 (CVP) como
control positivo de PCR, en el carril 2. La amplificacién de un segmento de 427 pb
corresponde a CVP. En el carril 3 se aprecia la banda de amplificacién de un

segmento de 322 pb que corresponde a gG de HVS-1.

Figura 41. Reaccion de PCR del control positivo de HVS-1
en gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio.

A pesar de la amplificacién del control positivo de HVS-1 éste no se
mantuvo estable ya que al repetir la misma reaccion en ensayos inmediatos, no se
lograba la repeticion del resultado. Fue realizada una reaccion de PCR con sueros
sanguineos de los animales del grupo HVS-1 colectados el dia 7 Pl y no se obtuvo

la amplificacion del control positivo ni de las muestras experimentales.

44



5. DISCUSION

Han transcurrido casi tres décadas desde que la infeccion por RuVP fue
descrita por primera vez en México en el afio de 1980. Se han realizado algunos
trabajos experimentales para demostrar la posible interaccion de este virus con
otros agentes patdgenos de importancia para la porcicultura mexicana y hasta el
momento no se ha logrado el objetivo, salvo unos estudios realizados en
condiciones de campo, donde se demostro la asociacion serolégica de algunos
patdgenos con RuVP.

La observacién de problemas clinicos en el campo donde se aprecian

signos de infeccion por RuVP y HVS-1 motivo la realizacion del presente trabajo.

5.1 SIGNOS CLINICOS

Este estudio se realiz6 con animales convencionales seronegativos a
Herpesvirus suis tipo 1 y Rubulavirus porcino. Sin embargo 2 de 9 animales (22%)
del grupo T manifestaron comportamiento alterado. El cerdo 81 mostrd signos de
infeccibn a nivel del oido medio. El andlisis bacteriolégico resultdé negativo
similarmente, el estudio histopatolégico no mostré lesiones compatibles con
infecciobn bacteriana en el encéfalo. Esto sugiere que la infeccion quedd
circunscrita al area del oido medio. Por otro lado, en el animal 97 se identifico un
cambio macroscopico que explicd parcialmente el cuadro clinico observado: el
linfonodo mediastinico se encontré6 edematoso. Este hecho no comprometié el
experimento.

Stephano y Gay en 1985 informaron que los cerdos mayores a 30 dias de
edad presentaron legafia, apatia, poco apetito, estornudo, somnolencia, opacidad
de la cdrnea, entre otros signos, como resultado de la infeccion por RuVP. A
pesar de la ausencia de opacidad de la cérnea, el cuadro clinico observado en los
animales del grupo RuVP de este experimento coincide con lo reportado por esos
investigadores.

Iglesias en 1987 publicd los resultados de la infeccibn experimental por
HVS-1 en cerdos de 10 semanas de edad. En dicho estudio fueron comparadas
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dos cepas que tuvieron diferente efecto citopatico, mientras una de ellas se
comporté formando sincitios, la otra lo hizo formando células redondeadas. Desde
el punto de vista clinico los animales de ambos grupos mostraron la signologia
caracteristica de la Enfermedad de Aujeszky, siendo los animales inoculados con
la cepa formadora de sincitios quienes desarrollaron el cuadro clinico grave. En el
presente estudio los animales del grupo HVS-1 manifestaron el cuadro clinico
caracteristico de la enfermedad de Aujeszky, sin mortalidad, poco grave, similar
en magnitud al cuadro clinico observado en los animales inoculados con la cepa
formadora de células redondas en cultivo celular en el estudio publicado por
Iglesias en 1987. Para efectos del presente trabajo, los animales del grupo HVS-1
desarrollaron el cuadro clinico mas evidente en comparacion con los animales
inoculados con ambos virus.

Los animales del grupo RuVP/HVS-1 expresaron signologia clinica
inespecifica pero de manera mas uniforme. El patron clinico observado en todos
los animales, consistié en: cabeza baja, legafa, dificultad respiratoria, depresion,
poco apetito, somnolencia y postracion. El cuadro clinico descrito es similar al
observado en el grupo RuVP pero generalizado en el grupo. Por otro lado, el
cuadro clinico observado posterior a la infeccion inducida de HVS-1 no resulté de
la gravedad apreciada en el grupo HVS-1. Iglesias en 1987 comenté que el
estudio de la respuesta inmune en animales inoculados permite contemplar la
eficiencia de las pruebas de diagnostico. La prueba de SN es un buen indicador
del estado de infeccion de los animales, puesto que aquellos que presentaron una
respuesta clinica leve mostraron titulos bajos de anticuerpos neutralizantes. Mas
adelante, en la seccion de serologia de este trabajo, serd tocado el punto
nuevamente.

Dewey y Straw, en 2006, precisan que el rango de temperatura corporal
esperado en animales de 26 a 70 dias de edad, es de 39.0 °C a 39.3 °C. Durante
el periodo de aclimatacion fue utilizada fuente de calor suplementario para
proporcionar calor a los animales y fue retirada a partir del dia de la inoculacion
porque los animales ya no requerian de ella. El analisis de la gréafica de TC indica

gue todos los animales estuvieron hipotérmicos durante los primeros 15 dias PI.
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En el grupo HVS-1 fue més evidente este hecho. Los animales de los grupos T,
RuVP y RuVP/HVS-1 manifestaron fiebre, pero no tan marcada como los animales
del grupo HVS-1. Esto hace evidente la virulencia de la cepa Shope de HVS-1, de
acuerdo a la informacion publicada por Iglesias en 1987, en animales inoculados
con HVS-1.

5.2 CONVERSION ALIMENTICIA

Shibata y colaboradores en 2003, compararon los efectos clinicos y
patologicos de la infeccion doble con los virus de la enfermedad disgenésica y
respiratoria del cerdo. (VEDRC) y HVS-1 en cerdos SPF de 6 semanas de edad.
Los resultados de dicho trabajo indican que no hubo diferencia significativa entre
el grupo de animales inoculados con VEDRC y HVS-1 con el grupo control. La
explicacion dada esté basada en el reducido nimero de animales por grupo y la
variacion individual. Los resultados del presente trabajo difieren con los publicados
por Shibata y colaboradores en 2003. El ANDEVA indic6 que la CA de uno de los
grupos fue estadisticamente diferente. La prueba de Tuckey-Kramer identificd al
grupo RuVP/HVS-1 como aquel cuya CA fue mas alta y que, ademas, tuvo
diferencia significativa con la CA de los grupos T, RuVP y HVS-1.

En el presente estudio la CA y GDP de los animales del grupo RuVP no
tuvieron diferencia significativa con los otros grupos. Stephano y Cérdova en 1992,
publicaron los indicadores de produccion afectados por la infeccion por RuVP en
granjas porcicolas en la parte central de México. Las pérdidas en las areas de
reproducciéon (Servicios/Gestacion) y lactancia (Maternidad) son evidentes. Los
datos de CA de la linea de produccion (Destete/Engorda) no fueron evaluados
mediante estadistica por lo que no puede ser definido el efecto detrimental de la
enfermedad en esta area de produccion en el estudio referido.

5.3 NECROPSIA

En los animales (7/9) del grupo T fueron identificados cambios en el
linfonodo mediastinico, tales como: hemorragia y edema. Estas alteraciones estan
asociadas al drenaje de la hemorragia causada por la toma de muestra sanguinea

en la fosa yugular.
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Stephano y colaboradores en 1988 inocularon RuVP a cerdos destetados,
via intranasal, con 27 dias de edad, observaron a la necropsia: opacidad corneal,
edema subcutaneo en la regién inguinal y abdominal, estémago lleno de alimento
e intestinos vacios, petequias en la superficie renal, congestion en meninges y
aumento del liguido cefalorraquideo. Las lesiones descritas en los animales del
grupo RuVP indican que en los animales (7/9) se observaron linfonodos
edematosos y en 5/7 animales se observaron hemorragicos, hidropericardio en 6/9
animales y congestion meningea en 5/9 animales. No hubo opacidad de la cérnea.
Estos cambios difieren de los descritos por los investigadores referidos y
posiblemente se encuentre asociado a la cepa inoculada. La cepa utilizada por
Stephano y colaboradores fue aislada de cerdos lactantes afectados por RuVP
mientras que la cepa utilizada en este experimento fue aislada de sementales
afectados por RuVP.

Iglesias en 1987, en un articulo de revisién sobre la EA, menciona que las
lesiones macroscopicas son mas claras en cerdos lactantes o recién destetados
que en animales de mayor edad. Entre las lesiones mas frecuentemente
observadas se encuentran: congestion discreta hasta zonas necroticas en tonsilas,
faringe y linfonodos. Edema pulmonar y focos necréticos en higado y bazo de 2
mm de didmetro. También se menciona la presencia de hemorragias petequiales
en corteza renal y glandulas adrenales. Cuando la infeccion esta dada por cepas
virales capaces de desarrollar problemas respiratorios, cominmente se observan
zonas de consolidacion aguda que pueden abarcar I6bulos completos. Las
asociaciones bacterianas a nivel pulmonar en los casos de campo son comunes.
En el presente trabajo las lesiones macroscépicas observadas en los animales del
grupo HVS-1 se concentran en los linfonodos y en el encéfalo. Las lesiones
neumonicas, son de poca extension y no se apreciaron otros cambios en el
pulmén sugerentes de la asociacién por gérmenes oportunistas. La ausencia de
las lesiones macroscoOpicas se asocian a la edad de los cerdos (40 dias) al
momento de la inoculacion empleados en este experimento y a la dosis de HVS-1

utilizada.
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Shibata y colaboradores en 2004 estudiaron la interaccion de VEDRC y
HVS-1 en cerdos SPF, con 42 dias de edad. Las lesiones a la necropsia se
circunscribieron al pulmén en donde se observé moderada falta de colapso
pulmonar al dia 14 Pl y severa falta de colapso pulmonar al dia 21 Pl a diferencia
de los animales de los grupos VEDRC, HVS-1 y control en donde no fue
observado este cambio. Narita e Ishii en 2004, estudiaron la interaccion de los
mismos virus estudiados por Shibata y colaboradores. Utilizaron cerdos SPF, con
28 dias de edad serologicamente negativos a VEDGR, HVS-1 y Circovirus porcino
tipo 2 (CVP-2). Encontraron que los cambios macroscopicos fueron severos en el
grupo de la doble infeccion y consistieron en: severa atrofia del timo, congestion
del cerebro y neumonia con coloracion difusa en la periferia de los I6bulos. No
hubo lesiones macroscépicas en los cerdos de los grupos VEDRC y control. Solo
hubo discreta atrofia en el timo de los animales del grupo HVS-1. Los cambios
macroscopicos descritos en estos 2 experimentos sugieren la interaccion en los
virus estudiados. Los cambios observados en el grupo RuVP/HVS-1 se
manifestaron en la mayoria de los animales vy consistieron en linfonodos
edematosos y/o hemorragicos seguidos por la congestion en el encéfalo, el
hidropericardio y la ascitis.

5.4 HISTOPATOLOGIA

Las lesiones observadas en los animales del grupo T son discretas e
inespecificas en el sistema nervioso central. No se identificaron cambios
microscopicos en el ganglio del nervio trigémino, glandula salival, timo, tonsila,
placas de Peyer, globo ocular, pancreas e higado.

Pérez en 1989 describi6é los cambios histolégicos en lechones de 1 dia de
edad, inoculados con RuVP, via intratraqueal con 10*° DICC 50%. Reportd
meningoencefalomielitis no supurativa con cuerpos de inclusion intracitoplasmicos
en las neuronas piriformes de la corteza cerebelosa, infiltrado linfocitario en el
angulo iridocorneal y cuerpos de inclusion intracitoplasmicos en el epitelio corneal.
Stephano y colaboradores en 1981 describieron los brotes de encefalitis por un
virus hemoaglutinante. Encontraron severa meningoenceflomielitis no supurativa

en lechones de 7 a 10 dias de edad. En este trabajo los resultados del estudio
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histoldgico realizado en los animales del grupo RuVP son: meningoencefalomielitis
no supurativa de discreta a moderada. Neumonia intersticial en 6/9 animales.
Destaca notablemente la apoptosis linfocitaria en la tonsila, deplesion linfocitaria
en bazo y la escasa presencia del infiltrado linfocitario en la cérnea. Resalta la
infiltracién linfocitaria en el ganglio del nervio trigémino. No se observaron cuerpos
de inclusion intracitoplasmicos en las neuronas piriformes de la corteza
cerebelosa. Los cambios microscopicos, en lo general, indican la infeccién por
RuVP.

Iglesias en 1987 en un articulo de revision, indica que las lesiones
histol6gicas asociadas a la infeccién por HVS-1 son: meningoencefalomielitis no
supurativa, con cuerpos de inclusién eosinofilicos o ligeramente basofilos que no
son un hallazgo constante. Es comdn observar necrosis neuronal, satelitosis,
microgliosis e infiltracion perivascular antes que los cuerpos de inclusion. Pueden
observarse focos de necrosis coagulativa en higado, bazo y glandulas adrenales.
En las tonsilas se aprecian zonas de necrosis acompafadas por cuerpos de
inclusion intranucleares y deplesion linfoide de diferente magnitud. Cuando la cepa
viral involucrada afecta al aparato respiratorio es comln observarse necrosis
pulmonar diseminada, cambios exudativos severos, cuerpos de inclusion en las
células epiteliales de todos los pasajes aéreos y exudado fibrinoso en la luz
alveolar. En el grupo HVS-1 de este trabajo, fue identificada
meningoencefalomielitis no supurativa, de moderada a severa, con marcado
tropismo a tejido nervioso asi como deplesion linfoide esplénica. Este dltimo
cambio es comun a todos los animales empleados en este trabajo. La neumonia
intersticial es poco comudn ya que la replicacion de HVS-1 en pulmoén, desarrolla
necrosis focal y cuerpos de inclusion intranucleares. En contraste, la necrosis
epitelial en tonsilas es comun observarla pero acompafnada por la presencia de
cuerpos de inclusion intranucleares, que no fueron observados en este trabajo. La
ganglioneuritis no supurativa es un cambio constante en infecciones naturales o
inducidas por cualquier virus neurotropo. La edad de los animales al momento de

la inoculacion de HVS-1 y la dosis empleada son dos factores que posiblemente
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condicionaron el desarrollo de las lesiones microscopicas caracteristicas de la
infeccion por HVS-1.

Shibata y colaboradores en 2003, demostraron la interaccién entre VEDRC
y HVS-1 mediante diferentes técnicas. El estudio histopatolégico indico la
presencia de neumonia intersticial en todos los cerdos del grupo VEDRC / HVS-1
y en los animales del grupo HVS-1. Esta lesion fue mas severa en los animales del
grupo VEDRC / HVS-1 que en los del grupo VERC. Por otro lado, solo se observé
neumonia intersticial moderada en 2 cerdos del grupo HVS-1. Adicionalmente fue
observada encefalitis en medula oblonga y cerebelo en todos los animales del
grupo VEDRC / HVS-1 y en los animales del grupo HVS-1. Narita e Ishii en 2004,
estudiaron los mismos virus. Utilizaron cerdos SPF, con 28 dias de edad
serolégicamente negativos a VEDGR, HVS-1 y CVP-2, encontraron
meningoencefalitis no supurativa y encefalomalacia en corteza cerebral en los
animales del grupo de la doble infeccion. En un cerdo del grupo HVS-1 hubo
encefalomielitis no supurativa discreta y en el resto de los animales de dicho grupo
asi como en los animales del grupo VEDRC y control no hubo lesiones en el
sistema nervioso central. Estos hallazgos permitieron a los investigadores concluir
que VEDRC y HVS-1 actian sinérgicamente cuando son inoculados a cerdos
susceptibles.

En el grupo RuVP/HVS-1 fue identificada meningoencefalomielitis no
supurativa de discreta a moderada y neumonia intersticial en el 100% de los
animales. Un numero importante de animales desarrollaron lesiones en varios
organos y tejidos. Se observé neuritis linfocitaria en el nervio 6ptico. A pesar de A
pesar que todos los animales del grupo de la doble infeccibn mostraron lesiones
microscopicas en mayor numero de oOrganos y tejidos, no es indicativo de
sinergismo entre RuVP y HVS-1.

5.5 SEROLOGIA

La seroconversion fue detectada mediante las pruebas de SN e IHA para
HVS-1 y RuVP, respectivamente. Se demostré que no hubo seroconversién a
anticuerpos especificos contra HVS-1 en los animales de los grupos T y RuVP,

como tampoco la hubo para RuVP en los animales de los grupos Ty HVS-1
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Pirtle y Gutekundst en 1978, desarrollaron un trabajo en donde evaluaron la
respuesta inmune y el asilamiento viral en cerdos susceptibles expuestos a la
cepa Shope de HVS-1. Utilizaron cerdos de un peso inicial al considerado para
este trabajo; la misma via de administracion del inéculo y la cepa Shope de HVS-
1; obteniendo titulos de 1:8 hasta 1:256 al dia 21 PI. Los resultados de las
muestras de suero sanguineo de los animales del grupo HVS-1 indican
seroconversion especifica por anticuerpos neutralizantes en 7/9 animales, con
titulos de 1:2 hasta 1:16. Los titulos alcanzados por los anticuerpos neutralizantes
al dia 30 PI en este experimento no son altos en comparacion a los titulos
reportados por Pirtle y Gitekundst. Iglesias en 1987, expres6 que el estudio de la
respuesta inmune en animales inoculados permite contemplar la eficiencia de las
diversas pruebas de diagnéstico. La prueba de SN es un buen indicador del
estado de infeccion de los animales, puesto que aquellos que presentaron una
respuesta clinica leve, mostraron titulos bajos de anticuerpos neutralizantes, caso
contrario de lo ocurrido con los animales que sufrieron una infeccion severa. Con
base a lo anterior, para este trabajo esperaria haber obtenido titulos de
anticuerpos neutralizantes mas bajos en el grupo RuVP / HVS-1 que los obtenidos
en el grupo HVS-1. Sin embargo, solo un animal de 9 en total tuvo un titulo de
anticuerpos neutralizantes en 1:8 y solo al final del experimento. Una posible
explicacion del por qué se obtuvieron estos resultados en la prueba de SN para
detectar anticuerpos neutralizantes del HVS-1, es que los sueros no fueron
tratados ni activados previo a la realizacién de la prueba. Otro factor que pudo
interferir, es el hecho de haber descongelado los sueros 4 veces para vaciarlos en
placas y repetir las pruebas seroldgicas de este trabajo.

Ramirez y colaboradores en 1996, establecieron las condiciones para
realizar la prueba de IH para detectar anticuerpos especificos de RuVP. A
excepcion del tratamiento e inactivacion que debieron realizarse en los sueros,
previo a la realizacién de la prueba, se utilizaron eritrocitos de bovino y demas
elementos determinados en dicho trabajo. Los resultados positivos obtenidos en

los sueros de los animales de los grupos RuVP (6/9) asi como en los resultados
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positivos en los animales del grupo RuVP / HVS-1 (6/9), podrian considerarse
como esperados.

La interaccién entre RuVP y HVS-1 que se pretendi6 demostrar en este
trabajo pudo haber sido estudiada desde el punto de vista de la serologia. Sin
embargo, la seroconversion en los animales del grupo RuVP / HVS-1 fue de 6/9 y
1/9 respectivamente, que no resultd ser la esperada, posiblemente se debio al
manejo excesivo de descongelacion de los sueros. La metodologia para demostrar
la asociacion entre patégenos a nivel de pruebas serologicas estad claramente
descrita por Diosdado y colaboradores. En 2002 estos investigadores publicaron
un estudio seroepidemioldgico realizado en 1000 sueros de hembras adultas y
3600 sueros de cerdos de engorda. En los sueros de las hembras se encontrd
asociacion serologica del VEDRC con RuVP y HVS-1. En los sueros de los cerdos
de la linea de produccién, se determind que RuVP no tuvo asociacion serolégica
con HVS-1 pero si con el virus de la influenza porcina. En 2004, estos mismos
investigadores publicaron otro estudio seroepidemiologico realizado en 2600
hembras porcinas adultas. Se determiné la presencia de anticuerpos especificos
contra RuVP conjuntamente con anticuerpos especificos contra VEDRC, HVS-1,
virus de la gastroenteritis transmisible del cerdo, virus de la influenza porcina,
coronavirus respiratorio del cerdo, Mycoplasma hyopneumoniae, Salmonella spp.,
y Brucella suis, sin encontrarse asociacién serolégica entre RuVP y esos
patogenos. La metodologia empleada para evaluar la asociacion serologica en
ambos trabajos fue mediante la estadistica paramétrica.

5.6 PRODUCTOS DE LA RCP

En los sueros sanguineos de los animales del grupo T fue posible
demostrar la ausencia de RuVP. No fue posible demostrar la presencia de RuVP a
partir de las muestras de suero sanguineo correspondientes a los animales de los
grupos RuVP y RuVP/HVS-1, como tampoco la ausencia de RuVP en el grupo
HVS-1, porque no se logro la amplificacion del control positivo ni de las muestras.
Se decidio repetir el procedimiento pero ya no habia reactivos suficientes para
ello. En cuanto a HVS-1 tampoco fue posible demostrarlo en las muestras de

suero sanguineo correspondientes a los animales de los grupos HVS-1 y
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RuVP/HVS-1 como tampoco demostrar su ausencia en los grupos T y RuVP
porque a pesar de obtener la amplificacién del control positivo no se mantuvo
estable en las reacciones subsecuentes como tampoco se logré en las muestras
donde se esperaba hubiese amplificacion.

El kit de extraccion y purificacion de ARN y ADN virales en muestras de
suero y plasma contiene varios reactivos que deben ser diluidos con alcohol etilico
absoluto. EI manual de instrucciones del fabricante del producto indica el volumen
necesario de solvente para cada tipo de reactivo, mas no sefiala la calidad del
reactivo. Posiblemente el grado de pureza del alcohol utilizado para la dilucion de
los reactivos no fue el adecuado. Por otro lado, las muestras de suero sanguineo
estuvieron almacenadas en congelacién a — 20 °C durante 7 a 9 meses, en tanto

se lograba la amplificacion del control positivo de RuVP y HVS-1.

Para este estudio se postuld6 como hipétesis de trabajo que RuVP y HVS-1
al estar presentes en el cerdo, actuarian de manera sinérgica y afectarian la salud
asi como la productividad en porcinos de 40 a 70 dias de edad. Los resultados del
estudio histopatolégico realizado en los animales de los 4 grupos sujetos a
estudio, contrastados entre si, permiten concluir que no se confirmé la hipotesis de
trabajo formulada. Los estudios revisados donde trabajaron con HVS-1 y el virus
de la enfermedad disgenésica y respiratoria del cerdo, permiten visualizar con
claridad la interaccion de ambos virus desde el punto de vista clinico e

histopatoldgico.

Los objetivos planteados para este estudio proporcionarian la informacién
necesaria para contrastar el comportamiento de los animales distribuidos en los 4
grupos de trabajo. Sin embargo hubo algunas omisiones al plan de trabajo
originalmente aprobado por el comité tutoral:

1. Comprobar la seronegatividad de los animales no solo para RuVP y
HVS-1, sino también para PRRS y APP. En este punto también
debié considerarse CVP-2, pero no se hizo. Aparentemente los

animales no estaban infectados por PRRS ni por APP. Posiblemente
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si por CVP-2 ya que un cerdo tuvo costras en la piel y la deplesion
linfoide esplénica identificada en 22/36 (61%) de los animales, esta
asociada a infeccion por CVP-2 y por HVS-1

La falta de inactivacion de los sueros sanguineos para realizar las
pruebas de SN e IHA, asi como el manejo excesivo de las muestras
por repeticion de las pruebas influyeron en la obtencién de los
resultados en el grupo RuVP/HVS-1.

El tiempo excesivo de almacenamiento de las muestras de suero y
tejidos, aunque haya sido en congelaciéon a — 20 °C, pudo haber
condicionado la obtencién de ADN y ARN y que haya influido en la
PCR. A este punto hay que considerar el uso de alcohol etilico
absoluto de dudosa pureza para diluir las soluciones amortiguadoras
del kit de extraccion y purificacion de ADN y ARN virales.

El retraso de 7 dias para disponer del inéculo trajo como
consecuencia que los cerdos tuvieran mas edad y por ende mas
peso, que rebaso la estimacion inicial de 65 dias de edad y menos
de 30 kg de peso al término del experimento. Por esta razon no se
pudo obtener el peso corporal al dia 30 PI. Esta situacién impact6
negativamente el objetivo relacionado a la conversion alimenticia.

La evaluacion de la CA a pesar de estar truncada, proporcioné
informacion de produccidn con significancia estadistica.

. Se logr6 reproducir el cuadro clinico de la infeccién por RuvVP, HVS-1
y RUVP/HVS-1.

Fue descrito el cuadro clinico inducido en cada grupo de animales y
se logré la evaluacion de los cambios macro y microscopicos en

organos Yy tejidos.
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. CONCLUSIONES

Los animales de los grupos inoculados manifestaron signos clinicos
resultado del virus inoculado

Los animales del grupo T se comportaron clinicamente sanos

Las lesiones macroscopicas fueron similares en todos los grupos
inoculados pero variaron en intensidad y nimero de animales que las
manifestaron

El lugar de puncion para obtener sangre alteré los linfonodos mediastinicos
en los animales de todos los grupos

El grupo inoculado con ambos virus tuvo un mayor numero de animales
afectados; asi como mayor niumero de tejidos y 6rganos con lesiones

Solo un animal del grupo Rubulavirus porcino tiene infiltracion linfocitaria en
la cérnea. En ningun otro animal de cualquier grupo hubo lesion ocular

Las lesiones microscépicas son similares en los animales de todos los
grupos aungue varian en intensidad y tienen tropismo hacia tejido nervioso.
De menor a mayor, los grupos se ubican: Rubulavirus porcino, Rubulavirus
porcino/Herpesvirus suis tipo 1 y Herpesuviris suis tipo 1

Los animales del grupo T presentan lesiones microscopicas discretas e
inespecificas

El cuadro clinico, las lesiones macroscépicas e histolégicas observados en
los animales inoculados con RuVP y HVS-1 estan descritas con
anterioridad en la literatura cientifica.

Hubo seroconversion a Herpesvirus suis tipo 1 en el grupo HVS-1

Hubo seroconversion a Rubulavirus porcino en el grupo RuVP

Hubo seroconversion a Herpesvirus suis tipo 1 y Rubulavirus porcino en el
grupo RuVP/HVS-1

Hubo seronegatividad a Herpesviruis suis tipo 1 en el grupo RuVP

Hubo seronegatividad a Rubulavirus porcino en el grupo HVS-1



Hubo seronegatividad a Herpesvirus suis tipo 1 y Rubulavirus porcino en el
grupo T

El grupo T es negativo a Rubulavirus porcino por PCR

Este trabajo aporta resultados preliminares relativos al impacto negativo en
la conversion alimenticia en cerdos infectados naturalmente con
Rubulavirus porcino y Herpesvirus suis tipo 1. ES necesario repetir este
experimento con mayor niumero de animales y por toda la duracién del

proceso de engorda
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