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RESUMEN. 

 

VERÓNICA PRUDENCIANA RIAÑO CRUZ.  Identificación de variación antigénica 

del Rubulavirus porcino por la técnica de  inhibición de la hemoaglutinación (Bajo 

la supervisión de: Dr. José Iván Sánchez Betancourt  y la Dra. Rosalba Carreón 

Nápoles).  

 

La enfermedad del ojo azul es una enfermedad de los cerdos que afecta todas las 

etapas productivas. La enfermedad se ha reportado en la zona Centro y Bajío de 

la República Mexicana, en donde se considera un padecimiento endémico. El 

objetivo de este trabajo fue determinar la variación  antigénica de ocho 

aislamientos del Rubulavirus porcino obtenidos en los años 2007 y 2008 en los 

estados de Michoacán, Guanajuato y Estado de México, mediante la técnica de 

inhibición de la hemoaglutinación. Los aislamientos se replicaron en células VERO 

(riñón de mono verde africano), hasta obtener un título óptimo de 1:32 a 1:128. Se  

obtuvieron los sueros específicos hacia cada uno de los virus  para utilizar la 

técnica de inhibición de la hemoaglutinación con la finalidad de identificar la 

reacción antígeno-anticuerpo homóloga y heteróloga de cada aislamiento con su 

respectivo antisuero. Los resultados indican que sí existen variaciones antigénicas 

entre el virus 34 y los virus 2, 4, 5, 6, 7, 11 y 13. El virus 2 no presenta variación 

antigénica con respecto a los virus 4, 5, 6, 7, 11 y 13. Y el virus 4 tampoco varía 

antigénicamente con respecto a los virus 5 y 6. El virus 5 no presenta variación 

antigénica con los virus 6, 7, 11 y 13. El uso de diferentes aislamientos del RVP en 
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el diagnóstico permitirá evitar dar resultados falsos negativos, ya que la variación 

antigénica demostrada en este estudio aumenta la posibilidad de encontrar 

anticuerpos específicos cuando usemos diferentes aislados de campo en el 

laboratorio de diagnóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

Introducción. 

Antecedentes históricos.  

La enfermedad del ojo azul (EOA)  es un padecimiento de origen viral que afecta a 

cerdos de todas las edades y es provocada por un virus del género Rubulavirus de 

la familia Paramyxoviridae. 1 

  

Fue descrito por primera vez en granjas de La Piedad, Michoacán a principios de 

1980; en lechones ocasiona trastornos respiratorios y nerviosos, en los cerdos 

mayores de un mes, principalmente produce signos respiratorios, y en los verracos 

y cerdas causa trastornos reproductivos. Se le ha dado este nombre a la 

enfermedad, porque en algunos de los cerdos afectados se puede presentar 

opacidad corneal (OC) de color azul turquesa en uno o en ambos ojos. 2, 3 

 

El agente causal fue reconocido por poseer características similares a los 

miembros de la familia Paramyxoviridae y fue llamado virus La Piedad Michoacán 

(LPMV). Inicialmente fue asociado con un brote de encefalitis y opacidad corneal 

en lechones y fallas reproductivas en animales adultos. Los signos clínicos 

iniciales observados incluían, incoordinación motora, hiperexcitabilidad, 

postración, movimientos de carrera o pedaleo y opacidad corneal, presentando un 

90% de mortalidad de los animales infectados, una semana después de haberse 

presentado el cuadro clínico. 4  
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Se realizaron numerosos estudios con el virus, determinándose como un virus 

envuelto con genoma ARN, que crece con facilidad en líneas celulares tales como 

PK-15 y VERO,  que poseía actividad hemaglutinante, hemolítica y formadora de 

sincitios, histológicamente se detectó una meningoencefalitis no supurativa y una 

neumonía intersticial.  5, 6, 7  

 

En 1980 se reportaron brotes en los estados de Jalisco y Guanajuato, en 1983 en 

el D.F., Nuevo León, Hidalgo, Tlaxcala, Tamaulipas, Puebla, Campeche y 

Querétaro. Ha sido un problema de difícil control y su difusión abarcó, hasta 1992, 

16 estados de la República Mexicana, manteniéndose como un padecimiento 

endémico, principalmente en la zona del Bajío y Centro de México. 8    

 

Agente etiológico. 

Con base en sus características biológicas y estructurales el virus del ojo azul se 

clasificó en el orden: Mononegavirales, familia: Paramyxoviridae, subfamilia: 

Paramyxovirinae, género: Rubulavirus, especie: Rubulavirus porcino. 4,2, 9     

La familia Paramyxoviridae agrupa virus envueltos, cuyo genoma está constituido 

por una cadena de ácido ribonucleico (ARN) en sentido negativo, dividida en seis  

genes que codifican para un número igual o mayor de proteínas estructurales y no 

estructurales, incluyendo su propia polimerasa de ARN. Los paramixovirus son 

muy variables y llegan a registrar en promedio una mutación por cada diez mil 

bases durante cada replicación. 9,10 
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Los miembros de esta familia se clasifican en diferentes géneros de acuerdo a sus 

propiedades estructurales y biológicas, siendo determinante la presencia de  

actividades hemaglutinante y neuraminidasa. 10,11 La familia Paramixoviridae  se 

agrupa de la siguiente manera Cuadro 1. 

Cuadro 1. Organización taxonómica de la familia Paramyxoviridae 9,10, 12, 13,14 

Subfamilia Género Especie 

Paramyxovirinae Avulavirus Paramyxovirus aviar 2 a 9 
Virus de la enfermedad de Newcastle 

  
Henipavirus 

 
Hendra virus 
Nipah virus 

  
Morbilivirus 

 
Virus del moquillo canino 
Morbilivirus de los cetáceos 
Morbilivirus de los delfines 
Virus del sarampión 
Virus de la peste de los pequeños 
rumiantes 
Virus del moquillo de las focas 
Virus de la peste bovina 

  
Respirovirus 

 
Virus de la parainfluenza bovina3 
Virus de la parainfluenza humana 1-3 
Virus Sendai 
Virus símico 10 

  
Rubulavirus 

 
Virus de la parainfluenza humana 2-4 
Virus Mapuera 
Virus de la parotiditis humana 
Rubulavirus porcino 
Virus de la parainfluenza de los simios 
41 

   

Pneumovirinae Pneumovirus Virus respiratorio sincitial bovino 
Virus respiratorio sincitial humano 
Virus de la neumonía del ratón 

  
Metapneumovirus 

 
Metapneumovirus humano 
Metapneumovirus aviar 
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El virus de la enfermedad del ojo azul no presenta reacción antigénica cruzada 

con los virus parainfluenza 1, 2, 3 y 4, con los virus de la enfermedad de 

Newcastle, del sarampión, el sincitial respiratorio ni con el virus de la parotiditis.16  

 

El Rubulavirus porcino posee gran similitud estructural y genética con el virus de la 

parotiditis humana y comparte con él su tropismo tisular y sus características 

patológicas.16 

 
Al microscopio electrónico se observan viriones pleomórficos, la mayoría esféricos 

que miden de 180 a 300 nm de diámetro y poseen una membrana lipoprotéica que 

presenta prolongaciones de 8-12 nm, que corresponden a las glicoproteínas HN y 

F, responsables de las actividades hemaglutinante, hemolítica, de neuraminidasa 

y formadora de sincitios observadas en el Rubulavirus porcino. 4,16 

 

El genoma del Rubulavirus porcino está constituido por seis genes en el siguiente 

orden, 3’ –N-P/V-M-F-HN-L-5’, los seis genes involucrados codifican 10 proteínas, 

las cuales tienen funciones estructurales, reguladoras y enzimáticas. Los genes N, 

M, HN y L codifican una sola proteína, el gen F codifica un polipéptido llamado F0  

que es dividido por una proteasa celular en las proteínas F1 y F2, el gen P codifica 

varias proteínas dependiendo del sitio de edición del ARNm.17, 18, 19, 20, 21, 22 

El virión está constituido por seis proteínas estructurales y tres no estructurales, 

dentro de las estructurales se encuentran:  

La HN es una proteína multifuncional que está constituida por 576 aminoácidos 

con un peso molecular de 66 kDa. La glicoproteína HN es responsable de 
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reconocer el receptor y de la adhesión a las células blanco de la infección debido 

al reconocimiento específico de los residuos de acido N- acetilneuramínico unidos 

por enlaces glicosídicos alfa 2-3 a galactosa (NeuAcα-2,3 Gal). El NeuAcα-2,3 

Gal, el cuál es un oligosacárido determinante de la susceptibilidad y el tropismo 

tisular a la infección por el RVP, su expresión se presenta en mayor proporción en 

tejidos del sistema nervioso central en cerdos neonatos y en el tracto reproductor 

en cerdos adultos.16, 23, 24, 25 

 

La HN presenta actividad hemaglutinante y neuraminidasa, posee dos dominios 

funcionales, uno con capacidad para aglutinar eritrocitos y otro que se encarga de 

la eliminación de grupos de acido siálico. Aglutina eritrocitos de una gran variedad 

de especies animales incluyendo cerdo, carnero, vaca, perro, conejo, ratón, rata, 

hámster, cobayo, pollo y humano tipos A, B y O debido al reconocimiento 

específico del ácido acetilneuramínico alfa 2-3 galactosa (NeuAcα-2,3 Gal) 

expresado en las superficies de todos los eritrocitos.2, 4, 25, 26,27 

 

La actividad neuraminidasa o sialidasa de la HN permite hidrolizar los residuos de 

acido siálico de los receptores celulares, se ha considerado la posibilidad que esta 

actividad sea un factor de virulencia.28 

 

Esta proteína es considerada la inmunodominante en la infección por RVP. 

Estudios recientes han reportado cambios en la secuencia de nucleótidos del gen 

codificante para la HN, lo cual aporta virulencia y manifestaciones clínicas 

diferentes para cada aislamiento.29, 30 
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La nucleoproteína (NP) forma parte integral de la nucleocápside, está constituida 

por 576 aminoácidos, su peso molecular es de 68 kDa. Durante el proceso de 

replicación y trascripción, cada molécula de la NP se encuentra unida a seis 

nucleótidos con alta afinidad que impide que el genoma del RVP se encuentre 

desnudo dentro de la célula huésped, esto constituye un mecanismo de protección 

al ARN viral para no ser degradado en la célula. 28,31, 32, 33 

 

La proteína P, formada por 404 aminoácidos, tiene un peso molecular de 52 kDa; 

se encuentra asociada a la proteína L y con la NP. Forma un complejo con la 

proteína L, con actividad polimerasa responsable de la transcripción y replicación 

del genoma viral. 34 

 

La proteína L es la más grande del virión está constituido por 2251 aminoácidos y 

un peso molecular de 200 kDa, y es el componente catalítico de la ARN 

polimerasa. Participa en los procesos de iniciación, elongación, metilación, edición 

y poliadenilación; dentro de sus funciones se encuentran actividades catalíticas en  

la síntesis de ARN genómico y mensajero para poder transcribir y replicar 

partículas virales sin necesidad de ingresar al núcleo celular, ya que dichos 

eventos ocurren en el citoplasma.22, 28, 31,  35 

 

La proteína de matriz (M) está constituida por 369 aminoácidos gran parte de los 

cuales son de carácter básico, con un peso molecular de 41.7 kDa, se localiza en 

la parte interna de la envoltura viral. Debido a su carga neta positiva tiene gran 

afinidad por la NP, característica importante que le permite intervenir en el 
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ensamble de la partícula viral con un reducido gasto energético. Participa en el 

mantenimiento de la estructura del virión y en el ensamblaje de nuevos viriones.17, 

21, 28, 31, 34, 36               

La glicoproteína F tiene una longitud de 541 aminoácidos y un peso molecular de 

59 kDa; esta proteína tiene un dominio altamente hidrofóbico que  participa en la 

fusión de la membrana celular y la envoltura viral, lo que permite que el virus se 

introduzca al citoplasma y que se difunda de célula a célula sin exponerse al 

medio extracelular.18,28,31,36 

 Esta característica origina la formación de células gigantes multinucleadas 

(sincitios) apreciables en tejidos y en cultivos celulares infectados por 

paramixovirus.37 

Las proteínas no estructurales V de 249 aminoácidos con un peso molecular de  

26.1 kDa; la proteína I de 174 aminoácidos con un peso molecular de  18.1 kDa; la 

P de 404 aminoácidos con un peso molecular de  42.kDa; y la proteína C de 126 

aminoácidos con un peso molecular de 14.7 kDa. Son codificadas por el genoma 

viral y se sintetizan al editarse el gen P. Al parecer estas proteínas participan en la 

regulación de la transcripción y en la evasión de la respuesta antiviral.4, 18, 28, 31 

 

Características fisicoquímicas y biológicas. 

El RVP muestra sensibilidad a los solventes de lípidos como éter y cloroformo, 

formalina y β propiolactona. El virus se inactiva a 56°C después de 4 horas, 

mientras que la hemoaglutinación viral se pierde hasta las 48 a 60 horas a 56°C.2 
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El virus se ha multiplicado en una gran variedad de líneas celulares como PK-15, 

Vero, MDBK, ST, Pt, BT, Bt, BHK-21, GMK, CK, BEK y en cultivos primario de 

riñón de gato, embrión bovino, dermis equina, células fetales humanas, plexo 

coroideo porcino, plexo coroideo bovino y de pulmón de visón, causando efecto 

citopático en todas ellas, puede ser replicado también en embrión de pollo.4, 38, 39 

Entre sus propiedades fisicoquímicas está la de hemoaglutinar eritrocitos de pollo, 

gallina, cobayo, bovino, cerdo, caballo, perro, gato, hámster, conejo, oveja, cabra, 

ratón, rata, pavo y humano tipo A, B, AB y O. 4, 38, 40, 41  

 

Patogenia. 

La transmisión del virus es por contacto directo, por la aspiración de aerosoles 

contaminados con el virus de animales portadores cuando este es eliminado a 

través de descargas nasales.8, 34,42  La forma de transmisión del RVP ocurre de 

manera horizontal, de animales infectados a animales susceptibles y también 

existe evidencia de infección vertical, ya que el virus tiene la capacidad de 

atravesar la barrera placentaria. 43,44, 45 

 

La vía de entrada natural del RVP es la cavidad oronasal, cuando las partículas 

conteniendo el virus son grandes, el sitio de replicación inicial es la cavidad 

oronasal, básicamente en la mucosa nasofaríngea y tejido linfático asociado 

(tonsilas). Cuando las partículas son muy pequeñas, el virus ingresa con la 

aspiración hasta el interior del pulmón y se deposita en los conductos aéreos 

superiores en donde la replicación es abundante y se disemina por vía sanguínea 
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transportado por eritrocitos y leucocitos, iniciándose  así la infección sistémica, 

propagación y replicación en diversos sitios inmunoprivilegiados de órganos 

linfáticos y reproductivos.1, 46, 47 

 

El virus puede ingresar al SNC a través de las terminaciones del nervio olfatorio en 

la mucosa nasal, posteriormente se puede diseminar al hipocampo, tallo cerebral y 

cerebelo. 46, 47, 48 

 

Experimentalmente se ha producido la infección al inocular el RVP por vía 

intranasal, intratraqueal, intraocular, intracraneal, intraperitoneal e intramuscular. 1, 

2, 4, 49 

Se ha identificado que la distribución del RVP varia con la edad de los cerdos 

infectados. En neonatos el sitio de mayor replicación viral es el SNC (bulbo 

olfatorio, corteza del lóbulo piriforme, hipocampo, tálamo, tallo cerebral y cerebelo) 

y tejidos del tracto respiratorio; en cerdos destetados, la infección se presenta 

principalmente en el tracto respiratorio y en SNC.2, 4, 50 

 

En cerdos machos adultos el virus se replica principalmente en tejidos del sistema 

respiratorio y del tracto reproductor (testículo y epidídimo).25, 40, 51 En cerdas 

gestantes infectadas experimentalmente, se aisló el RVP principalmente en tracto 

respiratorio, tonsila y ovarios.44 

La distribución tisular del RVP está determinada por la expresión de receptores 

celulares, en este caso específicamente del acido N-acetilneuramínico alfa 2-3 

galactosa (NeuAcα-2,3 Gal), el cual está presente de manera abundante en tejidos 
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de cerdos neonatos en el sistema nervioso, respiratorio y linfático y en machos 

adultos en el sistema respiratorio y reproductor.1, 16, 25, 46,  

 

Los estudios que reportaron cambios en la virulencia de cuatro aislamientos (PAC-

6, PAC-7, PAC-8, PAC-9) permitieron dividir nuevamente al RVP en tres grupos: el 

grupo uno formado por el LPMV y PAC-4; el segundo grupo formado por PAC-2, 

PAC-3 y CI-IV, y un tercer grupo formado por los aislamientos PAC-6, PAC-7, 

PAC-8 y PAC-9. Dichos cambios fueron resultado de alteraciones en la secuencia 

de aminoácidos del gen codificante para la proteína HN, lo cual confiere virulencia 

y cuadros clínicos con manifestaciones nerviosas en animales adultos y la línea de 

engorda.32 

La respuesta humoral contra el RVP se inicia con la presencia de anticuerpos 

específicos desde el noveno y décimo día posinfección (pi), con títulos de 4.6 log2 

y la máxima producción se ha observado entre la sexta y novena semana pi con 

7.6 log2. 

En estudios que han evaluado la presencia de anticuerpos durante infecciones 

experimentales prolongadas, se han detectado anticuerpos inhibidores de la 

hemoaglutinación desde la primera semana post-infección con un título de 2.85 

log2, los cuales alcanzan su pico a la novena semana con 5.0 log2 y se mantienen 

constantes hasta por diecinueve semanas. Los anticuerpos generados están 

dirigidos contra las proteínas HN, NP y M.52, 53, 54 
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Epidemiología. 

El cerdo es el único animal conocido que es afectado por RVP clínicamente en 

condiciones naturales. A nivel experimental el RVP ha sido inoculado en ratones, 

ratas, embriones de pollo, conejos, perros y gatos, ninguno de estos animales 

presentó signos asociados a la infección. Sin embargo, se han encontrado 

anticuerpos en ratas, conejos, perros, gatos y pecaríes, infectados 

experimentalmente.4, 55, 56, 57 

 

La enfermedad del ojo azul sólo ha sido descrita en México. Actualmente, la 

enfermedad se ha establecido y se reporta ocasionalmente en los Estados de 

Michoacán, Jalisco, Guanajuato, Tlaxcala, Estado de México, Hidalgo, Distrito 

Federal y Querétaro.8, 58, 59  

 

Signos clínicos. 

En condiciones de campo los signos clínicos son variables dependiendo 

principalmente, de la edad de los cerdos, el tropismo, la dosis y la virulencia del 

RVP; en condiciones experimentales, también son variables, dependiendo además 

de los factores antes mencionados, la vía de inoculación. 2, 38, 39, 40, 43, 57, 60 

Los signos clínicos más comunes que se presentan son alteraciones del SNC y 

elevada mortalidad en lechones en lactancia, falla reproductiva en animales 

adultos y opacidad de la córnea en cerdos de cualquier edad.59 

Los lechones de 2-15 días de edad son más susceptibles a la infección por el 

RVP, generalmente se encuentran postrados, deprimidos o muestran alteraciones 
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del SNC. El cuadro se puede presentar inicialmente con fiebre, pelo erizado y 

lomo arqueado, acompañado por constipación o diarrea. 

 

Posteriormente, los animales muestran un cuadro nervioso progresivo que incluye 

incoordinación, hipersensibilidad, debilidad, rigidez, principalmente de los 

miembros posteriores, temblores musculares, posturas anormales. Algunos 

animales se encuentran hiperexcitables y muestran movimientos involuntarios 

(pedaleo), permanecen letárgicos puede existir una ceguera aparente y en 

ocasiones nistagmo, algunos animales presentan conjuntivitis, ojos hinchados, 

lagrimeo y exudado en parpados. El 1-10% de los lechones infectados presentan 

opacidad de la córnea. 59 

 

En cerdas adultas se presenta con falla reproductiva, aumentándose el numero de 

cerdas que retornan al estro, reducción en la tasa de partos, aumenta el intervalo 

de días destete a primer servicio y por consiguiente los días no productivos. 

Ocasionalmente durante brotes agudos se llega a presentar aborto, algunas 

cerdas llegan a presentar opacidad de la cornea, se han descrito nuevas 

presentaciones en las cerdas manifestándose signos nerviosos hasta un 10% de 

las cerdas afectadas.2, 30, 59  

 

El cuadro clínico en el área de maternidad se manifiesta como un incremento en el 

número de lechones nacidos muertos y momificados, la mortalidad en cerdas 

alcanza el 0.1% al 0.8%, sin embargo en brotes recientes de la EOA se ha 

encontrado un aumento de la mortalidad mayor al 15%.30 
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Los signos clínicos en machos adultos son pocos, puede presentarse anorexia y 

opacidad de la cornea. Los parámetros seminales se ven seriamente afectados, 

en granjas infectadas se ha reportado el 29 al 73% de infertilidad, la cual puede 

ser temporal o permanente, la concentración espermática se ve disminuida y el 

porcentaje de anormalidades espermáticas aumenta, en algunos casos el 

eyaculado puede obtenerse sin espermatozoides. Algunos sementales presentan 

inflamación testicular, se observan turgentes con marcado edema; posteriormente 

pueden adquirir una textura granulosa y pueden atrofiarse generalmente unilateral, 

la orquitis y epididimitis por lo general esta presente.1, 2, 61 

 

Lesiones.  

En lechones, se observa con frecuencia una neumonía leve en los extremos 

ventrales de los lóbulos pulmonares craneales, puede haber congestión cerebral y 

aumento del líquido cefalorraquídeo. Se observa conjuntivitis y diferentes grados 

de opacidad de la cornea.2, 61 

 

Las principales lesiones microscópicas se localizan en cerebro y medula espinal 

donde se puede observar encefalitis no supurativa que afecta en particular la 

sustancia gris del tálamo, cerebro medio y corteza cerebral, incluyendo una gliosis 

multifocal y difusa, infiltración perivascular de linfocitos, células plasmáticas y 

reticulares, necrosis neural, neurofagia, meningitis y coroiditis.1, 2, 44, 59, 62 
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En las neuronas se encuentran cuerpos de inclusión citoplasmáticos, en los 

pulmones se observan áreas multifocales de neumonía intersticial, cuya 

característica es la infiltración de células mononucleares en la pared alveolar.2, 60 

 

Diagnóstico. 

La historia clínica, así como los signos clínicos clásicos de la enfermedad, dan las 

bases para el establecimiento de un diagnóstico clínico presuntivo; sin embargo es 

necesario demostrar la presencia del virus (mediante su aislamiento e 

identificación), o de anticuerpos específicos del RVP en animales infectados; o en 

su caso, la presencia del genoma viral. La necropsia y el estudio histopatológico 

también ayudan en el diagnóstico.6, 40, 41 63 

 

El diagnóstico de la enfermedad del ojo azul se realiza por medio de pruebas que 

detectan la presencia del virus, tales como el aislamiento viral en cultivo celular 

(AV) evidenciado por la hemoaglutinación (HA) e inmunofluorescencia (IF) directa 

e indirecta, la reacción en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa (RT- 

PCR) y RT- PCR anidada, han sido empleadas para detectar el material genético 

del virus en tejidos, suero y semen.27, 46, 50, 64 

De las pruebas que detectan anticuerpos la más utilizada es la inhibición de la 

hemoaglutinación (IHA), sin embargo también se utiliza la seroneutralización (SN), 

ELISA e inmunoperoxidasa.27, 54, 64 
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En estudios realizados para determinar cuál es la prueba serológica más confiable 

para el diagnóstico EOA se compararon las pruebas de ELISA, SN e IH, y se 

encontró que la SN y ELISA tenían una sensibilidad de 89.1% e IH 84%. En ese 

estudio se concluyó que las mejores pruebas son SN y ELISA y que la  IH puede 

emplearse como prueba de piara debido a su alta especificidad, misma que en 

estudios comparativos con otras técnicas (SN, ELISA) ha demostrado ser del 

100%. La prueba es utilizada para detectar anticuerpos específicos de la clase IgG 

e IgM en suero, de la misma forma se considera útil para identificar aislamientos y 

patrones de circulación viral en una población durante un periodo de tiempo.65, 66, 

67,68 

Prevención y control. 

Para el control o eliminación de la enfermedad del ojo azul son necesarias varias 

acciones que dependerán del tipo de granja.61 

En el pié de cría es necesario no mezclar animales de diferentes corrales, eliminar 

cerdos que presenten el cuadro clínico característico, evaluar a todos los 

sementales de la granja  y eliminar aquellos que sean positivos a la enfermedad 

serológica o clínicamente, utilizar inseminación artificial por lo menos por seis 

semanas, intensificar el diagnóstico de gestación, con machos y ultrasonido en 

todas las hembras, incrementar el número de servicios en la medida que se 

incrementen las repeticiones, cerrar la granja por lo menos durante 16 semanas.61 

Manejar las salas “todo dentro – todo fuera”, lavar y desinfectar, salas y corrales, 

cuando salgan todos los animales.2, 61 
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El virus se inactiva con agentes químicos como éter, formalina y β  propiolactona a 

temperatura de 56° C en un periodo mayor a 4 horas.69 

Variabilidad antigénica. 

Es posible que se estén registrando eventos de variabilidad genética y antigénica, 

sobre todo porque la proteína HN es el elemento más antigénico y la presión de 

selección puede originar cambios tanto en la superficie expuesta como en las 

diferentes propiedades biológicas de esta proteína multifuncional.29 

Las diferencias genéticas entre los diferentes aislamientos del RVP podrían 

generar diferentes respuestas antigénicas; en un estudio realizado en el 2004, se 

analizó la relación entre diferentes aislamientos y sueros de cerdos infectados 

bajo condiciones naturales, por medio de IHA. Los resultados mostraron que de 

siete diferentes aislamientos del RVP, se presentó un reconocimiento variable 

para cada uno de ellos, concluyendo que hay diferencias entre dichos 

aislamientos al no ser reconocidos de la misma forma en todos los sueros 

analizados.68 
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Justificación. 

Los antecedentes de la EOA indican que desde el año de 1980 el virus ha 

permanecido en el Centro de la República Mexicana, generando millonarias 

pérdidas económicas en la zona Bajío y Occidente de nuestro país. Por tal motivo 

la presente investigación pretende identificar la variación antigénica que está 

presentando el Rubulavirus porcino, utilizando virus provenientes de diferentes 

estados de la República Mexicana obtenidos en diferentes brotes de la 

enfermedad. 
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Hipótesis. 

Los aislamientos recientes del Rubulavirus porcino a partir de muestras de campo 

no caracterizados en la zona centro occidente de la República Mexicana pueden 

presentar variación antigénica, como se ha reportado en otros estudios utilizando 

aislamientos virales obtenidos en años anteriores.  
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Objetivo. 

Determinar la variación antigénica de ocho aislamientos del Rubulavirus porcino 

mediante la técnica de inhibición de la hemoaglutinación calculando el valor de 

relación antigénica. 
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Material y Métodos. 

Virus. 

Los 8 virus fueron proporcionados en Noviembre del 2009, procedentes de 

Michoacán, Guanajuato y Estado de México, y obtenidos en los años 2007 y 2008 

a partir de muestras de encéfalo de lechones con signos nerviosos, semen de 

sementales sin signos clínicos y encéfalo de lechones de tres meses con opacidad 

de la cornea Cuadro 2. 

 

Cuadro 2. Aislamientos del virus de ojo azul de los estados de Michoacán, 

Guanajuato y Estado de México. 

Identificación 
de 

aislamientos 

Muestra Estado 
 

Año 
de aislamiento 

2 Encéfalo de lechón con 
tremor y opacidad de 
cornea. 

Michoacán  2008 

4 Encéfalo de animales 
vacunados con virus 
inactivado. Con  opacidad 
de la cornea. 

Michoacán 2008 

5 Semen de sementales. Michoacán 2008 

6 Semen de sementales. Michoacán 2008 

7 Encéfalo de lechón con 
signos nerviosos. 

Guanajuato 2008 

11 Encéfalo. Michoacán 2008 

13 Encéfalo de cerdos de 3 
meses con opacidad de la 
cornea. 

Guanajuato 2008 

34  Se desconoce. Estado de 
México 

2007 

 

Cultivo celular. 

Los virus se replicaron en células VERO (riñón de mono verde africano) con 24 

horas de formación en botellas de 25 cm2, suplementado con medio esencial 
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Eagle´s (MEM) y 5% de suero fetal bovino e incubado a 37° C, pasado ese tiempo 

de crecimiento celular se inocularon las células con cada uno de los virus 

utilizando 1 ml; los cultivos se mantuvieron con MEM, sin suero fetal bovino, se 

revisaron diariamente, y a los 3 y 6 días pos-inoculación se observó la presencia o 

ausencia de efecto citopático (ECP).63, 70 

 

Se obtuvieron 150 μl del sobrenadante del cultivo celular  para confrontar 50 μl de 

este con 50 μl de eritrocitos de ave, bovino y cuye al 0.5% por separado para 

observar la presencia o ausencia de aglutinación producida por el Rubulavirus 

porcino, reportándose la aglutinación como muestra positiva, y se clasificó de 

acuerdo a la intensidad de aglutinación como leve, media y moderada. 

 

A los 6 días los cultivos celulares fueron congelados a -70°C. Posteriormente 

fueron descongelados y fueron clarificados por centrifugación (1177.8 g/10 

minutos).  

 

Titulación de los virus aislados. 

1. En una microplaca de fondo en “U” de 96 pozos, se colocaron 50μl de PBS 

(solución amortiguadora de fosfatos con pH de 7.2) en todos los pozos. 

 

2. Se adicionaron 50μl del sobrenadante clarificado en la fila “1” utilizando 2 

hileras por cada virus en donde se utilizaron 3 placas para los 8 virus y las 
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ultimas hileras fueron para testigos negativo y positivo, se realizaron 

diluciones dobles seriadas empezando con una dilución 1:2 hasta 1:4096. 

 

3. Realizada la dilución, en todos los pozos de las hileras “1” a la “12” se 

agregó 50μl de una suspensión de eritrocitos de bovino al 0.5%. 

 

4. Se consideró como titulo final de la hemoaglutinación el pozo anterior a 

donde se presentó sedimentación de glóbulos rojos. 

 

La titulación se realizó hasta el tercer pase celular en donde se obtuvieron títulos 

mayores a 32 unidades hemoaglutinantes (UHA).70 

 

Titulación viral por infección en cultivo celular. 

1. Se realizaron diluciones decuples de 10-1 a 10-9   de cada uno de los 8 virus 

del tercer pase con medio de cultivo MEM sin suero. 

2. Se agregaron 50μl de cada dilución  a monocapas de cultivo celular VERO 

de 24 horas de formación previamente preparadas en microplacas de fondo 

plano. Utilizando de la hilera “1” a la “9” para cada dilución, la hilera “10” fue 

para testigo del virus y las hileras “11” y “12” como testigo de células. 

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

4. A los 3 días de incubación se tomaron 50μl del sobrenadante del virus de 

cada placa y se confrontó con 50μl eritrocitos de bovino al 0.5%, se incubó 

a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasado el tiempo se realizó la 

lectura. 
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5. A los 6 días pos infección se realizó el mismo procedimiento de aglutinación 

y además se hizo la tinción de la placa con cristal violeta para evidenciar el 

efecto citopático por cada virus. 

6. El título de cada virus se obtuvo utilizando el método de Karber.  

 

Obtención de anticuerpos específicos. 

Cada uno de los virus obtenidos del tercer pase teniendo como mínimo 32 

unidades hemoaglutinantes (UHA) o 1 X 10-4 se inoculó a 2 conejas de la raza 

Nueva Zelanda para cada uno de los virus, utilizando 1ml de virus y 0.5ml de 

hidróxido de aluminio como adyuvante por vía intramuscular. Se realizaron 3 

inoculaciones con intervalos de una semana. 

 A la cuarta semana pos- inoculación  se obtuvieron las muestras de sangre en 

tubos vacutainer sin anticoagulante, los tubos  se mantuvieron de forma 

transversal y fueron refrigerados por 24 horas para posteriormente recuperar el 

suero; que fue colectado y centrifugado a 216.3 g/10 minutos. 

 

Prueba de inhibición de la hemoaglutinación. 

Se utilizó la técnica de inhibición de la hemoaglutinación para identificar la 

presencia o ausencia de anticuerpos.  

1. Una vez obtenidos los sueros de cada aislamiento viral se inactivaron a 56° 

C en baño maría por 30 minutos, para inactivar las proteínas del 

complemento. 
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2. Se adsorbieron para eliminar inhibidores específicos de la 

hemoaglutinación, los sueros fueron tratados de la siguiente manera:  

a. En una microplaca de 96 pozos de fondo en “V” se colocaron100μl 

de cada suero por separado. 

b. Se adicionaron 50μl de caolín y 50μl de eritrocitos de bovino al 5%. 

c. Se dejó incubar a 4° C durante 24 horas. 

3. Adsorbidos los sueros se depositan en microplacas de 96 pozos con  fondo 

en “U” 50μl de PBS (solución de fosfatos con pH de 7.2) en todos los pozos. 

a. 50μl de suero problema (sobrenadante) en la línea “A”. 

b. Se realizaron diluciones dobles seriadas de la línea “A” a la “H” 

empezando con una dilución 1:4 hasta 1:512. Se consideraron  las 

dos últimas hileras  como testigos positivo y negativo. 

c. Posteriormente se agregaron 50μl de antígeno viral con 8 UHA 

conocido en cada pozo a partir de la línea “B” a la “H”. Se dejó 

incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

d. Posteriormente se adicionaron 50μl de eritrocitos de bovino al 0.5% 

en cada pozo, se incubaron de 30-60 minutos a temperatura 

ambiente. 

Testigos. 

Positivo: se utilizó suero con titulo conocido de anticuerpos inhibidores de la 

hemaglutinación, PBS, antígeno viral y eritrocitos. Hay unión antígeno-anticuerpo, 

por lo que se observa la formación de un botón al sedimentarse los eritrocitos. 
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Negativo: se utilizó suero conocido que no contenía anticuerpos contra el RVP, 

PBS, antígeno viral y eritrocitos. En este caso no hay anticuerpos, por lo que el 

antígeno se une a los eritrocitos observándose hemoaglutinación. 

 

En la prueba de IH se considera que un suero es positivo cuando presenta titulo 

igual o mayor a 1:16 de acuerdo como lo reporta Ramírez et al. 1996.27 

 

Una vez identificado el titulo de los sueros específicos se utilizaron para identificar 

las respuestas homólogas y heterólogas, es decir la reacción de un virus con su 

antisuero y el reconocimiento de este, con los otros antisueros; mediante la 

técnica de inhibición de la hemoaglutinación. 

 

Respuestas homólogas y heterólogas. 

Para identificar las respuestas homólogas y heterólogas de cada uno de los virus 

se realizó conforme a la metodología de la técnica de inhibición de la 

hemoaglutinación ya antes descrita, donde se empezó con una dilución 1:4 hasta 

1:8192. 

Como testigo  para validar la prueba se utilizó suero de cerdos con anticuerpos 

contra RVP titulados por la técnica de inhibición de la hemoaglutinación del año 

2005. 

 

Cálculo de la relación antigénica. 
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El porcentaje de protección obtenido de la confrontación de cada uno de los 

sueros con los diferentes virus se cálculo de la siguiente manera. Los valores de 

protección (VP) obtenidos con los títulos de inhibición de la hemoaglutinación 

aportaron un valor de relación antigénica utilizando la ecuación descrita por 

Archetti y Horsfall (1950).71  

                 ó       é     

          

    í          ó          í        ó        

    í          ó          í        ó        

El porcentaje de protección se obtuvo de la siguiente ecuación para convertirlo en 

porcentaje. 

             

Cabe mencionar que los valores de este porcentaje de protección que resultaron 

ser iguales a (cero) se reemplazaron por 0.01 para poder aplicar la ecuación.  

Los aislados virales están relacionados antigénicamente cuando presentan un 

valor de relación antigénica (VRA) de 0.5 a 1, y los valores de 0.1 a 0.49 indican 

que no existe relación antigénica entre virus. Los valores de 1 o mayores indican 

que no hay variación antigénica entre aislados.71 

 

 

 

 

Resultados. 
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Inhibición de la hemoaglutinación cruzada. 

La prueba de inhibición de la hemoaglutinación cruzada se realizó utilizando 8UHA 

de cada uno de los virus y fueron confrontados con cada uno de los antisueros. 

Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 3. 

Cuadro 3. Títulos de las respuestas homólogas y heterólogas de cada aislamiento 

del Rubulavirus porcino con su antisuero específico mediante la técnica de 

inhibición de la hemoaglutinación. 

 

Variación antigénica. 

Los títulos de la inhibición de la hemoaglutinación presentados en el Cuadro 3 

fueron transformados en valores r1 y r2, los cuales se presentan en el Cuadro 4.  

 

 

 

Cuadro 4. Valores de r1 y r2 obtenidos de los diferentes aislamientos del 

Rubulavirus porcino confrontados con los antisueros generados. 

    Virus     

Antisueros 2 4 5 6 7 11 13 34 

2 1:8 1:32 1:16 1:8 1:32 1:8 1:32 0 

4 1:16 1:64 1:32 1:16 1:64 1:8 1:32 1:16 

5 1:32 1:64 1:32 1:16 1:64 1:32 1:64 1:16 

6 1:128 1:256 1:128 1:32 1:256 1:64 1:128 1:32 

7 1:32 1:64 1:64 1:64 1:128 1:32 1:64 1:32 

11 1:64 1:128 1:128 1:128 1:256 1:64 1:128 1:32 

13 1:32 1:128 1:64 1:64 1:128 1:32 1:128 1:32 

34 1:8 1:32 1:16 0 1:32 1:16 1:16 1:16 
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Los Valores r1 son todos los que están por arriba de los valores 1  y los r2 son 

todos  los que están por debajo. 

 

Los valores de r1 y r2 fueron usados con la fórmula de Archetti & Horsfall (1950).71  

Para calcular el Valor de Relación Antigénica (VRA) que se muestra en el Cuadro 

5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 5. Valores de relación antigénica entre diferentes aislamientos del 

Rubulavirus porcino. 

   Virus     

Antisuero 2 4 5 6 7 11 13 34 

2 1 4 2 1 4 1 4 0.00125 

4 0.25 1 0.5 0.25 1 0.125 0.5 0.25 

5 1 2 1 0.5 2 1 2 0.5 

6 4 8 4 1 8 2 4 1 

7 0.25 0.5 0.5 0.5 1 0.25 0.5 0.25 

11 1 2 2 2 4 1 2 0.5 

13 0.25 1 0.5 0.5 1 0.25 1 0.25 

34 0.5 2 1 0 2 1 1 1 



36 
 

Los aislados virales están relacionados antigénicamente cuando presentan un 

VRA de 0.5 a 1 (Wadey & Faragher, 1981). 

 

Los resultados en el Cuadro 4 demuestran que los valores de relación antigénica 

de cada uno de los virus son igual a 1, lo cual indica la especificidad de los 

anticuerpos generados por el virus homólogo.  

Los títulos en las respuestas heterólogas, es decir la confrontación de un virus con 

los otros antisueros, la reacción es diferente entre todos los aislamientos virales, 

identificando variación antigénica entre aislados virales como se describe a 

continuación. 

El virus 2, con respecto a los virus  4, 7, 11 y 13  son antigénicamente idénticos, 

ya que presentan un VRA de 1. El virus 4 no presenta variación antigénica con el 

virus 5 (VRA 1), pero sí presenta diferencias antigénicas con los virus 7 (VRA 0.7), 

11 (0.5), 13 (0.7)  y 34 (0.7).  

El virus 5, 7 y 13 con respecto al virus 34 que presentan un valor de  relación 

antigénica de 0.7. El virus 6 y el virus 13 son antigénicamente idénticos.  

VRA   Virus     

Antisueros 2 4 5 6 7 11 13 34 

2 1 1 1.41 2 1 1 1 0.025 

4   1 1 1.41 0.70 0.5 0.70 0.70 

5     1 1.41 1 1.41 1 0.70 

6       1 2 2 1 0.025 

7         1 1 0.70 0.70 

11           1 0.70 0.70 

13             1 0.5 

34        1 
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El virus 7 y 11 presenta variación antigénica con los virus 13 (0.7) y 34 (0.7). El 

virus 13 presenta una relación antigénica de 0.5 con el virus 34.  

El virus 34 muestra diferencias antigénicas con los virus 2 (0.025), 4 (0.7), 5 (0.7), 

6 (0.025), 7 (0.7), 11 (0.7) y 13 (0.5). Lo cual sugiere que son  antigénicamente 

distintos.  

Al confrontar el virus con su antisuero homólogo (reacción homóloga) hubo un 

reconocimiento de 1 que multiplicándolo por 100 para pasarlo a porcentaje indica 

que hay un reconocimiento del 100%, y una protección  por cada antisuero del 

100%.  

El virus 7 y el virus 13 que son aislamientos de Guanajuato tienen un valor de 

relación antigénica de 0.70. 

El virus 34 que fue aislado del Estado de México tiene variación antigénica con 

respecto a los virus 13(0.5), 11(0.70), 7(0.70), 6(0.025), 5(0.70), 4(0.70) y 2(0.025) 

que fueron aislados de Michoacán y Guanajuato. Lo cual indica que es el virus que  

tiene mayor variabilidad antigénica con respecto a los demás aislamientos. 

 

 

 

Discusión. 
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En un estudio realizado por Sánchez (2004), donde analizó la relación entre 

diferentes aislamientos y sueros de cerdos infectados bajo condiciones naturales, 

por medio de IHA; los resultados de los siete diferentes aislamientos del 

Rubulavirus porcino, mostraron un reconocimiento variable para cada uno de ellos, 

concluyendo que hay diferencias antigénicas entre dichos aislamientos al no ser 

reconocidos de la misma forma en todos los sueros analizados. 68 

También se ha reportado que la  variabilidad antigénica, está asociada a las 

mutaciones del gen HN en la secuencia de nucleótidos (secuencia primaria) que le 

permite al sistema inmune del cerdo generar anticuerpos específicos contra los 

epítopes modificados.30, 72 

De acuerdo con el estudio antes mencionado, los resultados de este trabajo 

indican que las respuestas homólogas no tienen variación antigénica, teniendo 

como VRA= 1.  Lo cual indica un reconocimiento de los epítopes del virus con su 

mismo antisuero.  

Por otro lado, en experimentos que evaluaron el reconocimiento de sueros de 

campo ante diferentes virus aislados utilizando la técnica de seroneutralización 

indicaron que no es similar, es decir no todos los virus son reconocidos con los 

mismos títulos por un determinado suero.73 

En este trabajo se encontró que al evaluar las respuestas heterólogas, no todos 

los virus responden con el mismo título ya sea con su antisuero homólogo y 

heterólogo. 
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Respecto a la utilización de la técnica de inhibición de la hemaglutinación, cabe 

mencionar que en un estudio similar en el 2004 se utilizó la misma técnica para 

identificar diferencias entre aislamientos virales del ojo azul, la cual permitió 

conocer que los virus presentan tales diferencias entre ellos y que mediante esta 

técnica se puede identificar el virus que está circulando actualmente en la granja, 

asu vez se sugirió la posible presencia de variantes virales.68  

En un estudio reportado en el 2010 se evidenció la variación del título de 

anticuerpos utilizando la técnica de inhibición de la hemoaglutinación y análisis 

estadístico, el cual reveló que los diferentes aislamientos no presentaron títulos de 

anticuerpos de manera similar, este comportamiento puede asociarse a la 

variación del potencial inmunogénico de cada aislamiento viral, como se sugiere 

en el presente estudio.74 

En un estudio donde se evaluó la respuesta humoral frente a virus homólogos y 

heterólogos del Rubulavirus porcino por medio de SN, se reportó que las muestras 

de cerdos infectados bajo condiciones naturales, presentaron un mayor 

reconocimiento hacia aislamientos heterólogos (PAC-2 y PAC-4) en comparación 

con los aislamientos homólogos obtenidos durante el brote de la enfermedad, 

concluyendo que sí existen diferencias en el reconocimiento de los aislamientos 

virales analizados.73 

En un estudio reciente de aislados naturales del Rubulavirus porcino (virus de La 

Piedad Michoacán), un paramixovirus emergente detectado en México en 1980, se 

determino la variabilidad de uno de los genes que codifican para su principal 
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proteína de membrana (hemaglutinina-neuraminidasa), se deduce que la mayoría 

de los cambios se encuentran en la superficie de la proteína, expuestos al medio. 

Los cambios encontrados sugieren que este virus, como sucede con otros, está 

sometido a una presión de selección debido a la respuesta inmunitaria del 

hospedero.75 

Un caso similar sucede con el virus de la parotiditis o paperas, otro paramixovirus, 

el cual, además de la inflamación de las glándulas salivares parótidas, está 

asociado con distintas patologías, principalmente meningitis y orquitis. En los 

últimos años se han incrementado los reportes que muestran un resurgimiento de 

la infección, aun en poblaciones con alto porcentaje de cobertura de vacunación. 

 Se ha reportado que el virus de la parotiditis está teniendo variaciones genéticas 

relacionadas con el reconocimiento de anticuerpos, así como en la afinidad por 

diferentes tipos celulares. Se han reconocido variaciones en la secuencia de 

nucleótidos de los genes HN y P (fosfoproteína) que se han relacionado con una 

mayor afinidad por receptores en las células de origen nervioso.76, 77 

En un  estudio realizado sobre la  caracterización antigénica del virus de la 

bronquitis infecciosa (VBI) en pollos de engorda, se utilizó la prueba de IH para 

confrontar respuestas homólogas y heterólogas utilizando el método de Archetti y 

Horsfall en donde se evidenció la variabilidad antigénica que existe entre 

aislamientos, siendo un aspecto importante del virus de la bronquitis infecciosa , la 

diversidad antigénica, por lo que el control de la enfermedad por medio de la 

vacunación no siempre es exitosa.78 
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Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la variabilidad antigénica que 

existe entre los diferentes aislamientos del Rubulavirus porcino, y que al igual que 

el virus de la bronquitis infecciosa, por ser un ARN presenta constantemente 

mutaciones. Por lo que el control de la enfermedad por medio de la vacunación no 

siempre resulta exitoso contra las nuevas variantes del Rubulavirus porcino. 

A su vez en nuestro estudio podemos identificar que las variantes antigénicas se 

encuentran localizadas en diferentes estados, por ejemplo. Al analizar las 

respuestas homólogas y heterólogas de cada aislamiento con su respectivo 

antisuero se identificó que no existe una relación directa entre la variación 

antigénica y el estado, ya que el virus 2 con respecto al 4 y 11 que son aislados de 

Michoacán no presentan diferencias antigénicas (VRA = 1), lo cual indica que son 

antigénicamente iguales. Sin embargo el virus 4 y el virus 11 tienen un valor de 

relación antigénica de 0.5, lo cual indica que en un mismo estado están circulando 

cepas antigénicamente diferentes. Lo mismo ocurre en el estado de Guanajuato, 

en donde los virus aislados de éste estado presentan un valor de relación 

antigénica de 0.7, lo cual sugiere que el uso de vacunas con un solo antígeno 

puede ser deficiente para el control de la enfermedad. 

En el estado de México se encontró el virus que mayor variación antigénica 

presenta con respecto al resto de los virus (aislado 34), haciendo aún más 

evidente, la existencia del Rubulavirus porcino con cambios antigénicos que 

pueden estar generando cepas de alta, median o baja virulencia que a corto plazo 

deberán ser caracterizadas mediante secuenciación, identificando la signología 

clínica característica de cada variante, así como su patogenicidad y virulencia. 
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A su vez la caracterización antigénica de los virus de campo realizado en este 

estudio resulta esencial para considerar el uso de vacunas polivalentes que 

permitan un mejor control de la enfermedad. 
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Conclusiones. 

 Al evaluar sueros hiperinmunes elaborados en una especie heteróloga al 

cerdo se obtuvieron resultados diferentes al confrontar cada uno de los 

sueros con los diferentes aislamientos. 

 

 Se evidenció la variabilidad antigénica existente entre los diferentes 

aislamientos utilizando la técnica de inhibición de la hemaglutinación, 

confirmando que es una técnica confiable para el diagnóstico de la 

enfermedad del ojo azul. 

 

 En este trabajo se logró determinar la relación antigénica que existe entre 

los aislamientos procedentes de Michoacán, Guanajuato y Estado de 

México, en años recientes. 

 

 El uso de diferentes aislamientos del Rubulavirus porcino en el diagnóstico 

permitirá evitar dar resultados falsos negativos, ya que la variación 

antigénica demostrada en este estudio aumenta la posibilidad de encontrar 

anticuerpos específicos.  

 

 

 El conocer que existe variación antigénica en estos aislamientos que están 

circulando en el país es importante para generar inmunógenos que 

desencadenen una respuesta inmune protectora eficiente. 
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 Es fundamental la identificación y monitoreo de las variantes genéticas 

virales que están surgiendo en México para conocer su antigenicidad; lo 

cual permitirá una vigilancia epidemiológica adecuada y generará la 

información necesaria para  el control y erradicación de la enfermedad. 
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