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RESUMEN.

VERONICA PRUDENCIANA RIANO CRUZ. Identificacion de variacion antigénica
del Rubulavirus porcino por la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion (Bajo
la supervision de: Dr. José Ivan Sanchez Betancourt y la Dra. Rosalba Carreén

Napoles).

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 Bajio de
la Republica Mexicana, en donde se considera un padecimiento endémico. El
objetivo de este trabajo fue determinar la variacion antigénica de ocho
aislamientos del Rubulavirus porcino obtenidos en los afios 2007 y 2008 en los
estados de Michoacan, Guanajuato y Estado de México, mediante la técnica de
inhibicion de la hemoaglutinacion. Los aislamientos se replicaron en células VERO
(rindn de mono verde africano), hasta obtener un titulo 6ptimo de 1:32 a 1:128. Se
obtuvieron los sueros especificos hacia cada uno de los virus para utilizar la
técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion con la finalidad de identificar la
reaccion antigeno-anticuerpo homologa y heteréloga de cada aislamiento con su
respectivo antisuero. Los resultados indican que si existen variaciones antigénicas
entre el virus 34 y los virus 2, 4, 5, 6, 7, 11 y 13. El virus 2 no presenta variacion
antigénica con respecto a los virus 4, 5, 6, 7, 11 y 13. Y el virus 4 tampoco varia
antigénicamente con respecto a los virus 5 y 6. El virus 5 no presenta variacion

antigénica con los virus 6, 7, 11y 13. El uso de diferentes aislamientos del RVP en



el diagnostico permitird evitar dar resultados falsos negativos, ya que la variacion
antigénica demostrada en este estudio aumenta la posibilidad de encontrar
anticuerpos especificos cuando usemos diferentes aislados de campo en el

laboratorio de diagndstico.



Introduccion.

Antecedentes historicos.

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. *

Fue descrito por primera vez en granjas de La Piedad, Michoacan 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. >3

El agente causal fue reconocido por poseer caracteristicas similares a los
miembros de la familia Paramyxoviridae y fue llamado virus La Piedad Michoacén
(LPMV). Inicialmente fue asociado con un brote de encefalitis y opacidad corneal
en lechones y fallas reproductivas en animales adultos. Los signos clinicos
iniciales observados incluian, incoordinacibn motora, hiperexcitabilidad,
postracion, 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 clinico. *



Se realizaron numerosos estudios con el virus, determindndose como un virus
envuelto con genoma ARN, que crece con facilidad en lineas celulares tales como
PK-15 y VERO, que poseia actividad hemaglutinante, hemolitica y formadora de
sincitios, histolégicamente se detectdé una meningoencefalitis no supurativa y una

neumonia intersticial. > %’

En 1980 se reportaron brotes en los estados de Jalisco y Guanajuato, en 1983 en
el D.F., Nuevo Leon, Hidalgo, Tlaxcala, Tamaulipas, Puebla, Campeche vy
Querétaro. Ha sido un problema de dificil control y su difusion abarco, hasta 1992,
16 estados de la Republica Mexicana, manteniéndose como un padecimiento

endémico, principalmente en la zona del Bajio y Centro de México. &

Agente etiologico.

Con base en sus caracteristicas biolégicas y estructurales el virus del ojo azul se
clasific6 en el orden: Mononegavirales, familia: Paramyxoviridae, subfamilia:
Paramyxovirinae, género: Rubulavirus, especie: Rubulavirus porcino. #% °

La familia Paramyxoviridae agrupa virus envueltos, cuyo genoma esta constituido
por una cadena de &cido ribonucleico (ARN) en sentido negativo, dividida en seis
genes que codifican para un nimero igual o mayor de proteinas estructurales y no
estructurales, incluyendo su propia polimerasa de ARN. Los paramixovirus son

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

bases durante cada replicacion. °°



Los miembros de esta familia se clasifican en diferentes géneros de acuerdo a sus

propiedades estructurales y biolégicas, siendo determinante la presencia de

actividades hemaglutinante y neuraminidasa. %! La familia Paramixoviridae

agrupa de la siguiente manera Cuadro 1.

Cuadro 1. Organizacion taxonémica de la familia Paramyxoviridae

9,10, 12, 13,14

se

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 cetaceos
Morbilivirus de los delfines

Virus del sarampion

Virus de la peste de los pequefios
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 simico 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 neumonia del raton

Metapneumovirus

Metapneumovirus humano
Metapneumovirus aviar
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El virus de la enfermedad del ojo azul no presenta reaccion antigénica cruzada
con los virus parainfluenza 1, 2, 3 y 4, con los virus de la enfermedad de

Newcastle, del sarampién, el sincitial respiratorio ni con el virus de la parotiditis.*®

El Rubulavirus porcino posee gran similitud estructural y genética con el virus de la
parotiditis humana y comparte con €l su tropismo tisular y sus caracteristicas

patoldgicas.*®

Al microscopio electronico se observan viriones pleomorficos, la mayoria esféricos
gue miden de 180 a 300 nm de diametro y poseen una membrana lipoprotéica que
presenta prolongaciones de 8-12 nm, que corresponden a las glicoproteinas HN y
F, responsables de las actividades hemaglutinante, hemolitica, de neuraminidasa

y formadora de sincitios observadas en el Rubulavirus porcino. **°

El genoma del Rubulavirus porcino esta constituido por seis genes en el siguiente
orden, 3’ —N-P/V-M-F-HN-L-5’, los seis genes involucrados codifican 10 proteinas,
las cuales tienen funciones estructurales, reguladoras y enziméaticas. Los genes N,
M, HN y L codifican una sola proteina, el gen F codifica un polipéptido llamado Fq
gue es dividido por una proteasa celular en las proteinas F; y F», el gen P codifica
varias proteinas dependiendo del sitio de edicién del ARNm." 1819, 20,21, 22

El viridbn estd constituido por seis proteinas estructurales y tres no estructurales,
dentro de las estructurales se encuentran:

La HN es una proteina multifuncional que esta constituida por 576 aminoacidos

con un peso molecular de 66 kDa. La glicoproteina HN es responsable de

11



reconocer el receptor y de la adhesion a las células blanco de la infeccion debido
al reconocimiento especifico de los residuos de acido N- acetilneuraminico unidos
por enlaces glicosidicos alfa 2-3 a galactosa (NeuAca-2,3 Gal). EI NeuAca-2,3
Gal, el cual es un oligosacarido determinante de la susceptibilidad y el tropismo
tisular a la infeccion por el RVP, su expresion se presenta en mayor proporcion en
tejidos del sistema nervioso central en cerdos neonatos y en el tracto reproductor

en cerdos adultos.!® 2324 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 eliminacion de grupos de acido sialico. Aglutina eritrocitos de una gran variedad
de especies animales incluyendo cerdo, carnero, vaca, perro, conejo, ratén, rata,
hamster, cobayo, pollo y humano tipos A, B y O debido al reconocimiento
especifico del &cido acetilneuraminico alfa 2-3 galactosa (NeuAca-2,3 Gal)

expresado en las superficies de todos los eritrocitos.? * 2 2627

La actividad neuraminidasa o sialidasa de la HN permite hidrolizar los residuos de
acido sialico de los receptores celulares, se ha considerado la posibilidad que esta

actividad sea un factor de virulencia.?®

Esta proteina es considerada la inmunodominante en la infeccion por RVP.
Estudios recientes han reportado cambios en la secuencia de nucleétidos del gen

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

diferentes para cada aislamiento.?® *

12



La nucleoproteina (NP) forma parte integral de la nucleocapside, esta constituida
por 576 aminoacidos, su peso molecular es de 68 kDa. Durante el proceso de
replicacion y trascripcion, cada molécula de la NP se encuentra unida a seis
nucleotidos con alta afinidad que impide que el genoma del RVP se encuentre
desnudo dentro de la célula huésped, esto constituye un mecanismo de proteccion

al ARN viral para no ser degradado en la célula. 23% 3233

La proteina P, formada por 404 aminoacidos, tiene un peso molecular de 52 kDa;
se encuentra asociada a la proteina L y con la NP. Forma un complejo con la
proteina L, con actividad polimerasa responsable de la transcripcion y replicacion

del genoma viral. 3

La proteina L es la mas grande del virién esta constituido por 2251 aminoacidos y
un peso molecular de 200 kDa, y es el componente catalitico de la ARN
polimerasa. Participa en los procesos de iniciacion, elongacion, metilacion, edicion
y poliadenilacion; dentro de sus funciones se encuentran actividades cataliticas en
la sintesis de ARN genomico y mensajero para poder transcribir y replicar
particulas virales sin necesidad de ingresar al nucleo celular, ya que dichos

eventos ocurren en el citoplasma.?* %31 3°

La proteina de matriz (M) esta constituida por 369 aminoacidos gran parte de los
cuales son de caracter basico, 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, caracteristica importante que le permite intervenir en el

13



ensamble de la particula viral con un reducido gasto energético. Participa en el

mantenimiento de la estructura del virién y en el ensamblaje de nuevos viriones.*"”

21,28, 31, 34, 36

La glicoproteina F tiene una longitud de 541 amino&cidos y un peso molecular de
59 kDa; esta proteina tiene un dominio altamente hidrofébico que participa en la
fusién 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.t®2831.36

Esta caracteristica origina la formacion de células gigantes multinucleadas
(sincitios) apreciables en tejidos y en cultivos celulares infectados por

paramixovirus.*’

Las proteinas no estructurales V de 249 aminoacidos con un peso molecular de
26.1 kDa; la proteina | de 174 aminoacidos con un peso molecular de 18.1 kDa; la
P de 404 aminoacidos con un peso molecular de 42.kDa; y la proteina C de 126
aminoacidos 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 proteinas participan en la

regulacién de la transcripcion y en la evasion de la respuesta antiviral.* & 28 31

Caracteristicas fisicoquimicas y biologicas.

El RVP muestra sensibilidad a los solventes de lipidos como éter y cloroformo,
formalina y B propiolactona. El virus se inactiva a 56°C después de 4 horas,
mientras que la hemoaglutinacion viral se pierde hasta las 48 a 60 horas a 56°C.?

14



El virus se ha multiplicado en una gran variedad de lineas celulares como PK-15,
Vero, MDBK, ST, Pt, BT, Bt, BHK-21, GMK, CK, BEK y en cultivos primario de
rinon de gato, embrion bovino, dermis equina, células fetales humanas, plexo
coroideo porcino, plexo coroideo bovino y de pulmén de vison, causando efecto
citopatico en todas ellas, puede ser replicado también en embrién de pollo.* 38 3°

Entre sus propiedades fisicoquimicas esta la de hemoaglutinar eritrocitos de pollo,

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

raton, rata, pavo y humano tipo A, B, ABy O, * 3% 4041

Patogenia.

La transmision del virus es por contacto directo, por la aspiracion de aerosoles
contaminados con el virus de animales portadores cuando este es eliminado a
través de descargas nasales.® *#? La forma de transmisién del RVP ocurre de
manera horizontal, de animales infectados a animales susceptibles y también
existe evidencia de infeccion vertical, ya que el virus tiene la capacidad de

atravesar la barrera placentaria. 4> *°

La via de entrada natural del RVP es la cavidad oronasal, cuando las particulas
conteniendo el virus son grandes, el sitio de replicacion inicial es la cavidad
oronasal, basicamente en la mucosa nasofaringea y tejido linfatico asociado
(tonsilas). Cuando las particulas son muy pequefas, el virus ingresa con la
aspiracién hasta el interior del pulmén y se deposita en los conductos aéreos

superiores en donde la replicacion es abundante y se disemina por via sanguinea

15



transportado por eritrocitos y leucocitos, iniciandose asi la infeccion sistémica,
propagacion y replicacion en diversos sitios inmunoprivilegiados de érganos

linfaticos y reproductivos.® ¢4

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. %4748

Experimentalmente se ha producido la infeccion al inocular el RVP por via
intranasal, intratraqueal, intraocular, intracraneal, intraperitoneal e intramuscular.
2,4,49

Se ha identificado que la distribucion del RVP varia con la edad de los cerdos
infectados. En neonatos el sitio de mayor replicaciéon viral es el SNC (bulbo
olfatorio, corteza del I6bulo piriforme, hipocampo, talamo, tallo cerebral y cerebelo)
y tejidos del tracto respiratorio; en cerdos destetados, la infeccion se presenta

principalmente en el tracto respiratorio y en SNC.% **°

En cerdos machos adultos el virus se replica principalmente en tejidos del sistema
respiratorio y del tracto reproductor (testiculo y epididimo).?> “* ' En cerdas
gestantes infectadas experimentalmente, se aislo el RVP principalmente en tracto
respiratorio, tonsila y ovarios.**

La distribucion tisular del RVP esta determinada por la expresion de receptores
celulares, en este caso especificamente del acido N-acetilneuraminico alfa 2-3

galactosa (NeuAca-2,3 Gal), el cual esta presente de manera abundante en tejidos

16



de cerdos neonatos en el sistema nervioso, respiratorio y linfatico y en machos

adultos en el sistema respiratorio y reproductor.’ 162 4¢

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 aminoacidos del gen codificante para la proteina HN, lo cual confiere virulencia
y cuadros clinicos con manifestaciones nerviosas en animales adultos y la linea de
engorda.®

La respuesta humoral contra el RVP se inicia con la presencia de anticuerpos
especificos desde el noveno y décimo dia posinfeccion (pi), con titulos de 4.6 log,
y la méaxima produccion se ha observado entre la sexta y novena semana pi con
7.6 logs.

En estudios que han evaluado la presencia de anticuerpos durante infecciones
experimentales prolongadas, se han detectado anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacion desde la primera semana post-infeccién con un titulo de 2.85
log, los cuales alcanzan su pico a la novena semana con 5.0 log, y se mantienen
constantes hasta por diecinueve semanas. Los anticuerpos generados estan

dirigidos contra las proteinas HN, NP y M.>% 3334

17



Epidemiologia.

El cerdo es el unico animal conocido que es afectado por RVP clinicamente 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
presentd signos asociados a la infeccion. Sin embargo, se han encontrado
anticuerpos en ratas, conejos, perros, gatos y pecaries, infectados

experimentalmente.* > %% 37

La enfermedad del ojo azul sélo ha sido descrita en México. Actualmente, la
enfermedad se ha establecido y se reporta ocasionalmente en los Estados de
Michoacan, Jalisco, Guanajuato, Tlaxcala, Estado de México, Hidalgo, Distrito

Federal y Querétaro.® 8 >

Signos clinicos.

En condiciones de campo los signos clinicos 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 ademas
de los factores antes mencionados, la via de inoculacién. % 38 39 40.43.57. €0

Los signos clinicos mas comunes que se presentan son alteraciones del SNC y
elevada mortalidad en lechones en lactancia, falla reproductiva en animales
adultos y opacidad de la cérnea en cerdos de cualquier edad.*

Los lechones de 2-15 dias de edad son mas susceptibles a la infeccién por el

RVP, generalmente se encuentran postrados, deprimidos o0 muestran alteraciones

18



del SNC. El cuadro se puede presentar inicialmente con fiebre, pelo erizado y

lomo arqueado, acompafado por constipacion o diarrea.

Posteriormente, los animales muestran un cuadro nervioso progresivo que incluye
incoordinacion, hipersensibilidad, debilidad, rigidez, principalmente de los
miembros posteriores, temblores musculares, posturas anormales. Algunos
animales se encuentran hiperexcitables y muestran movimientos involuntarios
(pedaleo), permanecen letargicos puede existir una ceguera aparente y en
ocasiones nistagmo, algunos animales presentan conjuntivitis, ojos hinchados,
lagrimeo y exudado en parpados. El 1-10% de los lechones infectados presentan

opacidad de la cérnea. *°

En cerdas adultas se presenta con falla reproductiva, aumentandose el numero de
cerdas que retornan al estro, reduccion en la tasa de partos, aumenta el intervalo
de dias destete a primer servicio y por consiguiente los dias 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 manifestandose signos nerviosos hasta un 10% de

las cerdas afectadas.? 30 *°

El cuadro clinico en el area de maternidad se manifiesta como un incremento en el
namero 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%.%
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Los signos clinicos en machos adultos son pocos, puede presentarse anorexia y
opacidad de la cornea. Los parametros seminales se ven seriamente afectados,
en granjas infectadas se ha reportado el 29 al 73% de infertilidad, la cual puede
ser temporal o permanente, la concentracion espermatica se ve disminuida y el
porcentaje de anormalidades espermaticas aumenta, en algunos casos el
eyaculado puede obtenerse sin espermatozoides. Algunos sementales presentan
inflamacion 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.” > ®

Lesiones.

En lechones, se observa con frecuencia una neumonia leve en los extremos
ventrales de los I6bulos pulmonares craneales, puede haber congestidon cerebral y
aumento del liquido cefalorraquideo. Se observa conjuntivitis y diferentes grados

de opacidad de la cornea.? ®

Las principales lesiones microscopicas se localizan en cerebro y medula espinal
donde se puede observar encefalitis no supurativa que afecta en particular la
sustancia gris del talamo, cerebro medio y corteza cerebral, incluyendo una gliosis
multifocal y difusa, infiltracion perivascular de linfocitos, células plasmaticas y

reticulares, necrosis neural, neurofagia, meningitis y coroiditis. % 4+ % 62
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En las neuronas se encuentran cuerpos de inclusién citoplasmaticos, en los
pulmones se observan éareas multifocales de neumonia intersticial, cuya

caracteristica es la infiltracién de células mononucleares en la pared alveolar.* ®

Diagnastico.

La historia clinica, asi como los signos clinicos clasicos de la enfermedad, dan las
bases para el establecimiento de un diagndstico clinico presuntivo; sin embargo es
necesario demostrar la presencia del virus (mediante su aislamiento e
identificacion), o de anticuerpos especificos del RVP en animales infectados; o en
Su caso, la presencia del genoma viral. La necropsia y el estudio histopatolégico

también ayudan en el diagnéstico.® **4* 3

El diagndstico 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 hemoaglutinacion (HA) e inmunofluorescencia (IF) directa
e indirecta, la reaccién 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.?” 46:%0. 64

De las pruebas que detectan anticuerpos la mas utilizada es la inhibicion de la
hemoaglutinacion (IHA), sin embargo también se utiliza la seroneutralizacion (SN),

ELISA e inmunoperoxidasa.?’ > %
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En estudios realizados para determinar cual es la prueba serolégica mas confiable
para el diagnostico EOA se compararon las pruebas de ELISA, SN e IH, y se
encontré que la SN y ELISA tenian una sensibilidad de 89.1% e IH 84%. En ese
estudio se concluy6 que las mejores pruebas son SNy 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 especificos de la clase 1gG
e IgM en suero, de la misma forma se considera util para identificar aislamientos y

patrones de circulacién viral en una poblacién durante un periodo de tiempo.® ©®

67,68

Prevencion y control.

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

acciones que dependeran del tipo de granja.®*

En el pié de cria es necesario no mezclar animales de diferentes corrales, eliminar
cerdos que presenten el cuadro clinico caracteristico, evaluar a todos los
sementales de la granja y eliminar aquellos que sean positivos a la enfermedad
serologica o clinicamente, utilizar inseminacion artificial por lo menos por seis
semanas, intensificar el diagndstico de gestacion, con machos y ultrasonido en
todas las hembras, incrementar el nimero de servicios en la medida que se

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

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

cuando salgan todos los animales.? ®
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El virus se inactiva con agentes quimicos como éter, formalinay B propiolactona a

temperatura de 56° C en un periodo mayor a 4 horas.®®
Variabilidad antigénica.

Es posible que se estén registrando eventos de variabilidad genética y antigénica,
sobre todo porque la proteina HN es el elemento més antigénico y la presién de
seleccion puede originar cambios tanto en la superficie expuesta como en las

diferentes propiedades bioldgicas de esta proteina multifuncional.?

Las diferencias genéticas entre los diferentes aislamientos del RVP podrian
generar diferentes respuestas antigénicas; en un estudio realizado en el 2004, se
analizé la relacion 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 presentd 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.®®
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Justificacion.

Los antecedentes de la EOA indican que desde el afio de 1980 el virus ha
permanecido en el Centro de la Republica Mexicana, generando millonarias
pérdidas econdmicas en la zona Bajio y Occidente de nuestro pais. Por tal motivo
la presente investigacion pretende identificar la variacion antigénica que esta
presentando el Rubulavirus porcino, utilizando virus provenientes de diferentes
estados de la Republica Mexicana obtenidos en diferentes brotes de la

enfermedad.
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Hipotesis.

Los aislamientos recientes del Rubulavirus porcino a partir de muestras de campo
no caracterizados en la zona centro occidente de la Republica Mexicana pueden
presentar variacion antigénica, como se ha reportado en otros estudios utilizando

aislamientos virales obtenidos en anos anteriores.
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Objetivo.

Determinar la variacion antigénica de ocho aislamientos del Rubulavirus porcino
mediante la técnica de inhibiciébn de la hemoaglutinacion calculando el valor de

relacion antigénica.
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Material y Métodos.

Virus.

Los 8 virus fueron proporcionados en Noviembre del 2009, procedentes de
Michoacan, Guanajuato y Estado de México, y obtenidos en los afios 2007 y 2008
a partir de muestras de encéfalo de lechones con signos nerviosos, semen de

sementales sin signos clinicos 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 Michoacéan,
Guanajuato y Estado de México.

Identificaciéon Muestra Estado Afo
de de aislamiento
aislamientos
2 Encéfalo de lechén con Michoacan 2008
tremor y opacidad de
cornea.
4 Encéfalo de animales Michoacan 2008
vacunados con virus
inactivado. Con opacidad
de la cornea.
5 Semen de sementales. Michoacan 2008
6 Semen de sementales. Michoacan 2008
7 Encéfalo de lechén con Guanajuato 2008
signos nerviosos.
11 Encéfalo. Michoacan 2008
13 Encéfalo de cerdos de 3 Guanajuato 2008
meses con opacidad de la
cornea.
34 Se desconoce. Estado de 2007
México

Cultivo celular.

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

horas de formacién en botellas de 25 cm?, 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 dias pos-inoculacion se observo la presencia o

ausencia de efecto citopatico (ECP).%* 7°

Se obtuvieron 150 pl del sobrenadante del cultivo celular para confrontar 50 pl de
este con 50 ul de eritrocitos de ave, bovino y cuye al 0.5% por separado para
observar la presencia o ausencia de aglutinacion producida por el Rubulavirus
porcino, reportdndose la aglutinacibn como muestra positiva, y se clasificé de

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

A los 6 dias los cultivos celulares fueron congelados a -70°C. Posteriormente
fueron descongelados y fueron clarificados por centrifugaciéon (1177.8 g/10

minutos).

Titulacion de los virus aislados.

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

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

2. Se adicionaron 50yl 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 dilucion 1:2 hasta 1:4096.

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

agrego 50ul de una suspension de eritrocitos de bovino al 0.5%.

Se consideré como titulo final de la hemoaglutinacion el pozo anterior a

donde se presentd sedimentacion de glébulos rojos.

La titulacidon se realizd hasta el tercer pase celular en donde se obtuvieron titulos

mayores a 32 unidades hemoaglutinantes (UHA)."

Titulacion viral por infeccion en cultivo celular.

1.

3.

4.

Se realizaron diluciones decuples de 10*a 10° de cada uno de los 8 virus
del tercer pase con medio de cultivo MEM sin suero.

Se agregaron 50ul de cada dilucion a monocapas de cultivo celular VERO
de 24 horas de formacion previamente preparadas en microplacas de fondo
plano. Utilizando de la hilera “1” a la “9” para cada dilucion, la hilera “10” fue
para testigo del virus y las hileras “11” y “12” como testigo de células.

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

A los 3 dias de incubacion se tomaron 50ul del sobrenadante del virus de
cada placa y se confronté con 50ul eritrocitos de bovino al 0.5%, se incubd
a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasado el tiempo se realiz6 la

lectura.
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5. Alos 6 dias pos infeccion se realizé el mismo procedimiento de aglutinacion
y ademas se hizo la tincién de la placa con cristal violeta para evidenciar el
efecto citopatico por cada virus.

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

Obtencién de anticuerpos especificos.

Cada uno de los virus obtenidos del tercer pase teniendo como minimo 32
unidades hemoaglutinantes (UHA) o 1 X 10™ se inoculé a 2 conejas de la raza
Nueva Zelanda para cada uno de los virus, utilizando 1ml de virus y 0.5ml de
hidroxido de aluminio como adyuvante por via intramuscular. Se realizaron 3
inoculaciones con intervalos de una semana.

A la cuarta semana pos- inoculacion 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 inhibicion de la hemoaglutinacion.

Se utiliz6 la técnica de inhibicibn de la hemoaglutinacion para identificar la
presencia o ausencia de anticuerpos.

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

C en bafio maria por 30 minutos, para inactivar las proteinas del

complemento.
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2. Se

adsorbieron para eliminar inhibidores especificos de la

hemoaglutinacion, los sueros fueron tratados de la siguiente manera:

a.

b.

C.

En una microplaca de 96 pozos de fondo en “V” se colocaron100ul
de cada suero por separado.
Se adicionaron 50ul de caolin y 50pul de eritrocitos de bovino al 5%.

Se dejo incubar a 4° C durante 24 horas.

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

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

a.

b.

Testigos.

50ul de suero problema (sobrenadante) en la linea “A”.

Se realizaron diluciones dobles seriadas de la linea “A” a la “H”
empezando con una dilucion 1:4 hasta 1:512. Se consideraron las
dos ultimas hileras como testigos positivo y negativo.

Posteriormente se agregaron 50ul de antigeno viral con 8 UHA
conocido en cada pozo a partir de la linea “B” a la “H”. Se dej6
incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se adicionaron 50ul de eritrocitos de bovino al 0.5%
en cada pozo, se incubaron de 30-60 minutos a temperatura

ambiente.

Positivo: se utiliz6 suero con titulo conocido de anticuerpos inhibidores de la

hemaglutinacion, PBS, antigeno viral y eritrocitos. Hay unién antigeno-anticuerpo,

por lo que se observa la formacion de un botén al sedimentarse los eritrocitos.
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Negativo: se utilizé suero conocido que no contenia anticuerpos contra el RVP,
PBS, antigeno viral y eritrocitos. En este caso no hay anticuerpos, por lo que el

antigeno se une a los eritrocitos observandose hemoaglutinacion.

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 Ramirez et al. 1996.2

Una vez identificado el titulo de los sueros especificos se utilizaron para identificar
las respuestas homoélogas y heterdlogas, es decir la reaccion de un virus con su
antisuero y el reconocimiento de este, con los otros antisueros; mediante la

técnica de inhibicién de la hemoaglutinacion.

Respuestas homologas y heterdlogas.

Para identificar las respuestas homologas y heterélogas de cada uno de los virus
se realiz6 conforme a la metodologia de la técnica de inhibicion de la
hemoaglutinacion ya antes descrita, donde se empezé con una dilucién 1:4 hasta
1:8192.

Como testigo para validar la prueba se utilizé suero de cerdos con anticuerpos
contra RVP titulados por la técnica de inhibicién de la hemoaglutinacion del afio

2005.

Célculo de la relacion antigénica.
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El porcentaje de proteccion obtenido de la confrontacion de cada uno de los
sueros con los diferentes virus se calculo de la siguiente manera. Los valores de
proteccion (VP) obtenidos con los titulos de inhibicion de la hemoaglutinacion
aportaron un valor de relacién antigénica utilizando la ecuacion descrita por
Archetti y Horsfall (1950).”*

r = valor de relacidén antigénica

r= vrl xr2

r1 = titulo heterdlogo #2/ titulo homdlogo #1

r2 = titulo heterdlogo #1/ titulo homdlogo #2
El porcentaje de proteccién se obtuvo de la siguiente ecuacion para convertirlo en
porcentaje.

r=100+rl x r2

Cabe mencionar que los valores de este porcentaje de proteccién que resultaron
ser iguales a (cero) se reemplazaron por 0.01 para poder aplicar la ecuacion.
Los aislados virales estan relacionados antigénicamente cuando presentan un
valor de relacion antigénica (VRA) de 0.5 a 1, y los valores de 0.1 a 0.49 indican
gue no existe relacién antigénica entre virus. Los valores de 1 o mayores indican

que no hay variacién antigénica entre aislados.”

Resultados.
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Inhibicién de la hemoaglutinacion cruzada.

La prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion cruzada se realizo 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. Titulos de las respuestas homologas y heterdlogas de cada aislamiento

del Rubulavirus porcino con su antisuero especifico mediante la técnica de
inhibicion de la hemoaglutinacion.

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
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

Variacién antigénica.

Los titulos de la inhibicion de la hemoaglutinacion presentados en el Cuadro 3

fueron transformados en valores rl1 y r2, los cuales se presentan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Valores de rl y r2 obtenidos de los diferentes aislamientos del
Rubulavirus porcino confrontados con los antisueros generados.
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Los Valores rl son todos los que estan por arriba de los valores 1 y los r2 son
todos los que estan por debajo.

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| 05 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| 05 | 05 0.5 1 0.25 | 05 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

Los valores de rl y r2 fueron usados con la férmula de Archetti & Horsfall (1950)."*
Para calcular el Valor de Relacion Antigénica (VRA) que se muestra en el Cuadro

5.

Cuadro 5. Valores de relacion antigénica entre diferentes aislamientos del
Rubulavirus porcino.
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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 05| 0.70| 0.70
5 1 1.41 1 1.41 1| 0.70
6 1 2 2 10.025
7 1 1 0.70| 0.70
11 1 0.70| 0.70
13 1 0.5
34 1

Los aislados virales estan 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 relacion antigénica
de cada uno de los virus son igual a 1, lo cual indica la especificidad de los

anticuerpos generados por el virus homadlogo.

Los titulos en las respuestas heterélogas, es decir la confrontacion de un virus con
los otros antisueros, la reaccion es diferente entre todos los aislamientos virales,
identificando variacion antigénica entre aislados virales como se describe a

continuacion.

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 variacion antigénica con el
virus 5 (VRA 1), pero si 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 relacion

antigénica de 0.7. El virus 6 y el virus 13 son antigénicamente idénticos.
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El virus 7 y 11 presenta variacion antigénica con los virus 13 (0.7) y 34 (0.7). El

virus 13 presenta una relacion 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 homologo (reacciéon homologa) hubo un
reconocimiento de 1 que multiplicAndolo por 100 para pasarlo a porcentaje indica
qgue hay un reconocimiento del 100%, y una proteccion por cada antisuero del

100%.

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

relacion antigénica de 0.70.

El virus 34 que fue aislado del Estado de México tiene variacion 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 Michoacan y Guanajuato. Lo cual indica que es el virus que

tiene mayor variabilidad antigénica con respecto a los demas aislamientos.

Discusion.
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En un estudio realizado por Sanchez (2004), donde analizd la relacion 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. ®®

También se ha reportado que la variabilidad antigénica, esta asociada a las
mutaciones del gen HN en la secuencia de nucleétidos (secuencia primaria) que le
permite al sistema inmune del cerdo generar anticuerpos especificos contra los

epitopes modificados.>® "2

De acuerdo con el estudio antes mencionado, los resultados de este trabajo
indican que las respuestas homoélogas no tienen variacion antigénica, teniendo
como VRA= 1. Lo cual indica un reconocimiento de los epitopes 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 seroneutralizacion
indicaron que no es similar, es decir no todos los virus son reconocidos con los

mismos titulos por un determinado suero.”

En este trabajo se encontré que al evaluar las respuestas heterélogas, no todos
los virus responden con el mismo titulo ya sea con su antisuero homodlogo y

heterdlogo.
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Respecto a la utilizacion de la técnica de inhibicion de la hemaglutinacion, cabe
mencionar que en un estudio similar en el 2004 se utilizé la misma técnica para
identificar diferencias entre aislamientos virales del ojo azul, la cual permitid
conocer que los virus presentan tales diferencias entre ellos y que mediante esta
técnica se puede identificar el virus que esta circulando actualmente en la granja,

asu vez se sugiri6 la posible presencia de variantes virales.®®

En un estudio reportado en el 2010 se evidencio la variacion del titulo de
anticuerpos utilizando la técnica de inhibicién de la hemoaglutinacion y andlisis
estadistico, el cual revel6 que los diferentes aislamientos no presentaron titulos de
anticuerpos de manera similar, este comportamiento puede asociarse a la
variacion del potencial inmunogénico de cada aislamiento viral, como se sugiere

en el presente estudio.”

En un estudio donde se evalud la respuesta humoral frente a virus homologos y
heterdlogos del Rubulavirus porcino por medio de SN, se reporté que las muestras
de cerdos infectados bajo condiciones naturales, presentaron un mayor
reconocimiento hacia aislamientos heterélogos (PAC-2 y PAC-4) en comparacion
con los aislamientos homélogos obtenidos durante el brote de la enfermedad,
concluyendo que si existen diferencias en el reconocimiento de los aislamientos

virales analizados.”®

En un estudio reciente de aislados naturales del Rubulavirus porcino (virus de La
Piedad Michoacan), 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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proteina de membrana (hemaglutinina-neuraminidasa), se deduce que la mayoria
de los cambios se encuentran en la superficie de la proteina, expuestos al medio.
Los cambios encontrados sugieren que este virus, como sucede con otros, esta
sometido a una presion de seleccion debido a la respuesta inmunitaria del

hospedero.”

Un caso similar sucede con el virus de la parotiditis 0 paperas, otro paramixovirus,
el cual, ademas de la inflamacion de las glandulas salivares parotidas, esta
asociado con distintas patologias, principalmente meningitis y orquitis. En los
ultimos afios se han incrementado los reportes que muestran un resurgimiento de

la infeccién, aun en poblaciones con alto porcentaje de cobertura de vacunacion.

Se ha reportado que el virus de la parotiditis esta teniendo variaciones genéticas
relacionadas con el reconocimiento de anticuerpos, asi como en la afinidad por
diferentes tipos celulares. Se han reconocido variaciones en la secuencia de
nucleotidos de los genes HN y P (fosfoproteina) que se han relacionado con una

mayor afinidad por receptores en las células de origen nervioso.”® ”’

En un estudio realizado sobre la caracterizacién antigénica del virus de la
bronquitis infecciosa (VBI) en pollos de engorda, se utilizé la prueba de IH para
confrontar respuestas homadlogas y heterdlogas utilizando el método de Archetti y
Horsfall en donde se evidencié 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

vacunacion no siempre es exitosa.’®
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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 vacunacion 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 homologas y heter6logas de cada aislamiento con su respectivo
antisuero se identific6 que no existe una relacion directa entre la variacion
antigénica y el estado, ya que el virus 2 con respecto al 4 y 11 que son aislados de
Michoacan 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
relacion antigénica de 0.5, lo cual indica que en un mismo estado estan circulando
cepas antigénicamente diferentes. Lo mismo ocurre en el estado de Guanajuato,
en donde los virus aislados de éste estado presentan un valor de relacion
antigénica de 0.7, lo cual sugiere que el uso de vacunas con un solo antigeno

puede ser deficiente para el control de la enfermedad.

En el estado de México se encontré el virus que mayor variacion antigénica
presenta con respecto al resto de los virus (aislado 34), haciendo aun mas
evidente, la existencia del Rubulavirus porcino con cambios antigénicos que
pueden estar generando cepas de alta, median o baja virulencia que a corto plazo
deberan ser caracterizadas mediante secuenciacion, identificando la signologia

clinica caracteristica de cada variante, asi como su patogenicidad y virulencia.
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A su vez la caracterizacion 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.

42



Conclusiones.

e Al evaluar sueros hiperinmunes elaborados en una especie heterdloga al
cerdo se obtuvieron resultados diferentes al confrontar cada uno de los

sueros con los diferentes aislamientos.

e Se evidencié la variabilidad antigénica existente entre los diferentes
aislamientos utilizando la técnica de inhibicibn de la hemaglutinacion,
confirmando que es una técnica confiable para el diagnéstico de la

enfermedad del ojo azul.

e En este trabajo se logré determinar la relacion antigénica que existe entre
los aislamientos procedentes de Michoacan, Guanajuato y Estado de

México, en afios recientes.

e El uso de diferentes aislamientos del Rubulavirus porcino en el diagnéstico
permitira evitar dar resultados falsos negativos, ya que la variacion
antigénica demostrada en este estudio aumenta la posibilidad de encontrar

anticuerpos especificos.

e EIl conocer que existe variacion antigénica en estos aislamientos que estan
circulando en el pais es importante para generar inmundgenos que

desencadenen una respuesta inmune protectora eficiente.

43



e Es fundamental la identificacibn y monitoreo de las variantes genéticas
virales que estan surgiendo en México para conocer su antigenicidad; lo
cual permitird una vigilancia epidemiolégica adecuada y generara la

informacion necesaria para el control y erradicacion de la enfermedad.
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