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RESUMEN 

ELENA SALGADO GARCÍA. Determinación de la presencia de anticuerpos contra 

el Rubulavirus porcino en muestras serológicas de Jalisco mediante el uso de 

diferentes aislados virales. (Bajo la supervisión de MC Rosalba Carreón Nápoles y 

MC María del Carmen Mercado García). 

La Enfermedad de Ojo Azul (EOA) es causada por el Rubulavirus porcino (RVP) 

que pertenece a la familia de los Paramixovirus, es endémica de México. La zona 

que ha presentado la mayor incidencia es la del Bajío que comprende los estados 

de Querétaro, Guanajuato, Michoacán y Jalisco. El objetivo de la investigación fue 

evaluar la antigenicidad cruzada de 4 diferentes aislados virales del RVP. Se 

emplearon 200 sueros de cerdos de Jalisco provenientes de casos remitidos al 

Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos desde el año 2002 hasta el 

2013. Se utilizó la prueba de inhibición de la hemaglutinación; cada suero fue 

confrontado contra los cuatro aislamientos virales. Los resultados demuestran que 

existe una diferencia en el reconocimiento de anticuerpos contra los virus 

utilizados. Los sueros que fueron confrontados con los aislamientos virales AV1-

08, AV2-08, AV3-08 y que fueron positivos en los tres casos, mostraron una 

reactividad diferente con el asilado AV4-11. El conocer la existencia de variaciones 

antigénicas entre los diferentes virus de ojo azul servirá como herramienta para 

producir inmunógenos que generen una respuesta más amplia hacia las 

variedades que estén circulando en la zona; así como para utilizarlos en el 

diagnóstico con un reconocimiento de anticuerpos más completo. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Quer%C3%A9taro
http://es.wikipedia.org/wiki/Guanajuato
http://es.wikipedia.org/wiki/Aguascalientes
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Introducción: 

El Rubulavirus porcino (RVP) es responsable de la Enfermedad de Ojo Azul 

(EOA), pertenece a la familia de los Paramixovirus, subfamilia Paramyxoviridae, 

género Rubulavirus. La EOA se presenta con mayor incidencia en el centro del 

país; afecta a cerdos de todas las edades. Los lechones desarrollan signos 

nerviosos. En línea de engorda causa problemas respiratorios. Los cerdos adultos 

presentan problemas reproductivos; los sementales presentan orquitis, atrofia 

testicular y epididimitis. Las hembras repetición del estro debido a la infertilidad 

que causa en los machos. Alterando así los parámetros productivos y/o 

reproductivos. 1, 2 

Antecedentes históricos 

La enfermedad de ojo azul, fue identificada desde el año 1980, en La Piedad, 

Michoacán, México. Se caracteriza por afectar a los cerdos de cualquier edad, 

provocando encefalitis, problemas reproductivos en animales adultos y opacidad 

de la córnea ocasionalmente. 3 

La EOA es endémica de México. De acuerdo a un estudio acerca de la frecuencia 

de sueros positivos a la enfermedad de ojo azul se reportaron seropositividad en 

los estados de: Michoacán, Jalisco, Guanajuato (1980-1981); Estado de México 

(1992), Distrito Federal, Nuevo León, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro, Tabasco y 

Yucatán (1988), Tamaulipas (1984) y Puebla, Campeche y Quintana Roo (1990). 

La zona del Bajío (Michoacán, Guanajuato, Jalisco) es la que presentó una mayor 

incidencia con un mayor número de sueros positivos. 4 
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La única especie hospedadora conocida es el cerdo. La transmisión es en forma 

horizontal y vertical. Horizontal debido a que se transmite de un individuo a otro 

por vía aérea a través de microgotas contaminadas, también se puede encontrar 

en el semen y en los fetos muertos procedentes de cerdas que fueron infectadas 

de manera horizontal, causando la transmisión vertical de la enfermedad a los 

productos, ya que el virus es capaz de atravesar la barrera placentaria causando 

muerte y momificación fetal.5, 6, 7, 8, 9 

Los brotes de ojo azul se presentan durante todo el año, aunque su incidencia 

aumenta en los meses de marzo a julio. La aparición de brotes está relacionada 

con la entrada de animales infectados, así como vectores mecánicos o fomìtes.10, 

11, 12, 13 

 

Agente etiológico 

El agente causal es un virus clasificado de la siguiente manera; orden: 

Mononegavirales, familia: Paramixoviridae, subfamilia: Paramyxoviridae, género: 

Rubulavirus, especie: Rubulavirus porcino.5, 14, 15 

Los Paramixovirus se organizan en dos subfamilias y siete géneros. Hay cinco 

géneros de la subfamilia Paramyxovirinae: Avulavirus, Henipavirus, Morbillivirus, 

Respirovirus y Rubulavirus; de la otra subfamilia llamada Pneumovirinae existen 

dos géneros llamados: Pneumovirus y Metapneumovirus. Existen agentes 

patógenos de animales y seres humanos en cada uno de estos géneros; por 

ejemplo, el virus de la enfermedad de Newcastle de las aves de corral en el 

género Avulavirus; moquillo canino y el sarampión humano del género 
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Morbillivirus; varios virus de parainfluenza humana y de los animales en el género 

Respirovirus; y en el género Rubulavirus, virus de las paperas en humanos, 

enfermedad de ojo azul, y el virus de Menangle, estos dos últimos virus son 

infecciosos para los cerdos. El género Henipavirus está integrado por dos 

paramixovirus, el virus de Hendra y Nipah, siendo diferentes de manera 

morfológica y genéticamente de otros paramixovirus. 15,16, 17, 18, 19, 20 

La familia Paramixoviridae agrupa virus envueltos y de gran tamaño (150-400 nm 

de diámetro), son virus pleomórficos. El genoma se compone de una cadena de 

ácido ribonucleico (ARN) en sentido negativo dentro de una nucleocápside similar 

a una espiga. La nucleocápside está rodeada por una cápside conformada por la 

proteína M y una envoltura lipídica que contiene a las glicoproteínas de 

superficie.15, 16 

Los Rubulavirus están constituidos por 6 proteínas estructurales: polimerasa o 

proteína de alto peso molecular (L), nucleoproteína (NP), fosfoproteína (P), 

proteína de matriz (M), hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la glicoproteína de 

fusión (F) localizadas en la envoltura viral. Las glicoproteínas HN y F son 

transmembranales, están más expuestas hacia el exterior del virión dejando un 

pequeño segmento intraviral haciendo contacto con la proteína M de la cápside. 

(Figura 1).2, 21, 22 
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Figura 1. Esquema del Rubulavirus porcino y sus proteínas estructurales. En la 

envoltura se encuentran las glicoproteínas HN y F; en la parte interna se ubica la 

proteína de matriz (M). Íntimamente ligada a la cadena de ARN se encuentran las 

nucleoproteínas (NP) que conforman la nucleocápside helicoidal; las proteínas P y 

L que constituyen el complejo con actividad polimerasa del virus. 17 

La glicoproteína HN presenta actividad hemaglutinante y neuraminidasa, posee 

dos dominios, uno capaz de aglutinar eritrocitos y la otra elimina los residuos de 

ácido siálico34; la aglutinación es debida al reconocimiento del ácido N-

acetilneuramìnico alfa 2-3 galactosa (NeuAca-2,3 Gal) expresado en las 

superficies de eritrocitos de algunas especies como son: cerdo, carnero, vaca, 

perro, conejo, ratón, rata, hámster, cuye, pollo, humanos tipos A, B y O. 7, 10,14, 23, 

24, 25, 26  
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De acuerdo a Sánchez-Betancourt y colaboradores en el año 2008 reportaron 

cambios en la secuencia de nucleótidos en el gen codificante para la HN; lo cuál 

aporta virulencia y manifestaciones clínicas diferentes para cada aislamiento. Esto 

puede generar diversas respuestas en las pruebas de laboratorio; tal como se 

demuestra en estudios anteriores, donde se ha evaluado la respuesta de 

diferentes sueros hacia algunos aislados, obteniendo respuestas variables 

demostrando que el virus no es reconocido de igual manera por todos los sueros 

analizados.27, 28, 29, 30  

En el año 2010 se demostró la variabilidad antigénica de 3 virus, PAC 4 (1993), 

PAC6 (2001), PAC 9 (2003) en 4 estados: Guanajuato, Jalisco, Estado de México 

y Michoacán. En dicho estudio se evaluó la seroprevalencia y se  evidenció la 

presencia de anticuerpos mediante la prueba de inhibición de la hemaglutinación 

indicando  diferente comportamiento con respecto a los títulos obtenidos contra los 

diferentes aislamientos virales, esto se asocia a la variaciación del potencial 

inmunogénico de cada aislamiento.29 

Más tarde se identificó la variación antigénica en ocho aislamientos virales del 

Rubuluavirus porcino (2, 4, 5, 6, 7, 11, 13 y 34) mediante  la prueba de inhibición 

de la hemaglutinación.  Los resultados indicaron que si existen variaciones 

antigénicas entre el virus 34 y los virus 2, 4, 5, 6, 7, 8, 11 y 13. El virus 2 no 

presentó variación antigénica con respecto a los virus 4, 5, 6, 7, 8, 11 y 13. El virus 

4 no 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. Los virus no comparten las mismas 

respuestas en las reacciones antígeno-anticuerpo, siendo un factor que podría dar 
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resultados falsos negativos si se usa un solo antígeno para el diagnóstico. Este 

estudio demuestra la posibilidad de encontrar anticuerpos específicos al usar 

diferentes aislados para su diagnóstico.27 

 

Replicación viral 

El ciclo biológico del Rubulavirus porcino incluye las fases de reconocimiento, 

adsorción en la superficie celular, fusión de membranas, penetración a la célula, 

desnudamiento, transcripción, replicación del genoma, ensamble y liberación de 

viriones. La partícula se adsorbe a la membrana de la célula por medio de la 

proteína HN, que reconoce un receptor específico, generalmente glicosilado. Un 

cambio conformacional de la HN activa a la proteína F, que expone un dominio 

mediante el cual fusiona la membrana celular y la envoltura viral. La integración de 

la envoltura viral al sistema de membranas celulares provoca la liberación de la 

nucleocápside en el citoplasma. Ya que el virión trae integrada su propia 

polimerasa, al liberarse el ARN viral se sintetiza una copia completa del genoma 

en sentido positivo que servirá de molde para los nuevos genomas, y se inicia la 

síntesis de los ARN mensajeros que codifican cada una de las proteínas virales. 

Los productos de la traducción  se dirigen al sitio de ensamble, en donde las 

proteínas virales NP, P y L son acopladas al ARN recién sintetizado y la proteína 

M se acumula en la parte interna de la membrana celular. Las glicoproteínas HN y 

F que fueron sintetizadas en el retículo endoplásmico, son modificadas por el 

aparato de Golgi y posteriormente expresadas en la cara externa de la membrana 

celular, en sitios de contacto estrecho con la proteína M. La afinidad de las 
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proteínas de la nucleocápside, NP, con la proteína de matriz, M, y de esta con las 

glicoproteínas es determinante para el ensamble del virión, que es liberado de la 

célula por gemación. (Figura 2)17 

 

Figura 2.  Ciclo biológico de los Rubulavirus 

La replicación del Rubulavirus porcino se realiza en su totalidad en el citoplasma, 

por lo cual se forman aglomerados de nucleocápsides que se observan como 

grandes inclusiones intracitoplásmaticas en las células infectadas. 31 
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El material genético viral también puede pasar directamente de una célula 

infectada a una célula vecina sin que se libere  una partícula viral, esto se debe a 

la fusión de membranas que existe entre las glicoproteínas HN y F. Así dan origen 

a las células gigantes multinucleadas o sincitios; siendo una de las características 

de las infecciones causadas por los paramixovirus.21 Los cambios consisten en 

células redondeadas, vacuolas citoplasmáticas y formación de sincitios. Algunas 

células también contienen cuerpos de inclusión virales.13, 14, 19, 26  

Respuesta inmune 

Los principales mecanismos de respuesta inmune específica ante una infección 

viral son los anticuerpos y los linfocitos T.32 

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

anticuerpos desde la primera semana pos infección. Durante las primeras 4 

semanas los títulos incrementan entre 4 y 6 log2
, en la quinta semana llegan a 

incrementarse hasta 8.5 log2
. 

32 

Los cambios en la estructura o en la expresión de las proteínas de superficie 

pueden ser importantes mecanismos mediante los cuales el virus evita el 

reconocimiento y la eliminación por anticuerpos.8 

Los anticuerpos generados son dirigidos contra las proteínas HN, M y NP del 

virus, predominando contra HN. Los anticuerpos pueden reconocer al virus en 

forma libre o a células infectadas por el virus; estos controlan las infecciones 

neutralizando las partículas virales a través de citotoxicidad mediada o 

produciendo la muerte de las células infectadas por el complemento.32 
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Al inicio de la infección se ha detectado la proliferación principalmente de linfocitos 

T; para la tercera semana pos infección  disminuyen los linfocitos con fenotipo 

CD4+CD8- debido al reclutamiento de éstos en los órganos blanco infectados para 

participar en el control de la infección. La respuesta de memoria se caracteriza por 

la proliferación de linfocitos T CD4+CD8+ con un perfil de citocinas donde 

predomina IL-10.32, 33, 34, 35 

 

Patogenia 

La transmisión es de forma horizontal y vertical; horizontal debido a que se 

transmite de un individuo a otro por vía aérea, también se puede encontrar en el 

semen y en los fetos muertos procedentes de cerdas que fueron infectadas de 

manera horizontal causando la transmisión vertical de la enfermedad a los 

lechones, ya que el virus es capaz de atravesar la barrera placentaria causando 

muerte y momificación fetal. 5, 6, 7, 8, 9 

El virus puede ser adquirido por vía aérea mediante la aspiración de microgotas 

contaminadas con el virus. Cuando el tamaño de la gota es muy grande, está 

queda atrapada en la mucosa oronasal y el virus tiene que buscar una célula 

susceptible para replicarse; cuando las gotas son muy pequeñas, el virus ingresa 

con la inspiración hasta el interior del pulmón y se deposita en los conductos 

aéreos superiores donde la replicación es abundante y pasa a vía sanguínea 

donde es transportado por eritrocitos y leucocitos iniciando la infección sistémica  

y la replicación en sitios inmunoprivilegiados de órganos linfáticos y 

reproductores.2, 14 
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De manera experimental existen varias vías por las que se ha inoculado el 

Rubulavirus porcino por vía intranasal, intratraqueal, intraocular, intracraneal, 

intraperitoneal e intramuscular. 7, 9, 10, 14, 36 

El virus puede ingresar a sistema nervioso central (SNC) por terminaciones del 

nervio olfatorio en la mucosa nasal, y posteriormente puede diseminarse a 

hipocampo, tallo cerebral y cerebelo. 8, 37, 38 

En neonatos el sitio donde el virus se replica de manera exponencial es el SNC 

(bulbo olfatorio, corteza de lóbulo piriforme, hipocampo, tálamo, tallo cerebral y 

cerebelo) y tejidos del aparato respiratorio; cuando los lechones son destetados el 

virus se presenta principalmente en aparato respiratorio y SNC.. 7, 10,14, 39 

En machos adultos el virus se replica con mayor frecuencia en tracto respiratorio y 

reproductor (testículo y epidídimo).9 En hembras gestantes, infectadas 

experimentalmente, el virus fue aislado en tracto respiratorio, tonsila y ovarios. 55 

 Las diferencias sobre la distribución tisular del Rubulavirus porcino está 

determinado por la expresión de receptores celulares, tal es el caso del ácido N-

acetilneuramínico alfa 2,3 galactosa (NeuAc-2,3 Gal), este receptor se encuentra 

en tejidos de neonatos en el sistema nervioso, respiratorio y linfático; en machos 

adultos está en aparato respiratorio y reproductor. 2, 8, 24 
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Signos clínicos 

Los signos característicos de está enfermedad desde su descubrimiento fueron los 

cuadros de meningoencefalitis en cerdos lactantes  menores de un mes de edad.3, 

4 

Los signos clínicos se presentan de acuerdo a las distintas etapas productivas. En 

cerdos lactantes de 2 a 21 días de vida, se caracteriza por encefalitis,  neumonía y  

opacidad corneal. En algunos casos la enfermedad comienza con aparición 

repentina de fiebre, lomo arqueado y postración o depresión. Estos signos son 

seguidos de enfermedad neurológica progresiva con debilidad, ataxia, temblores 

musculares, postura anormal y rigidez, especialmente de las patas traseras. 

Algunos lechones se muestran hiperexcitables; chillan y realizan movimientos de 

pedaleo cuando son manipulados. 7, 10, 13, 20 

Entre 1 y 10 % de los lechones desarrollan opacidad corneal unilateral o bilateral, 

que suele desaparecer de manera espontánea. Se han encontrado otros signos 

que pueden incluir conjuntivitis, ceguera aparente, nistagmo, constipación y 

diarrea. Con frecuencia los lechones afectados mueren. Los lechones 

generalmente mueren dentro de las 48 horas de la aparición de los signos clínicos; 

posteriormente se observan muertes después de 4 a 6 días de la enfermedad. Los 

cerdos destetados de más de 30 días de vida suelen mostrar signos moderados y 

transitorios que pueden incluir anorexia, fiebre, tos, estornudos y, ocasionalmente, 

opacidad corneal.20 

En los cerdos adultos se observan signos reproductivos. Las hembras muestran 

una disminución en las tasas de fertilidad, abortos, aumento de mortinatos y fetos 
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momificados; mientras que los machos se observa epididimitis, orquitis y baja 

calidad espermática. En algunos animales se puede presentar opacidad corneal o 

anorexia leve.7, 10, 20, 28 

 

Lesiones 

Las lesiones se pueden dividir en macroscópicas y microscópicas; las lesiones 

macroscópicas más evidentes causadas por el Rubulavirus porcino son: 

conjuntivitis, equimosis, opacidad corneal en distintos grados frecuentemente 

encontrada en lechones menores de 30 días de edad que puede ser de manera 

unilateral o bilateral, se observa formación de vesículas, úlceras  y keratocono, así 

como  un exudado en la cámara anterior del ojo. Los lechones presentan 

neumonía en los lóbulos cráneo-ventrales, el estómago  con coágulos de leche, la 

vejiga urinaria distendida y liquido peritoneal con fibrina; el cerebro presenta 

congestión y un aumento de líquido cerebroespinal. En los machos se observa 

una notoria inflamación en los testículos, la mayoría de veces de manera 

unilateral, y epidídimo con un aumento de tamaño debido al edema en casos 

agudos, conforme avanzan los casos se encuentra una orquitis y epididimitis. Al 

verse afectado el epidídimo se puede observar orquitis con fibrosis y adherencias 

en la túnica albugínea, también pueden encontrarse hemorragias en la túnica, 

epidídimo y/o testículo. También se pueden presentar hemorragias renales y en el 

pericardio. 40, 41 

Las lesiones microscópicas se encuentran principalmente en cerebro y médula 

espinal donde se observa encefalitis no supurativa, característica de las 
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infecciones causadas por virus, afectando principalmente la materia  gris del 

tálamo, cerebro medio y corteza cerebral; existe una gliosis difusa y multifocal, 

infiltración perivascular con linfocitos, células plasmáticas y reticulares, necrosis 

neuronal, neurofagia, meningitis y coroiditis. Al ser un virus RNA  se encuentran 

cuerpos de inclusión intracitoplasmáticos.13, 42, 43 

 

Diagnóstico 

Se puede realizar el diagnóstico presuntivo de la enfermedad mediante los signos 

observados como la opacidad corneal, calores repetidos en las cerdas, orquitis y 

epididimitis en los machos; así como por medio de los cambios 

histomorfofisiológicos que presentan los animales afectados como encefalitis no 

supurativa, uveítis, queratitis, orquitis, epididimitis, en SNC se pueden observar los 

cuerpos de inclusión intracitoplasmáticos en las neuronas. Todo esto en conjunto 

facilita el diagnóstico de la Enfermedad de Ojo Azul sin embargo es necesario 

demostrar la presencia del antígeno o de los anticuerpos específicos  contra éste.7, 

10, 13, 44 

El antígeno puede ser detectado mediante pruebas como: el aislamiento en cultivo 

celular, inmunofluorescencia directa e indirecta; reacción en cadena de la 

polimerasa-transcriptasa reversa (RT-PCR). Está última ha sido de los métodos 

empleados para detectar el material genético en fluidos como suero o semen y 

tejidos. 8, 23, 39, 45 
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Las pruebas más comunes para detectar la presencia de anticuerpos son la 

inhibición de la hemaglutinación (IH), seroneutralilzación (SN), ensayo 

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) e inmunoperoxidasa (IP).23, 45, 46 

Al comparar las pruebas  para la detección de anticuerpos: ELISA, SN, e  IH, se 

demostró en los resultados que al usar estas pruebas en sueros, la prueba de SN 

y ELISA dieron 89.1% de sensibilidad, mientras que la IH 84.7%, concluyendo que 

la prueba de  IH puede ser una prueba utilizada en la piara debido a su alta 

especificidad, en comparación con otras técnicas como SN y ELISA, ha 

demostrado ser del 100%. La prueba, IHA, es utilizada para detectar anticuerpos 

específicos de la clase IgG e IgM en suero. 30, 47, 48, 49 

La inhibición de la hemaglutinación, es la prueba más utilizada para detectar la 

enfermedad de ojo azul (EOA) en nuestro país. En un estudio realizado en 1996 

se evaluaron diferentes variables que participan en la prueba como son la 

concentración del antígeno, concentración y tipo de eritrocitos, tiempo de 

incubación de reacción antígeno-anticuerpo, temperatura y el origen del antígeno; 

se concluyó que los resultados más confiables y que menos inespecificidad 

generan se obtienen al usar eritrocitos de bovino al 0.5% con antígeno obtenido de 

cultivo celular con 8 unidades hemaglutinantes (UHA) y una temperatura de 20 a 

25º C. 23 
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Prevención y control 

El control está basado en el monitoreo y eliminación de animales positivos, así 

como la aplicación de las medidas pertinentes de bioseguridad necesarias para 

evitar la diseminación de la enfermedad en una explotación. Para prevenir la 

enfermedad se han desarrollado diversas vacunas, en un estudio, se evaluó  una 

vacuna utilizando el Rubulavirus inactivado. Se determinaron los niveles de 

anticuerpos en los animales vacunados mediante la prueba de seroneutralización 

y se comprobó que hubo un 70% de protección obtenida a través del calostro en 

cerdos destetados a los 4, 28 y 38 días de edad provenientes  de hembras 

vacunadas. Los lechones que provenían de madres no vacunadas murieron en su 

totalidad. 50 

En un estudio publicado en el 2011 se observó que la  presencia de anticuerpos 

específicos hacia la proteína HN del Rubulavirus porcino en los lechones 

procedentes de madres inmunizadas con una proteína recombinante, obtenida a 

partir de la expresión del gen HN del Rubulavirus porcino(HN-LPMV), demuestra 

una adecuada transferencia de anticuerpos específicos contra el Rubulavirus 

porcino. Esto representa un importante avance en la utilización de la vacuna HN-

LPMV recombinante para su uso en el control de la Enfermedad del Ojo Azul en 

México.51 

En la actualidad, hay dos vacunas de virus inactivados comerciales (Innovac® Ojo 

Azul® y Porcimune® SOA) aprobados para su uso en lechones, animales en 

desarrollo y pie de cría. Debido a la variabilidad antigénica del virus, aun no se  ha 

podido garantizar la inmunidad total de la vacuna.  
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Hipótesis 

 

A través de diferentes estudios se ha hecho evidente la presencia del virus de ojo 

azul en diversos estados de la República Mexicana. Debido a la variabilidad 

antigénica entre los aislamientos de Rubulavirus porcino, se espera encontrar un  

diferente reconocimiento de anticuerpos para cada uno de los distintos 

aislamientos virales mediante el uso de la técnica de inhibición de la 

hemaglutinación. 
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Objetivo 

 

1. Evaluar la antigenicidad cruzada de 4 diferentes aislados virales del 

Rubulavirus porcino (AV1-08, AV2-08, AV3-08 y AV4-11) a través de la prueba 

de inhibición de la hemaglutinación de muestras obtenidas en el estado de 

Jalisco. 
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Material y métodos 

Muestras 

Se emplearon 200 sueros provenientes de cerdos de Jalisco remitidos al 

Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos (DMZC) desde el año 2002 

hasta el 2013. 

Los sueros fueron identificados y organizados por fecha y caso para su posterior 

procesamiento mediante la técnica de inhibición de la hemaglutinación (IHA). 

Virus 

Se utilizaron los aislamientos virales AV1-08, AV2-08, AV3-08, AV4-11 del RVP 

los cuales fueron obtenidos del DMZC. En el cuadro 1 se muestran los virus 

utilizados los cuáles fueron previamente seleccionados debido a la variación 

antigénica demostrada en un estudio previo.27 

Tabla 1. Origen de los aislamientos  del virus de ojo azul utilizados.27 
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Replicación  y titulación Viral 

Los virus se replicaron en un monoestrato confluente de células VERO  (riñón de 

mono verde africano), con 24 horas de crecimiento en botellas de cultivo, 

suplementado con medio mínimo esencial Eagle´s (MEM) y 10% de suero de 

ternera recién nacido (Hyclone) e incubado a 37° C. Fueron inoculadas las células 

con 1ml de cada uno de los virus; los cultivos se mantuvieron con MEM, sin suero, 

se revisaron diariamente post-inoculación; se tomó sobrenadante y se observó la 

presencia o ausencia de efecto citopático (ECP) así como la actividad aglutinante 

al confrontar con glóbulos rojos de bovino.2, 10, 52 

Se tomaron 150 l del sobrenadante del cultivo celular para confrontar con 

eritrocitos de bovino 0.5 % por separado para observar la presencia o ausencia de 

aglutinación para considerarlo como muestra positiva, y se clasificará 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 se 

descongelaron y se clarificaron por centrifugación (5000 rpm/20 minutos). 

 

Titulación 

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

PBS (solución amortiguadora de fosfatos ) 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 2 placas para los 4 virus y las 2 últimas 
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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%.  

Se consideró como titulo final como la máxima dilución que  presentó 

hemaglutinación. 

 

Procesamiento de los sueros 

Todos los sueros fueron previamente inactivados a 56ºC en baño maría durante 

30 minutos; posteriormente para eliminar proteínas inespecíficas inhibidoras de la 

hemoaglutinación, se homogenizaron 200 l de suero con 100l de caolín y 100 l 

de eritrocitos de bovino al 5%, se mantuvieron en refrigeración durante 24 horas, 

posterior a la sedimentación del caolín y los eritrocitos, se extrajo el sobrenadante 

de  cada suero para detectar la presencia de anticuerpos contra los distintos 

aislamientos virales. 

Inhibición de la hemaglutinación 

Los  sueros fueron colocados en placas de 96 pozos con fondo en U (Nunc), con 

50 L de PBS (solución amortiguadora de fosfatos), a partir del primer pozo se 

realizaron diluciones dobles seriadas, las cuales fueron desde 1:4 hasta 1:2048. 

Posteriormente se colocaron 50 L  de cada aislamiento (virus), con 8 unidades 

hemaglutinantes (UHA) respectivamente, en cada pozo; se incubó durante 30 
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minutos a temperatura ambiente y posteriormente se agregaron 50 L de 

eritrocitos de bovino al 0.5% por pozo en toda la placa; la lectura se realizo a los 

60 minutos.23, 53 

El título de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinación se expresó como la 

máxima dilución en la que el suero fue capaz de inhibir la actividad hemaglutinante 

del Rubulavirus porcino. En esta prueba se considera que un suero es positivo 

cuando presenta un título igual o mayor a 1:16 (4 log2). de acuerdo a lo reportado 

por Ramírez et al. 1996.14Los títulos obtenidos se convirtieron a logaritmo base 2 

para su posterior análisis estadístico. 23, 32, 33 

Testigos: 

Positivo: Se utilizó un suero con un título conocido de anticuerpos inhibidores de la 

hemaglutinación, PBS, antígeno viral y eritrocitos. Se presentó la unión antígeno-

anticuerpo por lo que se observó la formación de un botón al sedimentarse los 

eritrocitos. 

Negativo: Se utilizó un suero conocido que no tenía anticuerpos contra el RVP, 

PBS, antígeno viral y eritrocitos. En este caso al no haber anticuerpos el antígeno 

se unió a los eritrocitos y se observó hemoaglutinación. 
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Análisis de la información: 

Al realizar la prueba de inhibición de la hemaglutinación, se obtuvo el número y el 

porcentaje para cada uno de los aislamientos virales de las muestras que 

resultaron positivas hacia alguno de los aislados. 

Se determinó la frecuencia de los títulos encontrados con los diferentes aislados 

de las muestras que resultaron positivas;  

Los títulos de los sueros positivos se transformaron a log base 2 y se realizó la 

estadística descriptiva, se obtuvo: la media, mediana y moda de los sueros 

positivos por aislado. Se utilizó una prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis, 

utilizada para comparar más de dos grupos y determinar que la diferencia no se 

deba al azar; con está prueba se analizaran las variables en estudio para 

determinar si existe diferencia entre los distintos aislados virales. 
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Resultados 

Al analizar las 200 muestras de sueros provenientes del estado de Jalisco con 

cuatro diferentes aislados de Rubulavirus porcino, los resultados serológicos 

mostraron que el mayor número de sueros positivos obtenidos fue hacia el AV2-08 

con 56 muestras (28%); seguido por el AV1-08 con 41 (20.5%), el AV3-08 con 39 

(19.5%) y el AV4-11 con 12 (6%). (Figura 3) 

 

Figura 3. Número de sueros positivos y negativos, así como sus porcentajes 

respectivos  confrontados con los cuatro aislamientos virales  
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Una vez que se determinó la presencia de muestras positivas para los cuatro 

antígenos, de manera complementaria se evaluó el numero muestras que 

compartieron el resultado positivo entre antígenos. El AV1-08 fue el que compartió 

más número de muestras positivas, ya que con el AV2-08 compartió 37 y  con el 

AV3-08 fueron 33. 

Los virus que compartieron menos muestras positivas fueron el AV3-08 con el 

AV4-11, con 9. (Figura 4) 

 

 

 

Figura 4. Diagrama de los 4 aislados. Se observan el número de sueros positivos 

a cada aislado y los sueros que comparten entre cada uno. 
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De los 200 sueros procesados se obtuvieron 60 sueros positivos a uno o más 

aislamientos, los cuales se muestran en las tablas 2 y 3 con sus respectivos 

títulos; predominaron los sueros positivos hacia el AV2-08. La información se 

dividió en 2 tablas que se muestras a continuación. 

 

Tabla 2. Título de los sueros que fueron positivos a la presencia de anticuerpos 

contra el Rubulavirus porcino hacia uno o más aislamientos virales utilizados. 
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Tabla 3. Título de los sueros que fueron positivos a la presencia de anticuerpos 

contra el Rubulavirus porcino hacia uno o más aislamientos virales utilizados. 
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Al obtener los resultados se determinó la frecuencia de los títulos en los sueros 

positivos hacia cada asilado. El punto de corte de la prueba de IH se da en el título 

1:16; se consideró los sueros a partir de este, positivos. El rango de títulos 

obtenidos para AV1-08, AV3-08 y AV4-11 oscila entre 1:16 hasta 1:64. Para el 

AV2-08 el rango de títulos se incrementa hasta 1:512. La moda para el  AV1-08 

fue del título 1:16 (23 sueros). En el AV2-08 se encontró una moda de 1:32 (19 

sueros), fue el aislado que presentó títulos mayores de 1:128 (2 sueros) y 1:512 (6 

sueros). El AV3-08 presentó una moda de 1:32 (22 sueros). El AV4-11 presentó 

en su moda títulos de 1:16 (6 sueros). (Tabla 4) 

 

Tabla 4. Frecuencia de los títulos en los sueros que fueron positivos a la presencia 

de anticuerpos hacia uno o más aislamientos virales. 

 

AV1-2008 AV2-2008 AV3-2008 AV4-2011 

TÌTULO 1:16 1:32 1:64 1:16 1:32 1:64 1:128 1:512 1:16 1:32 1:64 1:16 1:32 1:64 

NÙMERO 
DE 

SUEROS 
23 16 2 17 19 12 2 6 12 22 2 6 5 1 

 

Para poder obtener los datos de la estadística descriptiva: media, mediana y 

moda, los títulos de los 60 sueros positivos a alguno de los cuatro aislados.se 

transformaron a log base 2. La media más alta se obtuvo con el AV2-08, la media 

más baja se obtuvo con el AV4-11. La moda de los títulos se encontró entre 4 y 5 

para los cuatro aislados.(Tabla 5) 
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Tabla 5. Estadística descriptiva, media, mediana y moda  obtenida con los sueros 

positivos. 

  AV1-08 AV2-08 AV3-08 AV4-11 

Media 3.1 5.05 2.8 0.91 

Mediana 5 5 5 0 

Moda 4 5 5 4 

 
 
Las variables bajo estudio no se comportaron de manera normal ni se observó 

homogeneidad de varianzas. Debido a esto se realizó una prueba estadística no 

paramétrica de Kruskal- Wallis para comparar los aislamientos virales trabajados. 

Los datos fueron analizados en log2 + (0.5) para que todos los datos se integrarán 

a la prueba. 

Al analizar se observaron diferencias en el reconocimiento antígeno-anticuerpo 

entre los distintos aislados virales (AV1-08, AV2-08, AV3-08 Y AV4-11) 

(P<0.0001). El AV2-08 es el que presenta un mayor reconocimiento de 

anticuerpos (Md=173.533), seguido por el AV1-08 (Md=119.917) y el AV3-08 

(Md=118.500); el que mostró un menor reconocimiento fue el AV4-11 

(Md=70.050). (Tabla 6) 

 

Tabla 6. Resultados obtenidos mediante la prueba Kruskal- Wallis con los 

diferentes aislados. 

 

Nivel 
Aislamiento  

Viral 
Rango 
medio 

1 AV2-08 173.533 

2 AV1-08 119.917 

3 AV3-08 118.500 

4 AV4-11 70.050 
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Discusión 

La enfermedad de ojo azul (EOA) es endémica de la zona del altiplano mexicano, 

la zona del Bajío que comprende los estados de Michoacán, Guanajuato, Jalisco 

es la que ha presentado una mayor incidencia.4 Existen diferentes variantes 

genéticas entre los aislamientos del Rubulavirus porcino que generan distintas 

respuestas antigénicas las cuáles han sido reportadas en diversos estudios 

anteriores.2, 21, 22 

La técnica de inhibición de la hemaglutinación (IHA) se ha usado para evidenciar 

las diferencias entre aislamientos virales de acuerdo a las respuestas obtenidas 

por el reconocimiento antígeno-anticuerpo en la confrontación de un suero con 

antígenos del mismo género aislados de diferentes brotes en diversas granjas. La 

IHA es una prueba sencilla, de bajo costo y no requiere equipo especializado. La 

presencia de inhibidores específicos de origen proteico en algunos sueros puede 

constituir una desventaja para la prueba, para ello se han implementado métodos 

para reducir su efecto como el tratamiento con caolín, inactivación a 56º C durante 

30 minutos y la adsorción con eritrocitos al 5%.23, 30, 33 

Los resultados mostraron que el mayor número de sueros positivos obtenidos fue 

hacia AV2-08 con 56 muestras (28%); seguido por el AV1-08 con 41 (20.5%), el 

AV3-08 con 39 (19.5%) y el AV4-11 con 12 (6%); El obtener una diferencia en el 

número de muestras positivas se debe a la utilización de diferentes antígenos, los 

cuales presentan variaciones antigénicas como lo reportado en 2004.30En dicho 

año se analizó la relación entre diferentes aislamientos obtenidos y sueros de 

cerdos infectados con el Rubulavirus porcino bajo condiciones naturales, por 
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medio de la técnica Inhibición de la Hemoaglutinación (IHA). Se identificaron 

anticuerpos de los mismos sueros hacia los diferentes aislamientos. Los 

resultados mostraron que de 7 aislamientos del Rubulavirus porcino se presentó 

un reconocimiento diferente para cada uno de ellos, concluyendo que hay 

diferencias en el reconocimiento del mismo suero hacia los diferentes 

aislamientos, lo cual cumple con la hipótesis de este estudio.30.Los resultados de 

este trabajo concuerdan con lo anterior ya que en algunos sueros existe una 

similitud de sueros positivos entre algunos virus mientras que otros se comportan 

totalmente diferente al no ser detectados. 

Los distintos reconocimientos se muestran en los 60 sueros positivos que 

reaccionaron contra uno o más aislados. La mayoría de los sueros coincidieron en 

ser positivos con los virus: AV1-08, AV2-08 y AV3-08 mientras que al utilizar el 

AV4-11 los resultados fueron negativos. De acuerdo a la información analizada en 

el 2011 por Riaño y colaboradores, los resultados evidenciaron que el virus AV1-

2008, con respecto a los virus AV2-2008 y AV3-2008 son antigénicamente 

idénticos al presentar los siguientes valores de relación antigénica (VRA): el AV3-

08 con el AV4-11 presenta un VRA de 0.7. El AV2-08 presenta variación 

antigénica con el AV3-08 (0.7) Y AV4-11 (0.7). El AV3-08 presenta una relación 

antigénica de 0.5 con el AV4-11. El AV4-11 muestra diferencias antigénicas, tiene 

variación antigénica  con respecto a AV1-08 (0.025), AV2-08 (0.7) y AV3-08 (0.5). 

Esos resultados indican que el AV4-11 es el virus que tiene mayor variabilidad 

antigénica con respecto a los demás aislados. Con los resultados expresados se 

demostraron los sueros que compartían entre los diferentes aislados virales. El 

AV1-08 comparte la mayor cantidad de sueros con el AV2-08 (37) y con el AV3-08 
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(36) mientras que con el AV4-11 comparte la menor cantidad de sueros (12). Esto 

concuerda con lo mencionado por Riaño acerca del comportamiento de los 

virus.27. 

Los resultados de este estudio con relación al número de muestras positivas para 

cada uno de los diferentes aislados, concuerda con lo reportado por Escobar en el 

año 2010 donde se evaluó la seroprevalencia del Rubulavirus porcino utilizando 3 

aislamientos diferentes. Los resultados, al igual que en el presente, mostraron 

diferencias en el reconocimiento de los sueros para cada uno de los virus; sin 

embargo cabe señalar que los virus utilizados en este trabajo fueron aislados 

obtenidos en los últimos años. 29 

La diferencia encontrada en los títulos de los sueros trabajados pueden deberse a 

ciertos factores como: toma de las muestras, vacunación, curso de la enfermedad, 

etc. La mayoría de los títulos encontrados oscilan desde 1:16 hasta 1:64. Los 

mayores títulos alcanzados fueron de 1:128 y 1:512 obtenidos con el AV2-2008. 

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis se compararon las medias de los diferentes 

aislados para demostrar la desigualdad entre ellas. Los resultados mostraron 

diferencias entre las medias de cada aislamiento viral. El AV2-08 es el que 

presenta un mayor reconocimiento de anticuerpos (Md=173.533), seguido por el 

AV1-08 (Md=119.917) y el AV3-08 (Md=118.500); el que mostró un menor 

reconocimiento fue el AV4-11 (Md=70.050). Esto comprueba lo citado por Escobar 

y Riaño en años anteriores encontrando diferencias entre el reconocimiento 

antígeno-anticuerpo en cada aislado debido a la variabilidad antigénica del 

Rubulavirus porcino.27, 29 
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Las zonas del Bajío y Centro han sido desde el comienzo de la Enfermedad de 

Ojo Azul zonas endémicas.; en ellas el monitoreo se han realizado principalmente 

a través de la prueba de inhibición de la hemaglutinación (IHA) como método de 

diagnóstico, por ser una prueba confiable, rápida, sencilla y económica, sin 

embargo también ha sido una herramienta útil para  detectar las diferencias entre 

las variantes antigénicas en esta y otras enfermedades.27, 54 

El conocer estas variaciones antigénicas identificadas con esta prueba, servirá 

para producir inmunógenos que generen una respuesta más completa hacia las 

variedades que estén circulando por estado o por zona del Rubulavirus porcino; 

así como para utilizarlas en el diagnóstico y evitar dar resultados falsos negativos. 

27, 54 
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Conclusiones 

 

Se logró identificar anticuerpos contra el Rubulavirus porcino en los cuatro 

diferentes aislados a través de  la técnica de inhibición de la hemaglutinación  

 

Se evidencio que dependiendo del virus que se utilice, influirá en el número de 

muestras positivas que se obtengan, lo que es debido a la variación antigénica de 

este. 

 

La prueba de inhibición de la hemaglutinación es una herramienta útil, sencilla, 

rápida y económica en el laboratorio para el diagnóstico de la enfermedad de ojo 

azul. 

Al obtener diferentes respuestas entre antígeno- anticuerpo se puede inferir sobre 

las variaciones antigénicas que existen; está prueba servirá como una herramienta 

para producir inmunógenos que generen una respuesta más completa hacia las 

variedades del Rubulavirus porcino que estén circulando por estado o por zona; 

también podrán ser utilizadas en el diagnóstico para obtener resultados más 

confiables y evitar resultados falsos negativos. 
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