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Resumen

La enfermedad del ojo azul en el cerdo fue diagnosticada en México por primera

vez en 1980. Es causada por un rubulavirus de la familia Paramyxoviridae. Esta

enfermedad provoca problemas reproductivos en cerdas y verracos, signos nerviosos en

lechones y opacidad corneal en cerdos de cuaiquier edad. La patogenia de este virus en el
tracto genital del verraco no habia sido investigada anteriormente. Se tuvieron dos grupos
experimentales de cinco animales de nueve meses de edad cada uno de ellos. En el
primer grupo se sacrificaron cuatro animales a los 5, 15, 30 y 45 dias de infeccion; en el
segundo grupo se sacrificaron dos animales en el dia 70 y dos mis en el dia 80 de
infeccion. En ambos grupos se tuvo un animal testigo. En la mayoria de los animales se
observo aumento de tamafio testicular alrededor del dia 15 de infeccién. En un verraco se
detectd reduccion de la motilidad y de la concentracién espermatica e incremento de
anormalidades en el cyaculédo a partir del dia 21 de infeccion. A la necropsia se
observaron nédulos en la cabeza del epididimo en la mayoria de los animales a partir del
. .dia 15 de infeccion. En dos animaies se observo a los 30 y 80 dias, atrofia del testiculo
derecho. A la histopatologia se observaron alteraciones en el epididimo, granulomas
espermaticos y degeneracion vacuolar. En el epitelio seudoestratificado de epididimo las
lesiones fueron asociadas con infiltracion de células inflamatorias mononucieares y
fibroplasia intersticial. Los verracos no manifestaron otros signos de enfermedad,
tampoco perdieron la libido durante todo el periodo experimental. Estos resultados
indican que el virus de la enfermedad del ojo azul induce la generacion de severas
lesiones en epididimo y testiculo en verracos y altera la calidad del semen sin que se
observe modificacién de la libido. Se identificaron niveles de anticuerpos en los animales
infectados a través de la inhibicién de la hemaglutinacién y seroneutralizacion. Los
anticuerpos se generaron contra las proteinas HN, M y P. Existi¢ inmunodominancia por
la proteina HN. Los monocitos de los cerdos infectados proliferaron in vitro ante la
estimulacion del virus, Se obtuvo mejor respuesta en la quinta semana de infeccidn. El
virus indujo la expresion de los linfocites CD4™ CD8”. Se evaluaron los niveles
plasméticos de androstendiona, testosterona y S-xdihidrotestosterona, los valores de estas

hormonas no se modificaron durante el experimento.
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Abstract

Blue eye disease of pigs in Mexico is caused by porcine rubulavirus and
characterized by infertility in sows and boars, nervous signs in young pigs, and corneal
opacity in pigs of all ages. The pathogenesis of reproductive tract lesions in rubulavirus-
infected boars has not previously been investigated. In a first experiment, four 9-month-
old boars were inoculated with porcine rubulavirus and killed 5, 15, 30 or 45 days post
inoculation (pi). In a second experiment, four similar boars were inoculated with same
virus and two animals were killed on each of days 70 and 80 pi. Swelling of the head of
the epididymis developed in all inoculated boars at approximately day ‘15 pi. Reduced
spematozoan motility and concentration were detected in semen samples collected from
one boar from day 21 pi. At post-mortem ¢xamination, nodules were seen in the head of
the epididymis of the boars killed 15, 30 or 45 days pi and the right testis of the pig
kitled 30 days pi was atrophic. Corresponding histopatological epididymal alterations
included formation of spermatic granulomas and vacuolar degeneration of ductular
epithelium. These lesions were associated with mononuclear cell infiltration and
interstitial fibroplasia. Degeneration of seminiferous tubules and interstitial mononuclear
cell infiltration were seen in the atrophic testis of the pig killed 30 days pi. There was
fibrosis of the head of the epididymis in all boars killed 70 or 80 days pi and one of this
animals aiso had right testicular atrophy associated with degeneration of seminiferous
tubules, lymphocytic infiitration and giant cell formation. Porcine rubulavirus antigen
was detected by immunofluorescence labeling in the head of the epididymis of pigs
killed 15, 300r 45 days pi and in one animal killed on day 70 pi. This results indicate that
porcine rubulavirus can cause severe epididymo-orchitis and reduced semen quality in
sexually mature boars. High titers virus neutralizing and hemagglutinating inhibitory
antibodies were identified in infected animals. The antibody specificity was directed
towards HN, M, and NP proteins and immunodominance to HN proteins was
demonstrated. Peripheral blood mononuclear cells from infected, but not from non-
infected pigs proliferated in vifro in response to virus-antigen stimuli, showing a bell

shaped plot with the highest peak at 5 week postinfection. Virus induced lymphoblasts




expressed CD4™ CD8' phenotype. Plasma androstendione, testosterone and Se—
dihidrotestosterone hormone levels afier virus injection were evaluated. Hormones

values revealed no modification during this time. The hibido of the boars were normal.



Intreduccidn.

La enfermedad del ojo azul (EQA) constituye un padecimiento de los cerdos, fue
descubierta en México en 1980 (Stephano et al., 1981; Stephano et al,, 1988a). Este
padecimiento es uno de las mas graves en el centro del pais, en la actﬁalidad provoca
fuertes estragos. Este padecimiento es de origen viral y afecta a cerdos de diferentes
edades. La EOA causa encefalitis, falla reproductiva y opacidad de la cérnea. Los signos
dependen de la edad del animal (Stephano ef al., 1985a).

Las primeras descripciones de la enfermedad se refieren a casos que se
presentaron en la Piedad, Michoacan, en el afio de 1980. En ese momento se observaron
brotes de encefalitis y opacidad de la cornea en lechones. El cuadro nervioso presenté
caracteristicas clinico patologicas diferentes a los cuadros de encefalitis previamente
descritos en México (Moreno ef al., 19.86; Stephano et al., 1988a).

La enfermedad ha sido diagnosticada Gnicamente en México, la zona mas
afectada es el centro del pais, esta ultima comprende los estados de Michoacan, Jalisco y
Guanajuatb. Ademas se ha diagnosticado en los estados de México, Querétaro, Hidalgo,
Tlaxcala y Puebla. En Yucatin se tomaron muestras serologicas de cerdos sacrificados en
el rastro, procedentes del centrc del pais, varias de estas muestras resultaron positivas a
través de la técnica de la inhibicion de la hemaglutinacion (Fuentes er al, 1992;
Stephano ef al., 1988a). Ultimamente se han encontrado evidencias serologicas en otros
estados, sin que la informacion sea concluyente. Aunque la enfermedad es autolimitante
(en granjas cerradas y con manejo adecuado), hay gran cantidad de granjas en que se

padece de manera continua.




Antecedentes.

Etiologia.

Desde 1981 Stephano asocié ia enfermedad con un virus hemaglutinante
(Stephano et al, 1981). Debido a la dificultad inicial de reproducir los signos en
animales, aquél denominé al problema como sindrome del ojo azul. Al tener certeza de
que la enfermedad era generada por un paramixovirus porcino, denomind la infeccidn
como EQA.

En estudios seroldgicos, Stephano observd que el aislamiento no estaba
relacionado con los siguientes virus: Sendai, Newcastle, PMV2, PMV3, PMV4, PMV6 y
PMV7. Tampoco estaba relacionado con los virus de parainfluenza 1, 2, 3, 4 y 5. No
existi0 reaccion entre sueros hiperinmunes contra el paramixovirus porcino y el
coronavirus de la encefalitis hemaglutinante. En animales que mostraron signos de la
enfermedad se realizaron estudios de inmunofluorescencia. Los resultados fueron
negativos cuando se usaron conjugados contra gastroenteritis transmisible, parainfluenza-
3, coronavirus bovino, virus respiratorio sincitial, seudorrabia y encefalitis
hemaglutinante (Stephano et al., 1985c¢; Stephano et al., 1986b}.

En 1986 Moreno et al., caracterizaron el virus aislado por Martinez ef al., 1985.
Lo denominaron virus LPM (La Piedad, Michoacan). Al estudiar sueros hiperinmunes
contra algunos otros paramixovirus (virus de parainfluenza humana tipos 1, 2 y 3, virus
de las paperas, virus del sarampidn, el virus respiratorio sincitial y virus de ia enfermedad
de Newcastle), éstos no reaccionaron con el virus LPM en pruebas de seroneutralizacion,
fijacion det complemento, inmunodifusion ¢ inhibicion de la hemaglutinacién (Moreno
et al., 1986).

El patrén de electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas del virus
LPM, fue comparado con los virus de la parainfluenza-3, cepa U-23 y el virus de la
enfermedad de Newcastle, cepa Montana. Se encontré similitud del virus LPM con

ambos virus de la familia Paramyxoviridae (Moreno et al., 1986).



El virus muestra poca especificidad de huésped in virro. Se puede replicar en
embrién de pollo y en las siguientes lineas celulares: PK-15 (rifién de cerdo), ST
(testiculos de cerdo), VERO (rifién de mono verde africano), rifién de gato, embrion
bovino, BHK (rifién de hamster lactante) y dermis equina, asi como en cultivos primarios
de rifion de cerdo y de tiroides de bovino. En todas estas células causa cambios
citopaticos (Stephano, 1986b). Otros autores han encontrado que también causa efecto
citopético en los siguientes tipos celulares: células de plexo coroides porcino, cornete de
cerdo, BT (comete de bovino), MDBK (rifién de bovino), testiculo de bovino, plexo
coroideo de bovino, células GMK de origen primate, pulmén de vison. se han observado
cuerpos de inclusion citoptasmicos en la linea celular PK-15 (Moreno et al. 1986).

El virus puede multiplicarse en lineas celulares homologas y heterologas. El titulo
no se ve afectado si estas células son de alto o bajo pasaje (Flores ef al., 1992).

La hemaglutinacién se ha presentado con eritrocitos de ave, cobayo, raton, rata,
conejo, hamster, caballo, cerdo, cabra, gato y perro. Este fendémeno también se ha
presentado con eritrocitos de humanos de los grupo (A, AB, By O). La elucion se
presenta a los 30-60 minutos 2 37°C. La hemadsorcion se ha hecho con eritrocitos de ave
en células PK-15 (Stephano 1985¢; Stephano 1986b; Stephano 1986¢).

En una investigacion se realizaron hemaglutinaciones en donde se confronto al
virus con eritrocitos de diferentes especies. Las aglutinaciones con eritrocitos de bovino y
equino tuvieron titulos inferiores a los realizados con eritrocitos de ave. Pero la reaccion
con los eritrocitos de estos mamiferos fue mas estable debido a que se conservo durante
24 h a 4° y 25° C. Al utilizar los glébulos rojos de conejo siempre se observé
aglutinacion sin que se definiera la sedimentacién. Con los eritrocitos tipo B de humano ,
perro y cobayo no se pudo diferenciar con claridad entre hemaglutinacién y
sedimentacion. Se presentd confusion entre ambos fenémenos (Ramirez e al., 1996). Las
conclusiones a las que llegaron los autores para la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacién fueron las siguientes: usar eritrocitos de bovino al 0.5% con 8 UHA de
virus proveniente de cultivos celulares y la prueba debe llevarse a cabo a una temperatura

no superior a los 25° C



El virus se inactiva con éter, cloroforme, formalina y beta propiolactona. La
formalina inactiva su multiplicacién y sus propiedades hemaglutinantes. El virus también
se inactiva a 56° C durante 4 h (Stephano et al., 1985¢).

Estructura del virus.

El virién de este paramixovirus porcino estd constituido por seis proteinas: la
hemaglutinina-neuraminidasa (HN), proteina de fusion (F), fosfoproteina (P),
nucleoproteina (NP), una proteina de matriz (M) y una proteina de alto peso molecular
{L) (Sundvist et al., 1990),

Las proteinas L, NP y P junto con el ARN viral forman la nucleocapside de los
paramixovirus. La proteina P forma un complejo con la proteina L en la replicacién de
ARN viral. Al parecer la proteina NP sélo posee funcién estructural (Ray et al., 1990).

La proteina M de los paramixovirus se encuentra en la parte interna de la
envoltura viral, fa funcién principal consiste en organizar a la nucleocdpside en las zonas
de la membrana celular donde abundan las glicoproteinas virales, también se le implica
en Ia regulacion de la sintesis del ARN (Morrison ef al., 1988). En el virus del sarampién,
la proteina M esta relacionada con la induccion del dafio a la membrana celular de
neuronas y en la presentacion de encefalitis esclerosante subaguda (Ray et al., 1990).

La proteina M del virus del ojo azul es rica en aminoacidos basicos, lo que
confiere una carga neta positiva que puede ser importante en su interaccién con ofros
componentes virales y celulares durante el ensamblaje del viridén (Berg ef al,, 1991).

La proteina HN de los paramixovirus forma parte de la envoltura viral y se ha
implicado en el reconocimiento y enlace con gran afinidad a estructuras celulares que
contienen acido sidlico. Las proteinas HN forman dimeros y tetrameros unidos por
puentes disulfuro, estos ltimos se observan como proyecciones ¢n la superficie del
virion, Estos complejos presentan un grupo de sitios de adhesion a los receptores
celulares que incrementan la probabilidad de interaccion. El andlisis de las secuencias
nucleotidicas ha demostrado que la proteina HN es constante entre los diferentes

paramixovirus (Morrison, 1988; Zenteno ef al., 1998). La proteina HN presenta también



un dominio con capacidad para eliminar los residuos de 4cido sidlico (neuraminidasa) de
los receptores celulares, al parecer la eliminacion de estos residuos permite un mayof
acercamiento con estructuras celulares que actian como receptores secundarios (Huang
1980b). Recientemente se ha propuesto que existe gran homologia en aminoacidos
funcionales entre la proteina HN de los paramixovirus con la neuraminidasa del virus de
la influenza tipo A (Colman et al., 1993). Asi mismo, la protefna HN del virus de la EQA
conserva gran homologia en la secuencia de aminoacidos de sus dominios funcionales
con otros paramixovirus (Sundvist ef al., 1990; Sundvist et al., 1992). La glicoproteina F
de los paramixovirus realiza funciones esenciales en la penetracion de la célula. A esto se
debe a que logra la fusion de la envoltura viral a la porcion externa de la membrana
celular. También es expresada sobre la superficie de la célula vecina no infectada, en
donde produce la formacién de sincitios. La proteina F se sintetiza en forma de dos
precursores (F1 y F2) unidos por un puente disulfuro para formar un heterodimero con
actividad bioldgica (Kingsbury, 1990).

El analisis de los genes para las proteinas HN (Sundqvist 1992), M (Berg et al.
1991) y P (Berg et al. 1992) ha mostrado la estrecha relacion existente entre ei virus LPM
y los virus de fa parotiditis humana (MuV), virus simico 5 (SV3), parainfluenza-2 y
parainfluenza-4. Se encontr¢ alrededor de 40% de homologia en secuencia de
aminoacidos con estos virus; asi mismo, existié 30% de homologia con los virus Sendai
(SV), PI-1, PI-3 bovino y el que provoca la enfermedad de Newcastle (NDV). Al parecer,
la relacién genética del virus de la EOA con los virus de los géneros Morbillivirus (virus
del sarampion, MV) y Pneumovirus (virus sincitial respiratorio} s escasa (Linne et al.,
1992).

La proteina P del virus de la EOA esta involucrada en la replicacion viral, sufre
un proceso postranscripcional similar al ocurrido con el virus de la parotiditis humana.
Este proceso conduce a la expresion diferencial de proteinas P, V o C (Berg et al., 1992).

Con base en los datos acumulados, el virus de la EOA ha sido clasificado como
nuevo miembro de la familia Paramyxoviridae. Se ha propuesto recientemente que el
virus de la EOA sea clasificado junto con el virus SVS, parotiditis humana, PI-2 y P1-4

como un nuevo género de esta familia, llamado Rubulavirus.




La nueva clasificacion es la siguiente: orden Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxoviridae, genero Rubulavirus, especie rubulavirus
porcino (Murphy ef al., 1995).

Es evidente que la presencia de receptores ceiulares constituye un factor
determinante en la susceptibilidad a una infeccién viral, sin embargo existen otros
mecanismos que favorecen, inhiben ¢ incluso regulan el proceso de infeccién. Se ha
demostrado que no siempre la presencia del receptor para cierto tipo de virus es sinénimo
de infeccion productiva. De la misma forma se ha logrado infectar células que no
expresan el receptor celular del virus en cuestion (Markwell 1984 et af). En ¢l control,
regularizacién o erradicacion de una infeccion viral, los mecanismos inmunoldgicos son
indispensables. No obstante diversos virus han logrado evolucionar evadiendo o

controtando el sistema inmunitario de su hospedero.
Aspectos generales de la inmunidad frente al virus.

Los virus inician su proceso de infeccién al reconocer a un receptor especifico
como una célula blanco 1a cual puede o no ser susceptible de ser infectada (Roizman et
al., 1990). Cuando un virus infecta a una célula subsecuentemente altera sus funciones
metabélicas. El primer paso en la infeccion viral es el reconocimiento de un receptor en
una célula blanco, el cual varia de acuerdo con el tipo de virus involucrado. Para el caso
de los paramixovirus se ha demostrado que reconocen moléculas que contienen acido
siglico. Bl receptor del virus del sarampion es el CD46 (Doring ef al., 1993). El virus de
la EOA reconoce preferentemente moléculas que contienen sialil aifa-2,3-lactosa (Reyes
1993a, Reyes er al., 1993b). Una vez que el virus reconocié €l receptor en la célula
blanco, se interna para después fusionarse con la membrana plasmética. Dentro de la
célula el virus inicia la transcripcion de sus proteinas y utiliza las enzimas de las células
infectadas, en estas ultimas le permiten la produccion de particulas viricas capaces de

infectar a nuevas céiulas bianco (Kingsbury 1990).

T o
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Existen diferentes virus capaces de infectar células del sistema inmune, de esta
manera evaden la respuesta del huésped. Este comportamiento puede generar infecciones
severas de otros agentes infecciosos. Los mejores ejemplos que se tienen son: el virus
VIH (virus de la inmunodeficiencia humana); virus de la enfermedad de Gumboro en
aves; virus de PRRS (sindrome disgenésico y respiratorio del cerdo). Para el caso de los
paramixovirus, se ha notificado que ¢l virus del sarampion es inmunodepresor y es capaz
de infectar principalmente a los monogitos y a linfocitos, esta situacidn ocasiona una
inmunodeficiencia transitoria (Griffin ef al,, 1994).

Una eficaz respuesta inmune celular y humoral son condiciones necesarias para el
control y erradicacién de las infecciones virales. La reaccion que se genera también
depende del tipo de virus, via de entrada, la dosis infectante, tipo de célula presentadora y
estado general del huésped (Doherty, 1995). La respuesta inmune frente al virus se inicia
con la produccion de interferon-o. por las células infectadas, lo que aumenta el potencial
litico de células NK y la expresién del MHC-I (Murray ef al., 1992). El aumento en la
expresion del MHC-I facilitara ia accidn de los linfocitos T citotoxicos CD8™. Estas
células son importantes en la erradicacién del virus del sarampion (Binnendijk et /.,
1990) asi como de otras infecciones virales. La presencia de linfocitos T CD8” con
actividad citotoxica se ha demostrado en diferentes modelos de infecciones virales, se
sugiere que juegan un papel importante para el control de la infeccion (Koszinowski ef
al., 1991).

El resultado de la actividad citotoxica de las diversas células efectoras (NK,
linfocitos CD8* o CD4") sobre las células infectadas, provoca que se liberen antigenos
virales enddgenos. Estos pueden ser fagocitados, procesados y presentados como
antigenos exégenos por el MHC-II. Este proceso induce la proliferacion de linfocitos
cooperadores CD4”. Estos responden con la produccién de citocinas como la IL-2 e
interferén-y o 1.-4 ¢ IL-10. Durante la infeccion aguda no es posible discriminar entre
una respuesta Th; o Th, ya que predomina ia produccion de ambas. En los procesos
cronicos es posible identificar un patrén de produccién Thy que favorecen muchas de las

infecciones persistentes (Biron, 1994).
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Como se puede observar existen diversos mecanismos efectores, que participan en
el control v erradicacion de las infecciones virales. La eficacia de cada una de elias
dependera del virus involucrado y de la susceptibilidad del huésped. Es frecuente
observar que la respuesta especifica contra antigenos virales provoque dafio inespecifico
al tejido circundante. Este evento ha sido observado en el momento de establecerse una
respuesta citotoxica especifica contra el virus del sarampion, la cual se caracteriza por
producir exantema generalizado y meningitis esclerosante (Schneider-Schaulies et al.,
1991).

Caracteristicas de la respuesta inmune del cerdo.

En este apariado se describen brevemente las caracteristicas mas importantes de
la respuesta inmune celular dei cerdo. El enfoque es hacia los tinfocitos T los cuales han
mostrado diferencias importantes con los de otras especies.

Los linfocitos T se dividen en cooperadores (linfocitos CD4") y citotdxicos
(CD8"). Los primeros regulan la respuesta inmune con la produccion de citocinas como
la IL-2, el INFy la IL4 y la IL-10, en algunas infecciones virales tienen efectos
citotoxicos con restriccion para el MHC de clase II. Los linfocitos CD8" son citotoxicos
con restriccion para €] MHC de clase 1. Ambos linfocitos maduran en el timo. Cuando
salen de éste pierden el marcador de superficie CD1. EI marcador los identifica como
linfocitos inmaduros y conservan el CD2 a diferencia de otros tipos celulares. Durante el
proceso de maduracion otros marcadores de superficie se expresan en los linfocitos; por
ejemplo, el receptor del linfocito T (TcRap y TcRyS) y las motéculas CD4 y CD8, entre
otros. En las primeras ctapas de maduracién de los linfocitos, s observa la coexpresion
de las moléculas CD4 y CDB8, pero antes de poblar los organos linfoides secundarios se
pierde una de las moléculas. En sangre periférica bajo condiciones normales no se
observan altos porcentajes de linfocitos con doble marca en las células humanas y
murinas. El cerdo es la Gnica especie que expresa altos porcentajes de linfocitos dobles

positivos en sangre periférica (entre 10% y 60%). Estos porcentajes se conservan en
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érganos linfoides secundarios en condiciones normales (Saalmueller es al, 1987,
Saalmiielier ef al., 1994).

Saalmiteller y Pescovitz fueron los primeros en identificar la presencia de
linfocitos CD4"CD8” en el cerdo y en proponer dos hipotesis de sus posibles actividades
biologicas, la primera: estas células pueden representar linfocitos inmaduros que
emigraron del timo sin perder alguno de sus marcadores y la segunda: estas células
representen linfocitos CD4 que han adquirido el marcador CD8 después de su
sensibilizacion y lo retienen para convertirse en linfocitos pequefios. La primera hipdtesis
fue rechazada, ya que estos linfocitos no expresan el marcador CD1 que identifica a
timocitos;, la segunda hipotesis es la mas aceptada. Los resultados indican que los
linfocitos CD4* adquieren el marcador CD8 para convertirse en linfocitos CD4'CD8"
después de una respuesta in vitro a estimulos alergénicos, virales y parasitarios
(Saalmueller et al., 1989; Pescovitz et al., 1994; Saalmileller et al.,1994). Esta respuesta
esth restringida al MHC-IL (Summerfield et al., 1996)

Una poblacién enriquecida de linfocitos CD4", prover'lientes de cerdos
inmunizados con el virus de la enfermedad de Aujeszky, fué estimulada in vitro durante
varias semanas con el antigeno viral y con IL-2. Provocé que los linfocitos CD4*
adquirieran y conservaran el marcador CD8. Para después convertirse en linfocitos
CD4'CD8". Los dos tipos de linfocitos presentaron el marcador de superficie CD21,
marcador que representa poblaciones de células de memoria. Lo interesante fue observar
que los porcentajes fueron inversos en estas dos poblaciones de linfocitos. La poblacion
de CD21 en linfocitos CD4'CD8" fue de 75%, mientras que en linfocitos CD4 fue sélo
del 23%, con lo cual los autores concluyen que un alto porcentaje de esta poblacién

doble positiva corresponde a cétulas de memoria (Zuckermann et al., 1996b).
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Especies susceptibles.

Hasta hoy el cerdo es la unica especie en donde se han observado signos clinicos
de la EOA en condiciones naturales (Stephano et al., 1985a).

Al infectar de forma experimental ratones adultos con el virus cepa LPM por via
intracerebral, se observé tremor y excitacion. La muerte ocurrio entre los tres y cinco dias
después de la inoculacion. El virus cepa LPM se pudo aislar nuevamente de cerebro,
pulmon, higado y bazo. Cuando se inocularon macerados de estos encéfaios en células
PK-15, el virus resulté ser altamente letal para ratones y para cerdos muy jovenes. El
agente infeccioso tuvo .tropismo hacia el sistema nervioso central y el tracto respiratorio
{Correa et al.,1986; Moreno et al., 1986).

El conejo es resistente a la infeccién intramuscular y no presenta signos de la
enfermedad; sin embargo hay desarrollo de anticuerpos (Stephano y Gay, 1983a ).

Se realizéd un estudio en donde se utilizaron siete perros localizados en tres
diferentes granjas porcinas en las que previamente se diagnostico ¢l virus de Ia EOA. A
los siete canidos se les dio de comer came de cerdo de animales que murieron con signos
de la EOA. Se observd que los perros permanecieron sin signos durante un periodo de 30
dias y en ninguno se detectd la presencia de anticuerpos contra la EOA. Los autores
concluyeron que la EOA no afecta clinicamente a los perros y que la ausencia de
anticuerpos indica que el virus no se replica en ellos (Gay er al., 19835).

En otra investigacion, se inocularon tres pécaris de collar aduitos via intranasai,
con el virus de la EOA. Se detectaron anticuerpos en los animales a partir del dia 14 de
infeccion. Durante los 2 primeros dias de infeccion, los animales mostraron apatia y
abundante secrecion nasal. A partir de hisopos nasales se pudo detectar la presencia del
virus por inmunofluorescencia en los dias 14 y 30 de infeccién. No se observaron otros
signos relevantes y se concluyé que los pécaris tuvieron una infeccion subclinica (Flores
et al., 1992).

Ratas de laboratorio, cepa Wistar, fueron inoculadas via intramuscular con 1 mi
del virus de ia EOA. Se detectaron anticuerpos a partir del décimo dia de infeccion. De
macerados de encéfalo, pulmoén y tonsila se pudo recuperar el virus hasta el dia 35 de
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infeccion; sin embargo, la rata no manifestd signos clinicos, ni tampoco se observaron
lesiones a la histopatologia (Cuetero et al., 1995).

La poblacion felina tiene amplia distribucién en las granjas porcinas para el
control de roedores. Al inocular via oronasal a un grupo de 15 gatos, se les pudo detectar
anticuerpos a partir del dia 14. En el dia del sacrificio (dia 21 de infeccion) no se pudo
aislar al virus, ni observarlo por inmunofluorescencia en encéfalo, pulmon y tonsila;
tampoco tuvieron lesiones a la histopatologia ni mostraron signos clinicos de la
enfermedad (Arellanes et al., 1994).

Epidemiologia.

Algunos miembros de la Familia Paramixoviridae han sido aislados en otros
paises, como sucedié en Israel. En cerdos utilizados con propdsitos de investigacion se
aislo un paramixovirus a partir de hisopos nasales de¢ animales sanos (Lipkind et al.,
1986). En Canadé también se aislé un paramixovirus a partir de encéfalo de cerdo en un
brote de la enfermedad de encefalomielitis hemaglutinante. Este aislamiento virai se
inoculé en cerdos y no se pudieron generar signos y lesiones en los animales (Greig ef /.,
1971). Hasta la fecha no se ha podido establecer ninguna relacién entre el virus de la
EOA y otros paramixovirus.

En México, el primer informe de la enfermedad fue hecho en 1980 en La Piedad,
Michoacan, en una granja de 2 500 hembras (Stephano et al., 1981). En ese mismo afio
también se observaron signos clinicos en los estados de Jalisco y Guanajuato. En 1982 la
enfermedad fue diagnosticada en el Estado de México. A partir de 1983 se le ubicé en el
Distrito Federal, Nuevo Leon, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro, Yucatin y Tabasco. El
diagndstico que corresponde a los dos Gitimos estados fue a nivel de rastro, de cerdos
provenientes del Bajio. Para 1985 la enfermedad ya habia sido diagnosticada en 12
estados de la Republica Mexicana (Stephano ef al., 1986d).

En un estudio de prevalencia se obtuvo que en 13 estados, de 27, se encontraron
cerdos positivos a la serologia, este muestreo fue realizado en los afios de 1989 y 1990
(Fuentes er al., 1992).
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Semiologia.

Los signos clinicos dependen principalmente de la edad del animal.

Lechones de dos a 15 dias de edad son los mds susceptibles. Los signos se presentan
subitamente, los animales se ven postrados, deprimidos o con problemas nerviosos. Los
primeros signos son: ficbre, eritema cutaneo, pelo erizado, lomo arqueado, esta
semiologia se acompafla de constipacién y en ocasiones diarreas. Posteriormente los
animales presentan signos nerviosos progresivos como incoordinacion, hipersensibilidad,
debilidad, rigidez, temblores musculares, posturas y marchas anormales. Mas tarde hay
postracion, letargia, con algunos movimientos involuntarios, mirada perdida, pupiia
dilatada, ceguera y en ocasiones nistagmo. La muerte se presenta entre las 30 y 48 horas
después de la postracion. En aigunos casos el curso es de 48 horas, pero lo més frecuente
es de tres a cinco dias. Simultaneamente, algunos animales presentan conjuntivitis, 0jos
hinchados, lagrimeo, parpados pegados y en 1 al 10% de los afectados hay opacidad de
cornea uni o bilateral. Con frecuencia séio se observa la opacidad comeal sin signos
nerviosos en lechones (Pérez. ¢t al., 1988. Stephano et al., 1985a. Stephano. 1985c¢).
Cerdos de mds de 30 dias. Los signos nerviosos son raros y pocos animales mueren
debido el tinico cambio observado es la opacidad de la cormea en 1 al 4% de los cerdos.
Cuando llegan a presentarsc los signos nerviosos existe: anorexia, depresion,
incoordinacion, marcha en circulo y movimientos pendulares de la cabeza, entre otros.
También se presenta conjuntivitis y opacidad de la cornea. Se ha sugerido retraso en ¢l
crecimiento y disminucion en ef consumo de alimento (Stephano et al., 1985 a, Stephano
1985b; Stephano 1985¢).

Animales del pie de cria. Es poco frecuente que los animales adultos desarrollen
opacidad corneal. Las cerdas con camadas afectadas pueden no presentar semiologia.
Con frecuencia manifiestan anorexia uno o dos dias antes de los signos clinicos en los
lechones, también puede aparecer opacidad de la coérnea (Stephano et al, 19833,
Stephano, 1985¢). Al analizar los diferentes parametros productivos en las granjas
afectadas se observéd incremento en el nimero de hembras repetidoras, lo que ocasiono

una caida en 15 al 20% de la fertilidad de la piara. Este efecto persiste hasta por seis a
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ocho meses. Hay un incremento en el mimero de lechones nacidos muertos (2 al 24%) y
fetos momificados (1 al 5%). En las camadas que nacen durante el brote la morbilidad es
del 20 al 50%; en estos lechones afectados, la mortalidad ¢s del 87 al 99%. Este efecto en
la maternidad dura entre dos y nueve semanas (Stephano, 1985b; Stephano,1986d).

Cuando se analizé un brote en una granja comercial de 760 vientres, en ¢l
municipio de Tlajomulco de Zuftiga, Jalisco, México, En él s¢ hicieron las siguientes
observaciones: elevacion critica de los mortinatos, del 4% se incremento al 32%; la
mortalidad en lactantes de cuatro a 10 dias de edad fue del 56%, murieron 100% de los
que animales que manifestaron los signos. Los cerdos destetados, de 8 a 15 Kg,
desarrollaron opacidad comeal, con algunas bajas. En 15% de los cerdos de engorda y
reproductores se presentd 0jo azul, predominantemente unilateral. Las reproductoras que
se inseminaron durante las semanas posteriores al brote, presentaron repeticiones del
estro en 20%. El retraso del ciclo estral en las hembras inseminadas que no quedaron
gestantes fue de 45 a 50 dias. El 25% de las reproductoras entraron en un anestro
prolongado durante cuatro o cinco meses (Guillén,1984),

En una granja en el estado de Jalisco se notificé que durante un brote de la EOA
el promedio de lechones nacidos vivos disminuy6 de 9.5 al 7.3%; el porcentaje de
nacidos muertos aumenté de 3.3 a 12, por su parte las momificaciones al momento del
parto aumentaron def 1.1 al 14%. La repercusion econdomica anual de este brote
representd 20% menos de utilidad (CONASA, 1995 ).

En sementales, s6lo existen reportes de campo en donde se asocian los transtornos
reproductivos de los verracos a la presencia del virus de la EOA (Campos HR y Carbajal
SM; Stephano et al., 1990).

Lesiones.

Los cambios macroscépicos que se le atribuyen a la infeccion por el virus de la
EOA son escasos y ocasionalmente estin ausentes. Frecuentemente se observa
congestion meningea con aumento variable del volumen del liquido cerebroespinal y
neumonia, la cual se aprecia en los bordes verntrales de los lébulos craneales y con
extension del 1 al 5% del parénquima. Los pulmones no se colapsan (Stephano, 1986d;
Stephano et af,1988a). La opacidad de la cémea por edema se¢ aprecia con baja



17

frecuencia en los cerdos muertos por la enfermedad, ésta generalmente es unilateral. En
cerdos mayores de 30 dias y convalecientes, la cornea edematosa llega a tener un grosor
de hasta 3mm, el humor acuoso es escaso. En raras ocasiones se ulcera la capa externa de
la comnea y eventualmente se forma queratocono. Los principales cambios histologicos se
localizan en el sistema nervioso central. En animales infectados se presenta
meningoencefalitis no supurativa que afecta principalmente al tdlamo, cerebro medio y
corteza cerebral. Hay gliosis focal y difusa, asi como infiltracion perivascular, en donde
se observan linfocitos, células plasmaticas y células reticulares, neurofagia, necrosis
neuronal, glial y coroiditis. No se aprecian cuerpos de inclusion en casos naturales. En el
pulmén, se observan areas multifocales de neumonia intersticial, cuya caracteristica es la
infiltracién de células mononucleares en la pared alveolar. El exdmen histologico de los
ojos afectados indica cambios moderados. El edema corneal rara vez es prominente. En
diferentes partes del ojo, tales como el 4ngulo iridocomeal, la unién cornoescleral, ia
lamina limitante posterior o interna (membrana de Decement), iris y en ¢l nervio optico
hay macrofagos y neutréfilos infiltrados. En la cornea edematizada se aprecian vasos de
nueva formacién. En la mayeria de los animales estudiados se aprecia tonsilitis moderada
con cpitelio descamado y células inflamatorias en las criptas (Pérez ef al, 1988,
Stephano, 1986d; Stephano ef al., 1988a).

Fallas reproductivas ocasionadas por otros virus,

Los organos genitales del cerdo y de otros animales son la via de entrada y
eliminacién de algunos virus (Kahrs ef al., 1977, Larsen et al., 1980; Phillips ef al., 1972).
El virus de Aujeszky se ha podido aistar del prepucio y también en el semen de verracos
(Phillips er al, 1972); en este mismo padecimiento se han observado lesiones
histologicas {Comeriah, 1965; Larsen et al,. 1980). En la parvovirosis porcina existe
controversia entre si ocurre o no la eliminacion del virus por medio del semen (Gradil;
1990 ; Thacker et al., 1980),el paramixovirus no genera lesion alguna en €l parénquima
testicular. Algunos serotipos de enterovirus han sido aislados en tejido testicular y la
inoculacién del virus en semen provoca la muerte embrionaria en hembras
serolégicamente negativas (Huang ef ol.,1980a). En la fiebre aftosa se tiene confirmacion

de la eliminacion del virus a través del semen (Madin,1980).
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En la infeccion de 1a parotiditis en hurtanos el comportamicrito de la patogenia,
manifestaciones clinicas ¢ inmunidad, es similar al virus de la EOA en cerdos.

La parotiditis es una enfermedad que afecta a los nifios y a adolescentes con
inflamacion de las glandulas sativales con complicaciones de orquitis y
meningoencefalitis (Wolinsky et al,, 1990).

En la parotiditis existe un solo serotipo, es un virus que contiene hemaglutinina
neuraminidasa. Se puede multiplicar en embrion de pollo, como lo hace también el virus
de la EOA. Las células Vero sorﬁ monoestratos que permiten facilmente la multiplicacion
de ambos virus. |

El virus de la parotiditis; ha sido aistado de biopsias de testiculo a los 4 dias de
presentarse los sintomas, existen escasos informes respecto de sitios de multiplicacion.

Se desconoce st la orﬁuitis en adolescentes estd asociada a la edad o Ia
susceptibitidad de las células epiteliales o esta controlada por los cambios hormonales
(Wolinsky et af,, 1990). r
Espermatogénesis

El verraco contribuye gon 50% del material genético de la descendencia y cada
semental se expresa en su priogenie entre 15-25 veces mas que la hembra; por estos
motivos las repercusiones por poca libido o infertilidad son altas.

La pubertad en el ven’#cn se presenta cuando los espermatozoides estan presentes
en los tubulos seminiferos y en Ia cola del epididimo, es el momento en que el semental
es capaz de inseminar a una l"hembra, independientemente de que la fertilidad sea baia.
Este fenomeno se presenta a fas 20 semanas de edad, aproximadamente; sin embargo, se
obtienen niveles aceptables ;de fertilidad hasta las 35 semanas de edad (Hughes er
al., 1980}, ,‘

Las tres hormonas de fimportancia involucradas en la reproduccién del verraco son
LH, FSH y la testosterona; la,‘ls dos primeras son producidas en la hipéfisis y reguladas por
el hipotdlamo. La testosteroglla es la hormona que se produce en las gonadas del semental
y es sintetizada en las célqias intersticiales o de Leydig. El testiculo también produce
otras hormonas esteroides, como son los estrogenos y androstendiona; sin embargo, su
actividad estd restringida (Hughes er al., 1980).

I T L T,
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Al nacimiento, los testichlos estin ain indiferenciados. Los precursores de los
tubulos seminiferos conocidos como cordones sexuales, estan solidos; debido a que no
tienen un lumen central, contierien células germinales indiferenciadas y precursores de
las células sustentaculares o de Sertoli, pero Jas células intersticiales son abundantes en
€s¢ momento. _l

En el periodo prenatal la proliferacion de células intersticiales es abundante, esto
bltimo genera que la mayor pargte de las células del testiculo al nacimiento sean de esa
naturaleza. Entre el nacimiento y la pubertad existen cambios drasticos en las
proporciones de las células tes:ticulares, lo anterior se debe a que en el momento del
nacimicnto, 84% corresponde a tejido intersticial (células de Leydig) y 16% lo
constituyen cordones. Al llegalr' a la pubertad las proporciones se invierten en 37% y
62 %, respectivamente. “

El término de espennatbgénesis es usado para describir el proceso en donde las
células germinales del testicnjilo se transforman en espermatozoides maduros; este
proceso dura 34 dias, aproximadamente, en el verraco. La etapa inicial corresponde a la
de espermatocito primario que; dura 12.3 dias. La siguiente etapa es la de espermatocito
secundario con duracion de 0.4 dias. La etapa de espermatides con nucleo redondo es de
6.3 dias. El tiempo de espenm#tides con nucleo alargado es 1.5 dias y de espermatozoide
con 6.2 dias en promedio. El transito del espermatozoide a través del epididimo es de

10.2 dias en esta especie. |

La testosterona es laf hormona responsable de la actividad secretora de las
glandulas accesorias como l"o son las vesiculas seminales, prostata vy ias glandulas
bulbouretrales. Estas tltimas ;"‘»on glandulas accesorias que constituyen et fluide seminal,
el cual és abundante en el vel}raco con un volumen de 150 a 200 ml (Holtz ef al., 1976,

Hunter et al., 1976). I‘
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Hipoétesis.

La inoculaciéon experimental con ¢l virus de la EOA es capaz de participar en la
I

generacion de dafios a nivel testicular en verracos

Objetivo.

Evaluar los signos y lesiones que pueda generar el virus de la EOA en verracos
|

inoculados experimentalmente con la cepa de campo PAC 3.
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Material y métodos.

Aislamiento y caracterizacion del virus.

Se trabajé con un aislamiento de campo del afio de 1990. Esta cepa provoca
signos de incoordinacion y muerte en lechones, reabsorciones y momificaciones en
cerdas gestantes, ademas de orquitis en machos.

Para realizar el aislamiento viral, se obtuvo el encéfalo de un animal de destete
que manifestd signos nerviosos.

Para la caracterizacion del virus se ilevaron a cabo diversos estudios: a) Efecto
citopatico; b) hemaglutinacion; c) hemadsorcion; d) inmunofluorescencia; ) purificacion
viral; f) microscopia electronica; g) inoculacion en embriones, h) inoculacién de los

lechones.

Efecto citopdtico

Se obtuvo el encéfalo de un lechén en condiciones asépticas. Un gramo de tejido
se suspendid en 9 partes de medio de cultivo celular. Se hizo un macerado del tejido y
posteriormente se centrifugé a 2 000 g durante 10 min.

El sobrenadante que se obtuvo se filtré a través de una membrana Millipore con
poro de 0.45 micrometros y se colocod en un tubo estéril. Se l¢ agregaron 1 0600 Ul de
penicilina y 1 mg de estreptomicina por ml. Una vez que se realizo este procedimiento se
colocd el inoculo en células de rifién de mono verde (Vero) y células de nifién de cerdo
(PK-15), las cuales tenian medio de cultivo MEM con 2% de suero fetal bovino.

Los monoestratos se revisaron desde las 24 horas hasta completar 7 dias de
inoculacién (Burlenson et al., 1992, Freshney et al., 1994).
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Inmunofluorescencia,

Se prepararon monoesiratos celulares de la linea PK15 con 1 x 106 células por ml
en cubre objetos colocados en tubos de Leighton. Cuando las células tuvieron
confluencia del 90% se inocularon con 200 pl del sobrenadante que se obtuvo a partir del
macerado de tejido encefilico. El inoculo permanecié 2 h sobre el monoestrato, éste se
retiro y se agregé medio de mantenimiento al monoestrato.

A las 24 horas de incubacion los cubreobjetos con los monoestratos se retiraron y
se lavaron con solucion salina. Se fijaron con acetona durante 10 min. Se colocd
albumina bovina al 0.5% durante 15 min. Se lavé con solucién salina.

Se agregd un conjugado con isotiocianato de fluoresceina elaborado en conejo
diluido 1:100. Se dejé incubar 30 mimutos a 37° C. Se lavaron las laminiilas 2 veces con
solucion salina y una tercera con agua destilada. Finalmente las laminillas se montaron
en portaobjetos con glicerina y solucion salina v/v.(Gardner ef ai., 1980; Harlow et o/,
1988).

Se prepard un monoestrato sin el indculo y se le agregd el conjugado. El

conjugado se elabor6 a partir del aislamiento que se hizo en el afio de 1981.

Purificacion viral,

Ei sobrenadante de cultivos infectados fue clarificado por centrifugacién a 3 G600
g durante 20 minutos y almacenado a -20°C hasta su uso. El virus contenido en los
sobrenadantes fue precipitado con polietilenglicol 6 0600 (10% p/v), durante 4 h a 4° C
con agitacién leve y se centrifugd a 3000 g por 20 min. El botén se suspendid
nuevamente en solucion NTE (NaCl 150 nM, pH 7.5, EDTA 1 mM) con un volumen
equivalente al 5% del volumen original. Se congelé inmediatamente en nitrogeno liquido
y se mantuvo en congelacion a -190°C. Posteriormente el virus fue purificado por
centrifugacion en gradiente discontinuo de sacarosa (25% y 50%), 1 h a 100 000 g.
Después, se recuper6 la interfase viral. Se diluyé 1:10 y se centrifugd 4 h mas a 100 000
g en un gradiente lineal de sacarosa (10%-60%).

e L m b e
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Al final el vitus se obtuvo por sedimentacién a través de una solucion de sacarosa
al 30%. El virus se titulé por pruebas de hemaglutinacién (HA). La concentracién de
proteina se determind por ¢l método de Bradford. El grado de homogeneidad del material
purificado se analizo por el patrén electroforético de poliacrilamida bajo condiciones

reductoras (Hames er a/., 1990).

Microscopia electronica.

El scbrenadante de monoestratos con 72 h de infeccion fue centrifugado a 4°C
durante 15 minutos a 2000 g. Este sobrenadante se volvio a centrifugar durante 3 h a
30000 g. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado fue suspendido nuevamente en una
pequefia cantidad de acetato de amonio al 1%. Para ser montado en rejillas de carbono
sobre las que se tifio con 4cido fosfotiingstico al 2%.

Para la observacion de las particulas virales a través de miscroscopia electrénica
se utilizo la técnica de tincion negativa con un microscopio Phillips EM300 (Dalton er
al., 1973; Robinson et al., 1987, Sandborn 1969).

Inoculacidn de enfbriones.
Del sobrenadante del macerado de encéfalo se inocularon embriones de pollo de

9 dias de edad via cavidad alantoidea (Senne, 1989).

Inoculacion de lechones.

A partir de la descripcion del brote de campo, se obtuvo el encéfalo de un animal
enfermo. Se hizo un macerado para inocular monoestratos de células. Estas presentaron
efecto citopatico y a partir de los sobrenadantes de estos monoestratos, se decidi6
inocular 5 lechones de 4 dias de edad con Sml del virus; con una dosis infectante cuitivo

celutar de 10 %2 por m! (Burlenson ef al., 1992)



Infeccidn experimental de los verracos.

Se inocularon 8 verracos con el virus que previamente se habfa caracterizado. La edad

de los animales fue de 9 meses; ademds se cont6 con 2 animales testigo bajo el siguiente

esquema:
Primer £Iupo Segundo grupo

semental sacrificio® semental sacrificio
1 5 6 70

2 15 7 70

3 30 8 80

4 45 9 80

5 0 10 0

*Dias de infeccidn.

Al primer grupo de animales se les administré 2 ml del virus por via

del virus por via oronasal

De cada grupo se realizaron las siguientes evaluaciones:

I. Signos clinicos.

2. Medicién de las dimensiones testiculares.

3. Espermatobioscopias.
4. Hematologia.

5. Serologia.

6. Inmunotransferencias.
7. Respuesta proliferativa.
8. Citometria de flujo.

9. Necropsia.

10. Aislamiento viral.

11. Histopatologia.

12 . Microscopta electrénica.

13. Radioinmunoanalisis

oronasal y 2 mi via intramuscular. Al segundo grupo de animales se les administré 4 ml

e e e
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Signos clinicos.

Se realizo una evaluacion diaria de los signos clinicos. Se midi6 la temperatura

corporal de los animales cada tercer dia antes y después de la inoculacién.
Medicion de las dimensiones testiculares.

Para ambos grupos de animales se midio largo y ancho testicular. Las medidas se
obtuvieron con un vernier. Al momento del sacrificio, los testiculos se pesaron y también

se midieron.
Espermatobioscopias.

Los animales del primer grupo se entrenaron para que subieran al maniqui y asi
poder colectar el semen. Los animales del segundo grupo se retrasaron para ser
sacrificados, debido a que también se estuvieron entrenando para fa coleccidn de semen,
sin embargo no fue factible obtener eyaculados de manera constante como sucedié con el
primer grupo.

Las espermatobioscopias se realizaron con la finalidad de evaluar la calidad del

semen después de la inoculacion de los verracos.

Se evalud motilidad, concentracién y volumen det eyaculado.

Motilidad: Se colocé una gota de semen sobre un portaobjetos a 37° C para
después colocar el cubre objetos . La observacion fue a 100 aumentos.

Volumen: Se utiliz6 una probeta graduada.

Concentracion: Se utilizé el hemocitémetro. El procedimiento es similar al que se
usa para ¢l conteo de gidbulos rojos, en donde se utilizan los 25 cuadros centrales de la

camara.
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La férmula para realizar los cdlculos fue la siguiente:

Numero de espermatozoides por ml. = ( espermatozoides) (10 ) (200 ) (1 000).
Espermatozoides = Numero de espermatozoides en 25 cuadros o en 1 mm’.
10 = Profundidad de la camara, 0.1 mm.

200 = Dilucién 1 : 200.

1 000 = Conversién de mm® a ml.

La observacién fue a 400 aumentos. (Huges ef al., 1980)
Hematologia.

Las técnicas que se emplearon fueron las siguientes. Para hematocrito: micro
hematocrito, para hemoglobina: cianohemoglobina; para la cuenta total de leucocitos y
enitrocitos. pipetas de Thomas y la camara de Neubawer, para volumen corpuscular
medio: indice de la cuenta eritrocitica basada a partir del volumen del paquete celular y
la cuenta eritrocitica, para ¢l conteo de plaquetas se utilizé €l método directo. (Schalam
etal., 1975). ‘

Tanto en la hematologia como en la serologia del segundo grupo, se tiene un
seguimiento de dos meses previos a la inoculacién. Esto uitimo se debié a que los
sementales estaban entrenandose para la coleccién de semen. Esta situacién permite
tener un grupo de datos previos a la inoculacién y un segundo grupo de datos que
corresponden al periodo de infeccion. De esta manera se tienen dos grupos, lo cual es

favorable para hacer una comparacién entre ambos.

Serologia.

Se tomaron muestras sanguineas a todos los animales, antes y después de la
inoculacion, con diferentes intervalos . Todas las muestras fueron analizadas mediante
las pruebas de inhibicién de la hemaglutinacion (THA) con eritrocitos de bovino al 0.5%
y microseroneutralizacion (MSN) en células PK 15, para el diagnéstico de la EQA.
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al., 1981) Finalmente se agregaron 50 pl de eritrocitos de bovino al 0.5% a cada pozo. La

lectura se hizo a los 60 minutos.

A todos los animales se les midieron anticuerpos contra: fiebre porcina clasica,
enfermedad de Aujeszky, gastroenteritis transmisible, influenza porcina, sindrome

disgenésico y respiratorio del cerdo, coronavirus respiratorio y parvovirus porcino
Inmunotransferencias

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones
reductoras con 10% de dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) del aislamiento de campo.
Las proteinas que se obtuvieron se transfirieron a papel de nitrocelulosa, en donde se
aplico una corriente de 0.6 Volts durante 1 h con 30 minutos. Después s¢ bloqueé la
membrana con PBS (pH7.2) y leche al 5% 1 h a 37°C, toda la noche a 4°C.
Posteriormente, se lavd 3 veces con PBS (pH7.2)-BSA(5%)-Tween (0.1%) y tres veces
con PBS (pH7.2)-Tween (0.1%). Una vez bloqueada la membrana se cortaron tiras de 0.5
cm de ancho, y se incubaron con los diferentes sueros. Como punto siguiente, se incubd
con un anticuerpo de conejo antigama de cerdo biotinilado y finalmente se incub6 con
estreptoavidina-peroxidasa. Las tiras se revelaron con diamino-bencidina y la reaccién se
detuvo lavando ¢xhaustivamente con agua. Todas las incubaciones se realizaron duranic
una hora a temperatura ambiente con agitacion constante. Los sueros fueron diluidos
previamente en PBS (pH7.2)-BSA (5%)-Tween (0.1%). Después de cada incubacion las
tiras se lavaron seis veces con un espacio de tiempo de cinco minutos en cada uno de los
lavados. En los primeros lavados se utilizé PBS (pH7.2)-BSA (5%)-Tween (0.1%) y en
los siguientes PBS (pH.2)-Tween (0.1%) (Burlenson et al., 1992, Harlow et al., 1988).
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Respuesta proliferativa,
Respuesta proliferativa de células mononucleares (CMN) en presencia del virus de la
enfermedad del ojo azul.

Estas células se obtuvieron a partir de los animales infectados. Los ensayos de
proliferacion se realizaron por triplicado en placas de microcultivo de 96 pozos. A cada
pozo se adicionaron 100 pl de la suspensién de CMN (500 000 células/ 100 microlitros) y
de 10-12 pg del virus PAC3. Las células se mantuvieron en cultivo durante 6 dias a 37°C
y con 5% de CO2 . Dieciocho horas antes de cosechar las células, se marcaron con Ci de
timidina tritiada (HdTR) por cada pozo. Las células se cosecharon con un colector
multiple (Cell Harvester, Brandel, EUA). Con el uso de un papel filtro (Brandel, EUA)
que se deshidratd durante 48 horas a temperatura ambiente. Para determinar la
incorporacion de HATR, el papel filtro s¢ coloc en viales de centelleo y se adicionaron 3
ml de liquido de centelieo. Los viales se leyeron en un contador de radiacion beta y los

resultados se expresaron en indices de estimulacion (1.E).

Respuesta proliferativa de células mononucleares a la fitohemaglutinina (PHA) y a la
concanavalina (Con A).
La proliferacién de CMN con PHA (8 ug/ml) y Con A ( 1ug/ml) se realizé como

se describio con la estimulaci6n del virus, pero la estimulacion fue de 42 h (Klaus, 1987).
Citometria de flyjo,

Marcaje fenotipico de las poblaciones celulares de linfocitos T, linfocitos B y monocitos/

de sangre periférica.

Se analizaron las poblaciones celulares de linfocitos T, linfocitos B y monocitos
de sangre periférica una semana antes y cada semana después de la infeccion, Se
utilizaron los anticuerpos monoclonales anti-CD2, anti-IgM, antimonocitos y segundos
anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluresceina o ficoeritrina. Finalmente las
células se analizaron por citometria de flujo. Se utilizaron histogramas para determinar la

intensidad de fluorescencia de cada marcador.
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Marcaje fenotipico de las subpoblaciones de linfocitos CD4", CD8" y CD4* CDS§".

Las muestras sanguineas se obtuvieron una semana antes de la infeccién y

durante 4 semanas después de ésta. Los anticuerpos monoclonales fueron: un IgG2a anti

CD4 y un IgG2a anti CD8 (Klaus, 1987, Owens ef al., 1995)

Necropsia.

Se realizo la necropsia de cada verraco y se hizo una revision general de todos los
Organos. Se tomaron muestras de drganos genitales con sus glandulas accesorias asi como
de ¢rganos con tejido parenquimatoso. Estas muestras se procesaron para histologia,

microscopia electronica, el aislamiento viral y radioinmunoanalisis (Lopez,1997).

Aislamiento viral,

Se realizaron macerados de diversos érganos, asi como de organos reproductivos

(testiculo epididimo, préstata, glandulas bulbouretrales y vesiculas seminales) de cada

semental. El sobrenadante de los macerados fue filtrado, para asi obtener el indculo libre
de bacterias. Las lineas celulares seleccionadas para realizar el aislamiento, fueron: PK15
células BT y MDBK. Las dos ultimas a pesar de ser tejidos heterologos al virus, resultan
susceptibles a la infeccion. Cuando se tuvo el 90% de confluencia en los monoestratos
celulares, se eliminé el medio de cultivo y se procedio a infectar con 1 ml del inéculo
(1:10) en botellas de 25 cm®. Para favorecer la adsorcion, el inoculo se dejo sobre los
monoestratos celulares durante una hora a 37°C. Después de este tiempo se decanto el
medio de infeccién y para finalizar se colocé medio de mantenimiento (99% MEM y 1%
de suero fetal). A partir de 96 horas de inocular al monoestrato, se evalud el efecto

citopatico, la hemaglutinacion y la hemadsorcion (Burlenson ez /., 1992; Mahy, 1991).
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Histopatologia.

Todos los tejidos fueron fijados en formalina al 10% amortiguada con fosfatos.
Posteriormente se procesaron para ¢l analisis histologico mediante la técnica rutinaria de
inclusion en parafina; se realizaron cortes de Sum. de espesor y los tejidos fueron teflidos

con hematoxilina-eosina (H-E) (Valero ez al., 1997).

Microscopia electrénica

Las muestras de tejido (1.0 mm) fueron fijadas en solucién de Kamovsky durante
una hora. Para después ser colocadas en tetraéxido de osmio al 1% durante una hora.
Posteriormente se deshidrataron en alcoholes de concentraciones ascendentes, infiltrados
e incluidos en resina epdxica. De las muestras se realizaron dos tipos de cortes con el
ultramicrotomo, E! primero de ellos fue un corte semi-fino y tefiido con azul de toluidina
al 1%. Una vez seleccionados los tejidos se obtuvieron cortes finos para después ser
contrastados con metales pesados de uranilo y plomo. Al final los tejidos se observaron
en un microscopio Phillips EM 300 (Dalton et al, 1973; Robinson et al/, 1987,
Sandborn, 1969).

Radioinmunoandlisis.

La actividad esteroidogénica fue medida en suero sanguineo, epididimo y
testiculo. Las hormonas que se evaluaron; fueron androstendiona, testosterona y 5 -
dihidrotestosterona.

El procedimiento fue el siguiente; se agregaron 1 000 cpm de cada esteroide a
cuantificar en un tubo, de 50 ml, estas hormonas estaban tritiadas. Posteriormente se
ailadieron 2ml del suero o 1 gr del tejido a evaluar. Después de mezclar se realizé la
extraccion con 10 ml de éter y se adicioné un volumen igual de agua bidestilada.
Nuevamente se colocaron en hielo seco y las dos fases se separaron por congelacion. El

éter no se congeld y en €l estaban las hormonas. El éter se evapord a 45° C en baiio
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maria el residuo se disolvié en 1 m! de etanol absoluto. Los residuos se transfirieron a
cromatoplacas de silica-gel, en donde también se colocaron csteroides de referencia. Este
proceso se inicid con benceno como solvente, posteriormente fue con benceno-acetato de
etilo y finalmente benceno-metanol. Una vez identificados los esteroides se desprendio el
area de silica que los contenia. Los esteroides se eluyeron con solucion de éter etilico y
metanol. Los esteroides purificados fueron analizados con el uso anticuerpos especificos
contra éstos. Después de 20 minutos se agregé la hormona radioactiva en concentracion
de 7 000-10 000 cuentas por minuto en 100 ml. Hasta este momento se tenia a un
antigeno en concentracién desconocida un anticuerpo conocido y un antigeno en
concentracién conocida. Para separar el complejo se usé carbon-dextran. El sobrenadante

fue leido en un contador de centelleo (Catty et al., 1989; Herrera et al., 1974).
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Resultados.
Caracterizacion del virus.
Efecto Citopadtico.

A partir del encéfalo del lechén que manifesté signos nerviosos, se obtuve un
macerado y el sobrenadante se filtré en forma estéril para finalmente inocular
monoestratos celulares de células Vero y PK15. Se observo desprendimiento de células a
partir del segundo dia en ambos monoestratos celulares y fue mas abundante en las
células PK15. Los sincitios fueron evidentes en las células Vero a partir del tercer dia. El
efecto fue completo al quinto y sexto dias, respectivamente. El titulo que se obtuvo en

05.25 03.15

en las

cultivo celular fue de 1 para el virus aislado en las células PK15 y de 1

células Vero.
Hemaglutinacion.

Se inocularon 3 monoestratos de PK 15 y se congelaron a las 48, 72 y 96 horas de
infeccion, después se titularon los sobrenadantes con eritrocitos de ave, cobayo y bovino.

El sobrenadante con los eritrocitos de ave se obtuvo un titulo hemaglutinante
(UHA) de 128, con los eritrocitos de cobayo de 64 (UHA) y con los de bovino de 16
UHA . Estos titulos fueron similares a las 48 y 72 horas. Para corroborar si esta
aglutinacion era especifica del virus de la EOA, los sobrenadantes fueron utilizados en
una prucba de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) diluidos a 8 UHA y confrontados
con sueros testigos positivos (titulo 1:128) y negativos. Se observo que el titulo del suero

positivo se conservd y en el suero negativo no se identificaron anticuerpos
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Hemadsorcion.

Se prepararon 3 placas con cultivo celular, en la primera la hemadsorcion fue a
las 72 h, en la segunda también se hizo hemadsorcidn pero a las 96 h, la tercera. placa se
fij6 con metanol cristal violeta a los 6 dias de infeccion. El titulo obtenido fue de 10°**

para las 2 primeras placas y de 10™% para la dltima.

Inmunofluorescencia.

Se pudo observar fluorescencia en los monoestratos que fueron inoculados con ¢l
aislamiento viral. Lo anterior muestra una reaccién de identidad viral entre éste
aislamiento y los realizados en afios anteriores. Se observaron marcas fluorescentes
concentradas en ciertas zonas del citoplasma celular que corresponden a acimulos de

particulas virales,
Purificacion viral.

A través del perfil electroforético se determinaron las 6 proteinas que constituyen
al virus; Hemaglutinina-neuraminidasa HN (65 KDa), fosfoproteina P (52 KDa),
nucleoproteina NP (68 KDa), proteina L (200 KDa), proteina M (40 KDa) y la proteina
de fusién F (59 KDa). Estos resultados son similares a los patrones electroforéticos del

aislamiento LPM (Figura 1 ).
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La linea |
represema el marcador de peso molecular, la linea 2 ¢s la cepa LPM y la linea 3 es la cepa PAC-3 que
corresponde al gislamiento realizado en esta investigacion.
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Microscopia electrdnica.

A partir del sobrenadante de células PK-15 con 18 horas de infeccion se realizd
una tincion negativa (4cido fosfotingstico). Se observaron estructuras pleomorficas
caracteristicas de la familia Paramyxoviridae (Figura 2). Se observaron proyecciones
sobre la superficie del virus que corresponden a las glicoproteinas externas HN y F. En la
parte central estd la nucleocdpside conformada por las proteinas estructurales NP y las
proteinas asociadas al genoma P y L . En la parte interna de la envoltura se encuentra la
proteina M. También se observan partes de la nucleocépside separadas debido a la

fragilidad de la envoltura viral.

4

Figura 2. Microscopia electronica del virus de la EOA. PAC-3, a partir del sobrenadante de células PK-15
con 18 horas de infeccion, 320 000 X Se realizd una tincidn negativa (acido fosfotingstico).
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Inoculacién de embriones.

Se inocularon embriones con el sobrenadante del macerado de encéfalo de un
animal que manifesto s1gnos de la EOA. No pudo ser recuperado el virus a partir del
liquido alantoideo ni causdé muerte embrionaria. Al inocular embriones con el
sobrenadante de un monoestrato celular infectado, si generé hemaglutinacion a partir del

liquido alantoideo y muerte embrionaria a partir de 72 horas de infeccion

Inoculacion de lechones.

Tres de los animales inoculados murieron al tercer dia, la causa fue una diarrea
profusa; sin embargo, los 7 animales restantes mostraron signos de incoordinacion,
torticolis, tremor muscular, movimientos de carrera y postracion. Se manifestaron estos

signos hasta el sexto y séptimo dias de infeccion en ambos animales y se pudo recuperar

el virus a partir de los macerados de encéfalo (Figura 3).

Figura 3. Lechon con 6 dias de infeccion inoculado con el virus de la EOA PAC-3. Manifiesta signos
nerviosos de incoordinacion
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Resultados de la inoculacién experimental en verracos.

Signos clinicos.

En ¢l primer grupo de animales tres de ellos manifestaron fiebre de 41°C,
anorexia y depresion durante el segundo y tercer dias de infeccion. Estos mismos signos
los tuvieron 2 animales del segundo grupo.

Durante la primer semana después de la inoculacion se present6 tos y lagrimeo en
todos los animales. Después de este periodo el apetito, comportamiento y libido no se
modificaron. Se observaron alteraciones en las dimensiones testiculares a partir del dia

12 de infeccion.

Medicion de las dimensiones testiculares.

Se realizé el seguimiento cronolégico de las dimensiones testiculares del segundo
grupo de animales. En general los animales tuvieron aumento del tamafio testicular a
partir de la segunda semana dc infeccién. En algunos animales este aumento persistié
durante todo el experimento, otros recuperaron su tamaito original mientras que otros
mas adquirieron un tamaifio inferior al original, esta diferencia se observé de manera

evidente después del dia 30 de infeccion ( Figura 4 y 5).

A la necropsia, en el primer grupo se observé que el animal que més diferencias
tuvo en el tamafio testicular fue el tercero y correspondi6 al dia 30 de infeccion. Este
animal tiene una diferencia de peso entre cada testiculo de 150 g esto representé que un
testiculo es 30% mds pesado que otro. El cuarto animal de dicho grupo (45 dias de
infeccion) tuvo una diferencia menor en el peso testicular (50 g). Pero esta diferencia de

peso representd un 12%.
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En el segundo grupo el animal testigo tuvo una diferencia en el peso testicular de

15 g y las dimensiones de ambos testiculos fueron similares. La diferencia representé 3%

entre el peso de un testiculo y otro. El animal 8 que fue sacrificado con 80 dias de

infeccion, tuvo una diferencia de 330 g. En este caso el testiculo izquierdo es 40% mas

pesado que el derecho. Sin embargo, el animal 7 con 70 dias de infeccion tenia sus

dimensiones testiculares muy similares al animal no inoculado (Cuadros 1 y 2).

Cuadroe 1.Tamafio y peso testicular del primer grupo de animales inoculados con el virus
de la enfermedad del ojo azul.

erecho zquierdo
erdo DS Largo cmjAncho cm _|Peso glLargo om |Ancho cmfPeso g | g. de diferencia Ps de diferencia
1 5 ND ND 490 { ND ND 500 ND 2
2 115 18 55 375 17 5.0 400 25 6
3130 19 1.0 350 15 4.75 500 150 30
4 | 45 18 6.3 350 13 5.0 400 50 12.5
5 10 ND ND 490 | ND ND 510 ND 4
ND= no determinade

DS= dias de sacrificio

Cuadro2. Tamafio y peso testicular del segundo grupo de animales inoculados con el
virus de la enfermedad del ojo azul.

Derecho Pzquierdo
erdo [DS[Largo cm [Ancho cm/Peso g g0 cm |Ancho cm [Peso . de diferencia P4 de diferencia
6 |70 18 45 450 16 4 620 170 27
7 170 17 5 625 16 5 600 25 4
8 (80 21 5. 810 15 4 480 330 40
9 |80 1658 48 660 16 5 580 80 13
10 |0 i6 4 520 15 4 535 15 3

DS= dias de sacrificio
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Espermatobioscopias.

Séla se pudo realizar la evaluacion del semen de los animales del primer grupo,
debido a que los verracos del segundo grupo no montaron sobre el potro de
entrenamiento. Durante el periodo de experimentacién se observo que el volumen del
eyaculado y de 1a libido se conservaron; sin embargo, alrededor del dia 21 de infeccion se
aprecio ausencia de espermatozoides con un volumen de] eyaculado normal. Los

resultados se presentan en et Cuadro 3.

Cuadro 3. Espermatobioscopias de cerdos adultos infectados con el virus de 1a EOA

Dias pi Motilidad Yolumen _ Concentracién Numero total
% ml 10° / mi_ 10°

C2 C3 C4q C2 C3 C4 C2 Cc3 C4 C2 Cc3 C4

0 90 80 S0 100 115 190 200 1270 1250

3 80 80 90 - 110 |83 90 205 1365 1475 1225 1302 1427

7 90 80 20 125 156|110 [450 375 1375 560 [56.2 1412

i1 935 S0 50 120 150 105 1425 1440 [260  ]51.0 )66.6 273

14 95 90 90 100 140 73 380 185 463 38.0 1295 (339

18 ND 195 95 ND M0 1115 |ND 1205 1285 IND |2B7 327

21 ND 2 85 ND 160 |67 ND 40 345 ND 6.4 352

30 ND 10 20 ND 150 105 |ND_jO 300 IND 10 31.5

40 90 115 280 32.2

Dia pi: Dias posinoculacién
C2, C3, y C4: cerdos 2, 3 y 4, respectivamente
ND: No determinado

Los cerdos a los que se les pudo evaluar semen, se sacrificaron a los 15, 30 y 45 dias de
infeccion, respectivamente.

El cerdo 2 no mostré alteracion en sus valores normales de semen; sin embargo,
antes del sacrificio los testiculos se observaron aumentados de tamafio y a la necropsia
ambos testiculos tenian las mismas dimensiones, pero se recuperd abundante liquido
locatizado en la tinica albuginea.

El cerdo nimero 3 presentd alteraciones en su espermatobioscopia y éstas se
iniciaron a partir del 21. Las anomalias persistieron hasta el dia 30 {(que correspondié al

momento del sacrificio); este animal nunca perdié la ifbido. El volumen del eyaculado
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fue normal, pero la cuenta espermatica fue nula en el dia 30 de infeccion. A la necropsia,
en ambos epididimos existieron granulomas prominentes. En este animal el testiculo
izquierdo pes6 30% mas que el derecho.

El cerdo namero 4 fue el dltimo en sacrificarse en este grupo. Su evaluacién
espermética corresponde a la de un animal normal, sus valores no se vieron alterados; sin

embargo, a la necropsia se observaron multiples granulomas en epididimo, de 0.5-1.0 cm.
Hematologia.

Los animales de ambos grupos no mostraron diferencia significativa (P > 0.05) en
ninguna de las variables analizadas, tampoco se observé aiteracién alguna durante la
primera semana de infeccion. En el segundo grupo de animales se tiene mayor numero de
datos antes de la inoculacién y tampoco se observé variacion en los valores hematicos.
En algunas otras infecciones virales del cerdo es factible observar leucopenia pero en
esta infeccidn viral no se observé esta situacion.

Para los valores hematicos se establecié una curva de regresion entre €l tiempo
como variable independiente y cada uno de los valores hematicos como variable
dependiente.

Los resultados para cada grupo estan en los Cuadros 4, 5,6y 7.




Cusadro 4. Biometria hematica de verracos infectados con el virus de la EOA. Grupo 1.

Diaspt {n |Leucocitos Enitrocitos Hematocrito -
10° 10° o/dl %
0 3 115633 /-0393 18590 /- 0.349 15.233 */- 0.664 49 433 */-2.202
5 3 115300 '/-1.277 ]8.353 '/-0.627 15.500 /- 0.289 50.500 '/- 1.150
11 3 {14.186 /- 1.418 {8.267 /- 0.890 15171 */- 1.514 49.486 "/- 5.055
17 3 119.233%-2.126 |6.617 */-1.053 13.700 /- 0.586 37.667 /- 6.766
30 2 1147007%-2.500 {8.150*/-0.350 15.000 */- 0.500 50.000 */- 1.500
35 2 113.150°/-0.750 |8.510%/-0.790 16.400 */- 0.500 49.800 */- 0.900
45 3 118933 %-3.129 |8287 /- 1.021 15.900 /- 1.102 58.000 */- 4.661

Dias pi: dias posinoculacion.
n: numero de animales.
Velores medios */- error estandar

Cuadro 5, Biometria hematica de verracos infectados con el virus de ia EOA. Grupo 1.

Diaspi |n !Plaguetas Volumen Linfocitos

i0’ corpuscular medio/fl |% 10%/mm’®
0 3 105.0007/- 15.011 | 58.100 */- 0.208 63.967 /- 2.019 9.967 /- 0917
5 3 184.000'/-30.105 (60.933 '/- 3,384 74.367 '/- 3.243 11.267 '/-0.921
il 3 1189.143 /- 35.924 {60.086 */- 1.874 78.686 */- 1.985 11,100 '/- 1.031.
17 3 572.333 /- 212.97 156.500 "/~ 1.385 58.600 /- 3.403 11.233 *- 1.770
30 2 125.000 */- 40.000 | 61.400 */- 0.800 76,650 /- 3.550 11.300 */- 2.400
35 2 |226.000 /- 123.00 [59.900 */- 5.700 56.000 /- 1.200 7.250 %/-1.050
45 3 128333 */. 16,737 |70.767 */- 3.055 72,467 */- 3 656 13.500 */-1.572

Dias pi: dias posinoculacion
n: numero de animales

Valores medios /- error estindar

Cuadro 6. Biometria hemdtica de verracos infectados con el virus de la EOA. Grupo 2,

Diaspi |n | Leucocitos Eritrocitos Hemoglobina Hematogrito
10’ 10%/mm’ dl %
-60 10.25 ¥/-2.05 6,74 7/-1 12.7 ¥/-1.85 4447~ 5.14
-30 5 (14.12'/-3.71 722 '/-0.03 15.08 '/- 1.05 46.66 '1-2.17
-15 14.45'/- 437 7.17°/-0.1 15.52 - 1.1 47.05°/-2
-2 4 111.427/-439 6.65/-1.33 13.45 /- 2.98 42.42 /- 4.12
6 4 129271417 7.16 /- 0.18 14.62 /- 1.30 4582 %/-2.70
12 2 {13.65°/-1.06 7.03 */-0.02 14.90 */- 0.141 46.80*/-1.13
19 3 115.06/-1.02 749 */-5.76 16.20 */-0.790 47.03%/-297
25 4 110,95 7/-1.44 6.95 */- 0.55 14.37 */- 2.08 4357 *1-4.52
39 4 ]13.30%/-1.55 7.03%/- 0.5} 14.65 */- 1.54. 46.157/-3.15
47 4 [14.70%-1.60 7.14 *-0.37 14.30 *-0.31 4420 */- 1.51
64 4 {11.07%/2.83 6.75 /- 0.76 13.72 *)- 0.74 40.00 */- 2.59

Dias pi: dias posinoculacion.
n: numero de animales.

Valores medios */- error estandar




Cuadro 7. Biometria hemética de verracos infectados con ¢ virus de fa EQA. Grupo 2.

45

Diaspi |n Plaquetas Volumen corpuscuiar Linfocitos Linfocitos 10°/mm”
l 10° /ot medio/fl %

-60 4 1147571224 61.2°/-3.6 56.8 */- 13.21 95 "/-0.81
1-30 5 |147 7/-2078 62.80 /- 2.86 16582 %1541 |11.527/-2.00
-15 4 1150°/-19.88 58.17°/-3.6 65.3%/-14.61 11.92°/-1.55
-2 4 [151°/-2562  166.507/-3.87 [57.607/-13.98 19.457/-0.50
6 4 11592220 65.25 */-3.77 5817 */- 8.44 9.42 /- 1.69
12 2 1207424 65.00 /. 1.41 {72.05 /- 2.47 12.10%/-0.28
19 3 [131°/-16.86 62.66 */- 4.04 79.76 */- 133 15.00 /- 2.21
25 4 11417%/.18.42 60.50 */-1.73 1615 /-2.10 1022 7/-1.82
39 4 |1527/-3080 64.50 */- 2 64 621711257 1104071-186
47 4 135 /2031 62.02 */- 3.48 6037%-446 ]11.75%/-3.12
64 4 [1547/.2625 59.52 '/-2.98 6342°/-832 | 10.22°/-1.82

Dias pi: dias posinoculacion.

N: nimero de animales.

Valores medios */- error estandar.

Las curvas de regresion para cada valor hematico se presentan en el Cuadro 8.

Estos valores carecen de un vaior significativo para la correlacion (p > 0.05).

Cuadro 8. Regresion y correlacién entre el tiempo de infeccion y los valores hematicos
de verracos inoculados con el virus de ta EOA.

Leucocitos [NSparar  |Erntrogitos {NSparar | Hgb (NSparar Ht [NSparar
110°mm® 110%mm’ gdl Y%
1-grupo | ‘
ja= 1504 [NO [a=8.09 {NO a=15.05 ]| NO ] a=45.96
b= 0.065 b=-3.04 b=- 007 b=0.170
[e=030 [(P>005) |[r=0.05 1{P>0.05) ]r=11 jr=43
[2- 0
|a=12.18 NO a=71.01 NO a=14.45 |NO a=4548 |NO
[b=6.97 b=5.39 b=4.48 b=-0.01_
r={(30 {p=0.05) =0.07 {(p>0.05) |r=0.16 [(p>0.05) }r=0.14 |(p>0.05)
YCM [NSparar |Plaquetas |NSparar |Linfoci- [NS Linfoci- | NS parar
f f ' '- 1103% 1 tos/10%
mm:‘
11-grupo ‘ ] '
a=5664 |NO a=23927 ([NO a=69.1 [NO a=10.26
b=0.25 1b=-1.37 16=0.02 | | b=0.04
=045 |(®>005) [=-014 |[(@>005) {r=0.04 =0.30
2- grupo
1a=62.56 INO a=144.5 _INO 18=63.60_|NO 1a=11.13 | NO
b=.0013 b=-0.03 b=0.03 1b=8.74
r=0.018 >().05) (.09 (P>0.05) {r=0D.16 }(P>0.05) jr=0.16 |(P>0.05)

NS= Nivel de significancia



Serologia.

En las muestras analizadas, se detectd la presencia de anticuerpos hasta e} dia 10
de infeccién, con titulos bajos a fravés de las técnicas de IHA y VSN. Los niveles de
anticuerpos se mantuvieron altos después de! dia 19 (Cuadros 9y 10).

Cuadro 9, Inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) y virus seroneutralizacion(VSN) de
verracos inoculados experimentaimente con el virus de la EOA, Grupo |

1Diapt  n Titulo THA®* Titulo VSN

-10 5 0 0

0 5 0 0

3 4 0 0

5 4 0 0

10 3 3.66 /- 0.57 2.00 */-2.00
15 3 6.337/-1.52 5.66 '/-4.16
30 2 7.00°/-1.4!1 10.5071-2.12
38 i 6 9

45 i 8 10

Dia pi: dias posinoculacion.

N: niimero de muestras.

Valor promedio /- error estandar

*Todos los resultados estan transformados a Log base 2.

Cuadro 10. Inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) y virus seroneutralizacion (VSN) de
verracos inoculados con e virus de la EOA, Grupo 2.

Diapi |n Titulo JHA* | Titulo VSN*
1-60 5 {0 10

-30 5 0 0

-15 s 0 10

5 4 0 3

13 |4 2.75%-3.17 1625 %/-2.50

19 3 5.60 */-2.00 |6.667/-208

27 4 625 -~1.70 19.007/-2.94

33 4 575 %-1.50 {7.75%/-1.50

47 4 6257095 {675 %/-1.50

6l 4 6.00 /- 141 {7.25%/-1.70

Dia pi: dias posinoculacién.

N: niimero de muestras,
Valor promedio /- error estdndar.
*Todos tos resultados estan transformados 3 Log base 2.
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Cuadroll. Regresidn y correlacion entre e tiempo y los valores serolégicos de 1a
inhibicion de la hemaglutinacion y virus seroncutralizacién.

11- Grupo
[HA ‘NS parar { VSN NS para 1
a=092 =007
b=0.16 §1 =025 |81
r=0.89 (P<0.05} (r=0.94 {P<0.05)
12- Grupo
HA NS VSN NS parar
a=2.56 a=3.82
b=0.06 Sl b=0.08 81
=0.83 {P<0.05) |r=0.86 {P<0.05)

A través de una tabla de contingencia de 2 x 2 y considerando la prueba de VSN
como técnica de referencia se calculd la sensibilidad y especificidad. Los valores para
ambas fueron de 91% y 89%, respectivamente (Cuadro 12).

Cuadrol2. Comparacion de las pruebas de VSN e IHA a partir de sueros de verracos
inoculados experimentalmente con el virus de la EOA.

Virus seroneutralizacion

Inhibicion de 1a HA Positivo |Negativo | Total
 Positivos 31 -4 35
Negativos 3 135 138
‘Total 34 39 73
Sensibilidad, 91%.

Especificidad, 89%.

P e



48

Inmunotransferencias.

Se identificaron las proteinas virales a través de inmunoglobulinas que generaron

los cerdos infectados.

Los resultados indican que la proteina inmunodominante del virus de la EOA es la
hemaglutinina- neuraminidasa (HN). A partir de ia segunda semana esta proteina fue
reconocida por todos fos sueros; en Ia cuarta semana los anticuerpos reconocieron,

ademds, a la proteina M; en la quinta semana de infeccion, reconocieron a la proteina NP
(Figura 6).

s HN
c
2 M
E
o
2
s NP
o
2
.
k-
*
Y t - 1 T
1 2 3 4 -3 ] 7

Saemunas de lnfeccion

Figura 6 . Porcentajes de reconocimiento de las proteinas del virus de la EQA. Después de realizar la
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% con SDS$. Las proteinas virales se transfirieron a papel de
nitrocelufosa, se bloquearon y cortaron en tiras de 0.5 cm de ancho. Las tiras se incubaron con los sueros de
cuatro cerdos con diferentes tiempos de infeccidn y con un anti-1gG de cerdo biotinilado, posteriormente se
incubaron con estreptavidina-peroxidasa y se revelaron con 4-cloroalfanaftol. La reaccion se detuvo lavando
exhaustivamente con agua.
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Respuesta proliferativa.

a) Respuesta protiferativa de células mononucleares (CMN) en presencia del virus
de Ja Enfermedad del Ojo Azul.

La induccion de la respuesta proliferativa de las células mononucleares ante la
presencia del virus de la EQA fue muy evidente en la segunda semana de infeccién. La
respucsta mas importante 1a alcanza en la cuarta semana, con valores de 14 1E. Los

valores disminuyeron graduaimente en las siguientes semanas del experimento. la

estimulacion de células mononucleares de cerdos testigos con et antigeno viral no indujo

incremento alguno en los valores basales de proliferacion (Figura 7).

18 ~O-Cerdos infectados

—~®— Cerdos no infectados
14

12 {.

10 |

Semanas

Figura 7Respuesta proliferativa de coélulas mononucleares. Cada semana se separaron celulas
mononucleares. Se estimularon durante 72 h con ef virus de la enfermedad del ojo azul (10-12 pg/mi} y se
marcaron con 1y de *HATR durante las itltimas 18 h. Los resultados represeatas la media + y 1a desviacion
estindar de los indices de estimulacion, de los ensayos gue se realizaron por triplicado.
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b) Respuesta proliferativa de células mononucleares inducida por P.HA. y Con A.

La respuesta proliferativa después de estimular a las células mononucleares con
PHA y con Con-A de cerdos no infectados fue de 40 a 80 LE. En los cerdos infectados
esta respuesta fue mrregular, debido a que existieron incrementos y decrementos de los
valores durante el seguimiento cronologico.

Durante la primera semana se presenté un decremento inferior a 20 LE. Entre la
segunda y quinta semanas los valores fueron superiores a 80 LE., posteriormente

descendieron durante la sexta semana (Figura 8).

200

Figura 8. Respuesta proliferativa de células mononucleares a Con A (A) y PHA (B). Los puntos representan
la media y desviacion estandar de los indices de estimulacién. Los ensayos se realizan por triplicado, El
tiempo de estimulacion fue de 72 h. En las aitimas 18 h las células se marcaron con timidina tritiada. Los
circulos claros corresponden a las células de siete cerdos infectados. Los circulos oscuros corresponde a
células de tres cerdos no infectados.

o R ot L,
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Citometria de flujo.

a)y Marcaje fenotipico de las poblaciones celulares linfocitos T, tinfocitos B y
macréfagos de sangre periférica de animales infectados con e virus de la EOA.

Los valores que se obtuvieron una. semana antes de. la. infeccion para los tres
diferentes tipos celulares, fueron similares tanto en los animales testigo como en Jos
cerdos que estarian por infectarse.

Para las células linfocitos T los valores de los animales testigo oscilaron entre
39.0% y 41.5 %.(cotumna 1, Cuadro 13 ). El virus indujo la proliferacion in vivo de las
células T. Esta reaccion fue evidente con base en los incrementos de los valores de las
células T en los cerdos infectados. Antes de la infeccion los cerdos inoculados tuvieron
un valor de 39.0% en esta poblacién linfocitaria. Durante la infeccion, los porcentajes
oscilaron entre 44 7% y 50.2% (columna 2, Cuadro13).

En la poblacién de linfocitos B, los resultados que se obtuvieron en los cerdos no
infectados fueron de 25.6% a 29.0% (colurna 3, Cuadroi3). En los animales inoculados
también se observd que antes de la infeccion, tos valores eran similares a los animales
testigo;, sin embargo en la tercera y cuarta semamas de infeccion se observd un
decremento entre el 19.1% y 16%, respectivamente (columna 4, Cuadroi3).

La poblacién de monocitos tuvo valores entre 14.6% y 17.3% en los cerdos del
grupo testigo (columna 5, Cuadro 13). Esta poblacion celular tuvo mayor variacion en tos
animales inoculados con respecto a tas otras dos poblaciones analizadas. Durante la
primera semana, los porcentajes se incrementaron a 32.6, después tuvicron un descenso
en Ja segunda y tercera semanas en 8.24% y 7%, respectivamente. En la cuarta semana se
recuperaron los porcentajes originales ( columna 6, Cuadro 13).
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Cuadro 13. Poblaciones c¢elulares de sangre periférica. A partir de células
mononucleares se determiné el porcentaje de linfocitos T, linfocitos B y monocitos. Las
muesiras se obtuvieron cada semana de 7 animales infectados (I) y de tres animales
testigo (T).

T Linfocitos B Linfocitos Monacitos
Semanas T I T I T I
0 39.0£2.0 | 39.0:20 | 27.0t2.1 27.6+5.2 16.0£2.6 17,6133
1 415t1.8 | 502%#6.1 | 27.0426 25.0+4.4 17.3+4.6 *32.6£5.6
2 403125 | 44.7+43 | 256340 29.5+3.2 16.5+4.9 824144
3 393430 | 32.7:33 | 27.022.0 19.1£3.6 16.3+2.3 7.7+4.6
4 41.023.0 | 48727 | 29.0+27 ] *16.0:49 | 146123 12.3+4 2

b) Marcaje fenotipico de las subpoblaciones de linfocitos CD4", CD8" y
CD4'CDS§".

Al comparar los porcentajes de linfocitos CD4*, CD8" y CD4" CD8" de los
animales testigo con los porcentajes de los linfocitos de los animales antes de la
inoculacion, se observo que aquellos eran similares.

En fa poblacion de linfocitos CD4" de los animales inoculados no se observé
variacion con respecto a los linfocitos de los animales no infectados con excepcion de la
tercera semana (Figura 9 A).

Los porcentajes de linfocitos CD8"* durante las primeras semanas de infeccion
fueron superiores a los porcentajes de linfocitos CD8” que tuvieron los animales testigo.
En la tercera semana de infeccién descienden estos valores, pero en la cuarta semana
nuevamente se incrementan (Figura 9 B). _

La poblacion de linfocitos CD4'CD8" de los animales inoculados tuvieron un
comportamiento similar a los linfocitos CD8", En las dos primeras semanas de infeccion
tuvieron incrementos superiores a los linfocitos de los animales testigo, pero en la tercera
semana descendieron. En la iltima semana se incrementaron los porcentajes de linfocitos
CD4*CDS8” (Figura 9 C).
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Figura 9. Determinacion de subpoblaciones de linfocitos T a través de citometria de flujo. Poblacion de
linfocitos CD," (A) . Poblacion de linfocitos CDg" (B). Poblacion de linfocitos CD," CDs" (C). Los circulos
claros corresponden a las células de siete cerdos infectados. Los circulos oscuros corresponden a céjulas de
tres cerdos no infectados.

Necropsia.

Todos los animales fueron sacrificados humanitariamente con descarga eléctrica,
se desangraron y posteriormente se les practicd la necropsia. A todos los animales,
después de los 15 dias de infeccidn se les detectaron anticuerpos. En dos cerdos del
primer grupo se observo ligera congesﬁ(m en tonsilas {cerdos 1 y 2) y en tres de ellos
congestion en meninges {cerdos 1, 2 y 3). Solo en un animal se observ6 opacidad corneal
(cerdo 4).

Tres cerdos (1,2 y 7) presentaban pequefias areas de consolidacion de color rojo,
en los 16bulos anteriores del pulmon.

Se recuperd abundante liquido serofibrinoso en la bolsa escrotal del animal que
tenia 15 dias de infeccion. Este liquido también se recuperd de los cerdos tres y cuatro
(30 y 45 dias de infeccion) pero fue escaso. En parénquima testicular se observo un drea

hemorragica de aproximadamente 7 cm de didgmetro (cerdo3).



En epididimo se observaron nodulos de 1-7 em de diametro Su coloracion era

blanquecina 0 amarillenta. Estos nodulos estuvieron presentes desde el dia 15 de

nfeccion, de ellos se recupero material caseoso (Figura 10)

Figura 10, Presencia de material cRsE050 proveniente de cabeza de epididimo, animal con 30 dias de

infeccion con el virus de la EOA

Cuadro 14. Lesiones macroscopicas en cerdos inoculados con el virus de la EOA

S KB 1 EXELE RN R RN I,
IDH..‘: de infeccion. s [15]30]45]0 |70 [70 (808010
Titulos de s de anticuerpos al aa‘.nhuu 1,_[,5.\]_ | 16 "“?t‘ Gl = |128]512] 32 |__3_3”'_'5T__ =i}
|meu1mn de tonsilas _1-_1,__ ,_—_L = e = =] = Al
[Congestion en 1 Meninges. =l e | - | 7= [
(Congestion en T o D B IR R E B ey o e 20
Opacidadcorneal. ___——{— EREEERERES =2
| Areas de te consolidacion oscura en L = =] T E R
£u1n1(1n e ) L T o )| SR EEER
Liquido sei auunhrmom en mﬂm uuumt 5 E S e = - | x el
EleonagE tutu.ulur s, EE= ___| —‘—L _-I_+_ '_.;_‘_';_‘_' _ _‘ - | ._J'r - |

T\ndu]m en uLd idimo. B e et P A | i =
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Aislamientos virales,

A partir del dia 5 se logrd aislar el virus de testiculo, de epididimo, vesiculas
seminales y glandulas bulbouretrales, asi como de encéfalo, tonsila, rifion, higado y bazo.
Después de ese dia los aislamientos fueron menos frecuentes; sin embargo, se pudieron
realizar hasta el dia 45 de infeccién. No se pudieron realizar aislamientos en los dias 70 y
80. Es notable que los aislamientos realizados en las giandulas bulbouretrales fueron
constantes en las diferentes lineas celulares durante 45 dias. Los resultados se presentan

en e} Cuadro 15 .

Cuadro 15. Actividad hemaglutinante del sobrenadante de diversas lineas celulares,

inoculadas con macerados de tejidos infectados con el virus de la EQA.

CERDO 2 {5 dpi) 3(15dpi) 4 (30 dpi) 5 (45 dpi)
TEJIDO BT |BK [PK BT [BK [PK BT IBK [PK BT [BK [PK
ENCEFALO i

TONSILA T 4 X3 +* i +
PULMON i T
H'GADO + £z EZ 3 - »
BMO > + b +
R'ﬁbN ¥ 4 =3

GANGLIO MED. iR
TESTICULO * * 1T

CABEZA EP. i ¥

CUERPO EP. ¥ * ?
COLA EP. * i * *

VES.SEMINAL b i

BULBOURETRAL KX + ++ X3 ++ o+ ¥ xS - - 4
PROSTATA EZ * -+ T Ty +

** Actividad hemaglutinante muy evidente
* Actividad hemaglutinante evidente
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Histopatologia.
Los resultados de los analisis histologicos mostraron procesos degenerativos e
inflamatorios, principalmente en testiculos y epididimos de los verracos infectados.

En dos de los animales sacrificados en corteza cerebral se observo gliosis difusa y

~ moderada, satelitosis neuronofagia e infiltrado de linfocitos a nivel perivascular (cerdos 1

y 2) (Figura 11). En los cortes histolégicos de pulmon, en tres cerdos (1, 2 y 7) se aprecid
un infiltrado multinodular de leve a moderado de linfocitos. La disposicion de éstos era
peribronquial. Solo en un caso se observod en tejido renal un infiltrado multifocal
moderado de linfocitos a nivel intersticial (cerdo 3)

A nivel de epididimo, al inicio del proceso infeccioso se observo de leves a
moderados cambios degenerativos, con vacuolizacién citopldsmica, cromatina granular
en ¢l nucleo y pérdida parcial de estereocilios (cerdo 2) (Figuras 12, 13, 14, 15y 19).

Ademas se vio la presencia de espermatozoides en vasos sanguineos (cerdo 2)
(Figura 16).

También en epididimo se observaron areas de necrosis licuefactiva, rodcadas de
un infiltrado de macrofagos, células gigantes multinucleadas, linfocitos y plasmocitos
(cerdes 2, 3 y 4) (Figuras 17 y 18).

A la necropsia y en testiculo se observd un area hemorragica en dos cerdos (3 y
8). A nivel microscépico, esta drea presentaba como caracteristica una degeneracion en
tabulos seminiferos con infiltracion intersticial de células mononucleares. Los tabulos
con degeneracion contenian principalmente células sustentadoras o de Sertoli. Fue dificil
observar la presencia de espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, asi
como espermatides (Figura 20).

Después de formado el granuloma se observaron cambios reparativos consistentes
en la formacién de una capsula fibrinosa con fa proliferacién de fibroblastos {(cerdos 6, 7,
Sy9)



Cuadro 16, Lesiones histolégicas en cerdos inoculados con el virus de la EOA.
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Identificacion

—t

2

4

n

6

7

8

Dias de infeccion

144

15

45

[=]

Titulo de Ac a sacrificio (IHA)

64

Encefalitis no supurativa

16

Neumonia linfoproliferativa

Abundantes células. intersticiales en testicuio

Nefritis intersticial no supurativa

Vesiculas seminales quisticas

Préstata granuloma

+

Infiltracién intersticial de células
mononucleares (epididimo)

-

Granuloma espermatico {epididimo)

4

>

4

Presencia de espermatozoides en capilares

de epididimo

Degeneracidn y necrosis en tGbulos
Oseminiferos (epididimo)

**

++

+¢

Fibroplasia intersticial (epididimo)

R

-+

L3

4

Degeneracién de tubulos seminiferos
testiculo)

Infiltracion intersticial de células
mononucleares (testiculo)

£ 13

¥+
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Figura 11. Infiltracion linfocitana perivascular con leve gliosis en un cerdo sacrificado a los cinco dias de

infeccion con el virus de la EOA, tincion con HE 100X

epididimo, animal sacrificado a los 15 dias de

Figura 12. Vacuolizacion en epitelio seudoestratificado en
infeccion con el virus de la EOA. 100 X
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Figura 13 Detalle de la vacuolizacion del epididimo de un cerdo con 15 dias de infeccion con el virus de la
EQA. Tincidén con HE. 400 X

-

Figura 14. Células, inflamatorias (macréfagos, linfb:::ms] cerca de la luz del tibulo y pérdida parcial de
estereocilios. Animal con 15 dias de infeccién con el virus de la EOA. Tincion con HE. 100 X




Figura 15. Vacuolizacion y presencia de células inflamatorias. (Macrofagos, linfocitos y plasmocitos).
OA. Tincién con HE. 100 X

Animal con 15 dias de infeccion con el virus de la E

5 ™
Animal con 15 dias de infeccion

Figura 16. Presencia de espermatoZ

con el virus de la EOA. Corte semifine, Tincion o

oides en capilares de espacio intersticial
on azul de toluidina. 400 X
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Figura 17.En la parte izquierda de la fotografia se observan pibulos de epididimo sin lesion aparente. En la
¢ derecha se observa la presencia de un granuloma espermatico Animal con 30 dias de infeccion con el
virus de la EOA. Tincion con HE 100X

i
il -
i E

Animal con 30 dias de

Figura 18. Presencia de células gigantes en el granuloma espermatico en epididimo
nfeccién con el virus de la EOA_Tincién con HE. 400 X
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Figura 19. Pérdida de la conformacion de estereocilios del epididimo Animal con 45 dias de infeccion con

¢l virus de la EOA._ Tincion con HE 400 X

feros con la ausencia de eSpermatogonias y
virus de 1a EOA. Tincidn con HE. 100 X

0.Degeneracion de epitelio germinal de tubulos semini

Figura 2
espermatides. Animal con 30 dias de infeccion con el
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Figura 21 Micrografia electrdnica de células epiteliales en el borde del lumen tubular de epididimo, de un
animal no infectado. Notense las proyecciones digitiformes del citoplasma de las células apicales. En el borde
libre se localizan multiples microvellosidades (MV), Nétese la presencia de espermatozoides (E) en contacto
5 iteliales OTie 8P R HE5RA jiimin_\r_nlnmn 12 500 X
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Figura 22. Micrografia electro ididimo de un cerdo testig

' . S A |
u‘?ﬁs de ep 0. Se observa un nucleo con 2

nucleolos (Nu) y cromatina finamente dispersa. En el citoplasma se observan cisternas de reticulo
endoplasmico liso (REL) en forma abundante, que corren en direccidn al eje longitudinal de la célula. El
corte se contrastd con metales pesados de uranilo y plomo. 50 000X




SR et

i

®iw . 4 ¥ a
Figura 23. Micrografia electronica en donde se ilustran varias células epiteliales de epididimo de un cerdo
testigo. Se observan niicleos densos y dentados (N). Notese la presencia de abundante ribosomas y cisternas
de reticulo endoplismico rugoso (RER). El corte se contrasté con metales pesados de uranilo y plomo

20 000 X

Figura 24. Micrografia electrénica en donde se observan vesiculas de diferente tamafio y pérdida de
estereocilios en el citoplasma del epitelio seudoestratificado del epididimo. Animal con 15 dias de infeccion

con el virus de la EOA. El corte se contrastd con metales pesados de uranilo y plomo. 6 300X
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Figura 25. Micrografia electronica de epitelio seudoestratificado de epididimo. En él se observa un capilar
sanguineo (CS )y vesiculas (V) en citoplasma en varias de las células, como resultado del dafio qué genera el
virus de la enfermedad del ojo azul. También se observan los nucleos (N) de dos células Animal con 15 dias

de infeccion. El corte se contrasté con metales pesados de uranilo y plomo. 8 750 X
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Figura 26. Micrografia electronica en donde se observa parte del citoplasma de una célula del epitelio
seudoestratificado de epididimo que muestra dilatacion del reticulo endoplasmico rugoso, con formacién de
multiples vesiculas (V) intracitoplasmicas. Verraco con 15 dias de infeccion con el virus de la EOA. El conte

se contrasto con metales pesados de uranilo y plomo. 25 000 X
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Figura 27. Micrografia electronica en donde se observa el citoplasma de células epiteliales de un ducto
epididimario con una inclusion mtracitoplésmica viral Notese la formacion de estructuras esféricas que
corresponden a acumulos de nucleocdpsides (NC) en liberacion. Animal con 15 dias de infeccion con el virus
de la EOA_ El corte se contrastd con metales pesados de uranilo y plomo. 50 000 X

Figura 28. Micrografia electronica en donde se observa parte del nucleo (N )y citoplasma de una célula del
epitelio seudoestratificado de epididimo. Se observan 2 estructuras densas en citoplasma que corresponden a
la nueleoproteina viral (NP). Animal con 15 dias de infeccion con el virus de la EOA_El corte se contrasta
con metales pesados de uranilo y plomo. 25 000 X




o8

. . I
Figura 29 Micrografia electrénica en donde se observan inclusiones densas en el citoplasmas de una célula
del epitelio seudoestratificado de epididimo Que carresponden & acimulos de nucleocapsides NC del virus de
la EOA. A un lado se observan fibras de colagena C. El corte se contrastd con metales pesados de uranilo y
plomo. 10 000 X

Figura 30. Micrografia electrénica de citoplasma de epitelio seudoestratificado de epididimo de un animal
con 15 dias de infeccion. Se observan amplias dreas de vacuolizacién en reticulo endoplismico rugoso
Algunas de estas estructuras tienen forma circular que corresponden & acimulos de nucleocapsides. El corte
S contrasto con metales pesados de uranilo v plomao. 30 000 X
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Radioinmunoandlisis.

Se evalud el nivel sérico de androstendiona , testosterona y dihidrotestosterona del
segundo grupo de animales inoculados. Debido a que a estos animales se les entrend con
un maniqui para la coleccion de semen, se les realizé muestreos serolégicos con 2 meses
de anticipacion a la inoculacion del virus. Esta situacién permitié tener 2 grupos de
muestras. £l primero de ellos correspondi6 al periodo de 60 dias antes de la inoculacion;
por su parte el segundo grupo correspondid al seguimiento seroldgico de estas hormonas
durante 61 dias de infeccion.

Ambos grupos de muestras se compararon para determinar si existio diferencia en
los niveles séricos de estas hormonas como respuesta a fa presencia del virus. No se¢
encontrd cambio de manera significativa (P > 0.05). Los niveles de estas hormonas se

observan en los Cuadros 17, 18, y 19 y el las Figuras 31, 32 y33,

Cuadro 17. Niveles de androstendiona sérica(ng/ml) en verracos inoculados con el virus
de }a EOA. Grupo 2.

60 dias antes de la| 61 dias después de
inoculacién la inoculacién

Numero de muestras 14 27

Promedio 3.14 3.41

Desviacion estandar 0.62 0.57

Coeficiente de variacion™ | 19 16

Minimo 411 2.19

Miaximo 3.12 4.38

No existio diferencia significativa (P>0.05).
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Figura 31. Niveles de androstendiona sérica {ng/ml) en verracos inoculados con el virus
de la EOA, Grupo 2.
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Cuadro 18. Niveles de testosterona sérica (ng/ml) en verracos inoculados con el virus de

la EOA, Grupo 2.

60 dias antes de Ia

61 dias después de

inoculacion la inoculacion
Numero de muestras 14 27
Promedio 13.85 13.99
Desviacion estandar .84 .57
Coeficiente de variacion/®% {6 4
Minimo 1251 12.25
Maximo 15.36 14.94

20 ~

iy
3]
L

Concentracién en ng/mi
o
1

No existio diferencia significativa (P>0.05).

Dias de infeccion

Figura 32. Niveles de testosterona sérica (ng/ml) en verracos inoculados con el virus de

la EOA, Grupo 2.
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Cuadro 19. Niveles de dihidrotestosterona sérica (ng/ml) en verracos inoculados con el
virus de la EOA, Grupo 2.

60 dias antes de la| 61 dias después
inoculacion de
la inoculacion
Nuomero de muestras 14 27
Promedio 1.39 1.31
Desviacidn estandar . 37 .26
Coeficiente de variacioiv%a 26 19
Minimo .89 .67
Maximo 211 1.84

No existio diferencia significativa (P>0.05).

4.0 -
3.5+
3.0
2.5+
2.0
1.5

SRITRE:

0.5

Iy

i

Concentracién en ng/ml

0-0 L) ' v l L] l L) l L] l L ' L ' ¥
0 10 - 20 30 40 50 60

Dias de infeccion

Figura 33. Niveles de dihidrotestosterona sérica (ng/ml) en verracos inoculados con el
virus de la EOA, Grupo 2.
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Con el proposito de verificar los datos anteriores se realizé una curva de regresion
lineal y su correlacion. La variable independiente fue ¢l tiempo y la variable dependiente
los niveles séricos de estas hormonas. De acuerdo con el anélisis estadistico, se observo
que los valores de la correlacion (r) carecen de significancia estadistica (P > 0.05) para

estas 3 hormonas (Cuadro 20).

Cuadro 20, Correlacion entre el tiempo y niveles hormonales.

Androstendiona | NS parar | Testosterona | NS parar | Dihidrotestosterona { NS parar
a=3.29 a=13.94 a=1.35

b=3.02 NO b=2.85 NO b=-1.40 NO

=17 P>0.05 r=0.015 P>0.05 r=-0.16 P>0.05

NS = nivel de significancia

Se determinaron los niveles de androstendiona, testosterona y dihidrotestosterona,
tanto en testiculo como en epididimo de los animales sacrificados. Debido a que solo se
pudo cuantificar un solo valor en ¢l momento del sacrificio, se obtuvieron seis pares de
testiculos con sus respectivos epididimos de animales contemporineos no infectados,
més un animal testigo del grupo original, con la finalidad de comparar los resultados de
estos animales con los resultados de los animales infectados. Al realizar las
comparaciones entre los animales infectados y los animales testigo, se obtuvo que en
epididimo los niveles de estas hormonas no tienen diferencia (P > 0.05) entre ambos
grupos. Los niveles de estas hormonas se observan en los Cuadros 21, 22 y 23 y en las
Figuras 34, 35 y 36. En testiculo si se observo diferencia (P < 0.05). Cuadros 24, 25 y 26
y Figuras 37,38 y 39.
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Cuadro 21. Niveles de androstendiona (ng/mg de proteina) en epididimo de verracos

inoculados con €l virus de la EQA.

Grupo Grupo

infectado testigo
Namero de muestras 7 7
Promedio 16.85 16.08
DesviaciOn estandar 1.86 1.51
Coeficiente de variacion/% 11 9
Minimo 13.6 14.7
Méiximo 193 18.9

No existi¢ diferencia significativa (P>0.05).
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Figura 34. Niveles de androstendiona {ng/mg de proteina) en epididimo de verracos

inoculados con el virus de la EOA
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Cuadro 22. Niveles de testosterona (ng/mg de protefna) en epididimo de verracos

inoculados con el virus de Ja EOQA.

Grupo Grupo
f infectado testigo |

Nimero de muestras 7 7
Promedio 268.7 258.28
Desviacion estandar 17.14 254
Coeficiente de variacion'% 6 9
Minimo 243 229
Maximo 206 291

No existi¢ diferencia significativa (P>0.05).
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Figura 35. Niveles de testosterona (ng/mg de proteina) en epididimo de verracos

inoculados con el virus de la EOA.
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Cuadro 23. Niveles de dihidrotestosterona (ng/mg prot) en epididimo de verracos

inoculados con el virus de la EOA.

Grupo Grupo

infectado testigo
Nimero de muesiras 7 7
Promedio 828.57 83585
Desviacion estindar 100.41 42.81
Coeficienie de variacion (%) 12 5
Minimo 697 761
Méximo 963 874

No existi6 diferencia significativa (P>0.05).
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Figura 36. Niveles de Dihidrotestosterona (ng/mg de proteina) en epididimo de verracos

inoculados con el virus de la EOA.
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Cuadro 24, Niveles de androstendiona (ng/mg prot) en testiculo de verracos inoculados
con el virus de la EQA.

Grupo Grupo Nivel de significancia
infectado testigo para “t”
Nimero de muestras 8 3
Promedio 294 .66 203.71
Desviacion estandar 4935 1972 SI
Coeficiente de) 16 9
variacion/%
Minimo 239 175 p<0,05
Maximo 385 235
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Figura 37. Niveles de androstendiona (ng/mg de proteina) en testiculo de verracos
inoculados con el virus de la EOA.
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Cuadro 25. Niveles de testosterona (ng/mg de proteina) en testiculo de verracos
inoculados con el virus de la EOA.

Grupo Grupo Nivel de significancia
infectado testigo para “t”
Numero de muestras |8 7
Promedio 1897 1312
Desviacidn estandar 413.75 117.68 SI
Coeficiente del21 8
variacion/%s
Minimo 1453 1156 P<0.05
Maximo 2658 1483
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Figura 38. Niveles de testosterona (ng/mg de proteina) en testiculo de verracos
inoculados con el virus de la EOA.
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Cuadro 26. Niveles de dihidrotestosterona (ng/mg de proteina) en testiculo de verracos
inoculados con el virus de la EOA.,

Grupo Grupo Nivel de significancia
infectado testigo para “t”

Numero de muestras | 8 7

Promedio 360.12 258.71

Desviacion estandar | 51.91 17.10 SI

Coeficiente dej 14 6

variacion/%

Minimo ) 296 233 P<0.05

Maximo 438 2083
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Figura 39. Niveles de dihidrotestosterona (ng/mg de proteina) en testiculo de verracos
inoculados con el virus de 1a EOA.
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Discusion.

La enfermedad del ojo azul estd asociada a un virus cuyas caracteristicas
morfolégicas y fisicoquimicas corresponden a las de un virus hemaglutinante de la
familia Paramyxoviridae y del genero rubulavirus ( Murphy et al., 1995),

Hasta hoy la unica especie donde se ha descrito la enfermedad es el cerdo.
Experimentalmente se han infectado ratones y embriones de pollo. Los humanos que han
estado en contacto con el virus no enferman y serologicamente han sido negativos
(Stephano, 1991).

La enfermedad es de origen viral y afecta a cerdos de diferente edad, causa
encefalitis, falla reproductiva y opacidad de la cornea.

La EOA se denomino originalmente como sindrome del ojo azul por la dificultad
de reproducir los signos experimentalmente. Un comportamiento similar tuvo parvovirus
porcino y enterovirus porcino; para ambos agentes infecciosos el reproducir los signos de
muerte embrionaria y fetal en condiciones experimentales no siempre fue factible. En las
primeras investigaciones sobre la patogenia de parvovirus porcino se requeria que la
infeccion fuera en liquido alantoideo para provocar la muerte fetal. Cuando la
inoculacion se realizaba por via oronasal, intramuscular o intravenosa no se podian
generar los signos de falla reproductiva. Esto se debid a que el virus se atentia ficilmente
al ponerlo en cultivos celulares (Cropper et al., 1976, Wang et al., 1973; Mengeling ef
al,, 1975, 1976,1981).

Ante la imposibilidad de identificar un solo agente etioldgico, que estuviera
involucrado en la falla reproductiva de las cerdas; se denominé el termino de Stillbirth,
Mummification, Embrionic Death and Infertility (siglas en en el idioma inglés) a la serie
de eventos presentes durante la gestacién que generaban reabsorcion embrionaria y
muerte fetal. (Dunne 1978).

Posteriormente se pudo diferenciar, que los principales responsables de éste

sindrome eran el parvovirus porcino y enterovirus porcino.
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También en el caso de la enfermedad de hepatitis con cuerpos de inclusién en
aves se presentt algo similar. Actualmente se sabe que esta enfermedad es causada por
un adenovirus. Al agente infeccioso, por ser ubicuo, se le asocid con agentes
inmunodepresores, como micotoxinas, pesticidas en el alimento, hacinamiento,
enfermedad de Marek, enfermedad de Gumboro y bronquitis infecciosa. Como
consecuencia de lo dificil que resulta reproducir el cuadro infeccioso, se considerd que
este virus constituia un agente patogeno secundario oportunista. Fue hasta 1989 cuando
Christensen en Nueva Zelanda notificé un brote que fue ocasionado por el virus de fa
hepatitis con cuerpos de inclusion. En ese caso se establecio una relacion entre los signos
clinicos y el virus. Después de ese informe, la enfermedad dejo de considerarse COMo
sindrome (Christensen e¢ @/ .,1989).

En el caso de la EOA los primeros brotes se observaron en 1980, (Stephano
1981). Inicialmente, los brotes se relacionaron con una deficiencia de riboflavina,
generada por una intoxicacién por compuestos drgano clorados y por esa razon esta
enfermedad fue denominado sindrome det ojo azul o de cerdos zarcos (Campos 1981).
De manera simultdnea s¢ describié un cuadro de encefalitis y opacidad de la cornea
asociado a un virus con actividad hemaglutinante (Stephano 1981). A pesar de que se
logr6 aislar al virus no fue facil reproducir los signos clinicos en animales infectados, ya
que cuando se inocularon animales susceptibles, no siempre se pudo generar el cuadro
clinico completo de la enfermedad; es hasta 1985 cuando al inocular animales via
intratraqueal se logra reproducir la opacidad de la cornea y signos nerviosos en los
fechones (Stephano et al., 1982; Stephano 1984; Stephano y Gay 1986b; Stephano et al.,
1988a; Stephano et al., 1988b).

Estos antecedentes permiten visualizar que la descripcion de la enfermedad se
efectué en 1980 y se tuvo pleno conocimiento del agente etiolégico hasta 1986. En ese
lapso a la enfermedad se le identificé como un sindrome, ante la falta de conocimiento
del agente infeccioso causal.

Para esta investigacion, se utilizé un aislamiento de campo. Se procedi6 a
caracterizar al virus y se denominé PAC-3. El virus fue aislado en el estado de Jalisco en

el afio de 1990. En dicha region existen varias enfermedades que generan signos clinicos
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es un virus que produce efecto citopatico en células PK-15 y Vero. Esta situacion permite
diferenciarlo del virus de fiebre porcina clésica, este Ultimo no produce efecto citopatico
en monoestratos celulares. Al confrontar al aislamiento viral con eritrocitos de ave,
bovino y cobayo, se observé hemaglutinacién y hemadsorcion. Estas reacciones no se
presentan en la enfermedad de Aujeszky o fiebre porcina clasica, ambos virus no tienen
ia capacidad de aglutinar eritrocitos. Se elabor¢ un conjugado para inmunofluorescencia.
El suero hiperinmune se obtuvo en conejos y el antigeno que se les administro
correspondié al virus que aislo Stephano en 1981. Esta situacion refuerza Ia identidad
que existe entre estc aislamienmto (PAC-3) y los aislamientos realizados en aiios
anteriores.

Al realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida SDS, se observé que la
migracion de proteinas del PAC-3 era similar a la que describié previamente Sundquist
en 1990. En tincién negativa y a nivel de microscopia electronica, los viriones se
observaron pleomorficos con un tamafio aproximado de 120 nm. Fue necesario hacer la
caracterizacion del virus de la EOA y el diagnostico diferencial con fiebre porcina clasica
y enfermedad de Aujeszky debido a que en la zona del Bajio de la Repiblica Mexicana la
frecuencia de estas tres enfermedades es alta.

Una vez que se tuvo la certeza de que se estaba trabajando con ¢l rubulavirus
porcino de la familia Paramixoviridae, se decidié inocular a los verraces. Sin embargo
existia ja duda de que al inocular al virus por la via oronasal se generaran los signos
clinicos, debido a que en muitiples enfermedades virales no siempre es factible
reproducir los signos a pesar de tener al virus en concentraciones altas. Por tal motivo, 2
ml del virus fueron inoculados por via intramuscular y 2 ml por via oronasal, con el
conocimiento previo de que la via de infeccion natural es a través del contacto directo
entre cerdos.

Este agente infeccioso, al ser inoculado en los verracos, generd signos clinicos
que en el ambito de la granja pueden resultar inapreciables, como la anorexia transitoria
y la fiebre temporal; sin embargo, el cambio de las dimensiones testiculares fue muy

evidente en ta mayoria de los animales, sin que existiera pérdida de la libido.
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El aumento del tamafio testicular a los 15 dias correspondio a una edematizacion
del tejido escrotal, mientras que el que se observo después de los 30 dias de infeccién
correspondio a los granulomas que se generaron ¢n epididimo. En aguellos animales que
tenian el testiculo con un tamafio inferior al onginal, esa situacién correspondié a una
atrofia testicular.

Es evidente que ¢l tamafio y peso testicular nunca fue el mismo, ain en los
animales testigos. En el primer grupo el animal testigo presenté una diferencia de peso de
4% entre ambos testiculos. En el segundo grupo el cerdo testigo tuvo una diferencia de
3%. Sin embargo, en los animales con mas de 15 dias de infeccién, se observd que la
diferencia en ¢l peso testicular fue de 30 6 40% .

De manera paradojica también hubo animales que tuvieron poca diferencia en
dicho porcentaje, a pesar de tener 45 y 80 dias de infeccion. Esta situacion es factible
debido a que la respuesta individual de cada cerdo fue muy diferente.

Al evaluar las espermatobioscopias se observaron alteraciones en el eyaculado de
algunos animales. En el dia 30 de infeccion se obtuvoe una muestra del cerdo numero 3.
El volumen del eyaculado fue similar al de los dias anteriores; sin embargo, carecia de
espermatozoides. En dicho animal la diferencia del tamaifio testicular era evidente aun
antes del sacrificio. Esto permite que en la practica y a nivel de granja se pueda desechar
al animal. Sin embargo, existe la factibilidad de que los animales infectados puedan tener
una apariencia sana con una libido normal, pero con eyaculados con pocos
espermatozoides o con ausencia de éstos. La mayoria de los animales con més de 15 dias
de infeccion tenian granulomas en epididimo desde el tamafio de la cabeza de un alfiler
hasta 5-10 cm de didmetro. En la EQA esta es la manera en como participa el semental
para que el niimero de repeticiones del estro en las hembras se incremente, sobre todo
cuando éstas resultan negativas a la infeccion. Esta situacidn repercute en una
disminucion del porcentaje de fertilidad de servicio a parto y de manera simulidnea se
observa que ef promedio de lechones al parto disminuye. En las granjas en donde se
maneja la inseminacion artificial, es mas fécil detectar este problema, sin embargo

muchas de la explotaciones porcinas en nuestro pais no manejan inseminacion artificial.
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En algunas enfermedades viraies del cerdo las biometrias hematicas son pruebas
complementarias para el diagndstico. Se utilizan con mayor frecuencia para el
diagnostico diferencial en la peste porcina africana en donde provoca leucopenia. En la
etapa febril de la fiebre porcina clasica se observa anemia, trombocitopenia y leucopenia.
Desciende la cuenta leucocitaria de 9000 a 3000 por mm’, la cual persiste hasta la
muerte. Las plaquetas tienen como valores normales de 150 000 a 500 000 por mm® y
disminuyen de 50 000 a 5 000 por mm®. También se logra observar ligera leucopenia en
otras enfermedades que afectan al cerdo; por ejemplo, diarrea viral bovina o parvovirosis
porcina (Carbrey er al., 1976; Liess, 1988; Mengeling ef al., 1976, Sanchez-Vizcaino,
1992). Se obtuvo un seguimiento cronolégico de las biometrias hematicas de los verracos
que se inocularon con el virus de la enferaedad del ojo azul, con la finalidad de detectar
cambios que pudiera generar la infeccién, Sin embargo, éstos no se presentaron. Esa
situacion generé que las correlaciones entre el tiempo de infeccion y los diferentes
parametros hematicos no se presentaran (P >0.05). Esto uitimo indica la no afinidad del
virus hacia los diferentes componentes sanguineos. El virus ingresa por via oronasal, se
aloja en tonsilas y se distribuye en ¢l resto del organismo via linfatica, posteriormente via
arterial y venosa, debido a que se le puede aislar de diferentes tejidos. En el verraco, el
ingreso del virus a testiculo y epididimo se efectud seguramente por via sanguinea.

En cuanto a la respuesia humoral al virus de la EOA; se han implementado
técnicas para detectar anticuerpos especificos contra el virus de la enfermedad del ojo
azul (Hernandez et al.,1992; Ramirez et al.,, 1996). Esto ha permitido realizar estudios
epidemioldgicos para conocer la distribucion de la enfermedad en la Repiblica Mexicana
(Carredn et al., 1989).

En la respuesta inmune a otros paramixovirus como el virus de parainfluenza 3, se
ha reportado que los anticuerpos dirigidos contra la proteina HN se identifican desde el
primer contacto con el virus y aumentan progresivamente con las reinfecciones. Mientras
que los anticuerpos contra la proteina F se detectan solo después de maultiples
infecciones. En el caso del virus parainfluenza, s¢ ha observado que el titulo de
anticuerpos séricos dirigidos contra las glicoproteinas virales se correlaciona con el nivel

de proteccion contra la infeccion (Ray et al., 1990).
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Con la infeccidn de los verracos el virus de la EOA fue capaz de inducir la
presencia de anticuerpos neutralizantes ¢ inhibidores de la hemaglutinacion después de la
segunda semana. Los titulos mds elevados se presentaron después de la formacién del
granuloma (tercera y cuarta semanas de infeccion). El analisis de la especificidad de los
anticuerpos, que se realizé6 mediante ensayos de inmunotransferencia; revel6 que durante
las primeras semanas de infeccion los anticuerpos estan dirigidos contra la glicoproteina
HN. En la cuarta y quinta semanas fue cuando se detecté la presencia de anticuerpos
contra otras proteinas como son la M y la NP respectivamente. No obstante que otras
proteinas fueron reconocidas, 1a glicoproteina HN se mantuvo como inmunodominante
durante todo el experimento. La glicoproteina F no fue posible identificarla debido
probablemente a la pobre inmunogenicidad de esta proteina (Ray et al.,1990). Con base
en estos resultados, se investigd en torno a esta proteina para la elaboracion de vacunas.
Los resuitados que se obtuvieron se consideraron potencialmente viables (Zenteno.
1998).

Para el diagnostico seroldgico del virus de la EOA inicialmente fue empleada la
técnica de inhibicion de la hemaglutinacién. Esta técnica se utilizd por la propiedad
hemaglutinante del virus. Ademas es una técnica rdpida, facil, accesible, econdomica y
que no requiere un medio estéril para su realizacion. Posteriormente se desarrollaron
otras técnicas como la seroneutralizacion, que es considerada mds sensible y especifica.
También ha sido instrumentada la técnica inmunoenzimatica (ELISA), pero ain no se
utiliza de manera masiva. Para los seguimientos serolégicos a nivel de granja o el
diagnéstico regional, siempre se ha utilizado la inhibicién de la hemaglutinacion. Las
técnicas de seroneutralizacién y ELISA solamente se han realizado de manera aislada
debido a la dificultad de reproducir los resultados. Para estandarizar estas técnicas
solamente se han utilizado sueros provenientes de granjas que han tenido la infeccion,
por tal motivo se desconoce el inicio de la infeccién en los animales y el tiempo de
convalecencia. En este trabajo experimental se conoce el inicio de la infeccién y ademas
se pudo reproducir la técnica de seroneutralizacién en todas las muestras, De esta manera
se detectd la presencia de los primeros anticuerpos que se generaron por la infeccién.

Estos se manifestaron para ambas técnicas en la segunda semana de infeccién. También
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se pudo observar que en la seroneutralizacion, la inespecificidad del suero se presentd
hasta la dilucién 1:16. Se consideré un suero positivo a partir de fa diluciéon 1: 32,
mientras que para la inhibicién de la hemaglutinacion un suero positivo se considero a
partir de la dilucion 1:16. Los niveles de anticuerpos altos se detectaron a partir del dia
19. Existieron animales que seroconvirtieron con un nivel bajo de anticuerpos y asi se
conservaron durante toda la fase experimental.

Hasta la fecha, las descripciones relacionadas con la respuesta inmune celular al
virus de la EOA, refieren observaciones clinicas que sugieren que la enfermedad es
autolimitante, ya que después de algun tiempo desaparecen los signos clinicos y es
posible detectar anticuerpos contra el virus en los animales que se conservaron en la
granja (Stephano et al., 1986a). Sin embargo, no se han realizado estudios que permitan
identificar la participacion de la respuesta celular como determinante de la
autolimitacion de la infeccion. En este trabajo se analizoé la respuesta proliferativa de las
células mononucleares (CMN) de cerdos infectados a las lectinas fitohemaglutinina
(PHA) y concanavalina A (Con-A). Estas proteinas son mitogenos que estimulan la
proliferacion policlonal de los linfocitos T. La PHA estimula a las células T cuando
reconoce a la cadena a, § o y del receptor del linfocito T (TCR) sin reconocer ¢l
complejo CD3 (Chilson et al., 1989). Por ofro lado, la Con A estimula los linfocitos T
cuando reconoce complejo CD3 y las cadenas del TCR (Licastro ef al., 1993). También
se ha demostrado que en la respuesta proliferativa del linfocito porcino a Con A requiere
la participacion activa de la porcion € del CD3, asi como algunos mecanismos de
activacion intracelular como la p72°* (Takeuchi et al., 1993).

En los cerdos infectados se observé inmunodepresion durante la primer semana.
Esto se pudo apreciar ante los bajos indices de estimulacion con PHA y Con A durante
este periodo. Se ha descrito 1a susceptibitidad de los cerdos infectados con el virus de la
EOA a infecciones secundarias (Stephano er al.,1988a). Un comportamiento similar se ha
observado con el virus de las paperas (Griffin ef al, 1994). Después de la segunda
semana de infecciéon hubo una respuesta especifica hacia el virus de la EOA. Esta
reaccion se observo a través de la respuesta proliferativa de células mononucleares en

presencia del virus de la EOA
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Los resultados indicaron que el virus de la EQA pudo inducir la proliferacion de
linfocitos de memoria en los cerdos infectados debido a que estas células fueron
reactivadas en las pruebas que se realizaron in vitro.

Las células mononucleares que se obtuvieron de los cerdos no infectados no
proliferaron en presencia del antigeno. De esta manera se confirmé la especificidad de la
respuesta de memoria.

Con respecto al anilisis fenotipico se observé que los valores de la poblacién
CD4'CD8" se incrementaron durante la primer semana de infeccion. Estos linfocitos T
estdn asociados a actividad citoxica y se observan frecuentemente en porcentajes
elevados en infecciones virales. Aunque en este trabajo no se evalué actividad citotéxica
de las células CD4'CD8", no se debe de descartar con ésta respuesta de que tuvieron un
papel importante ante la infeccidn con el virus de la EQA. Los linfocitos CD4°CD8"
mostraron un incremento después de la infeccidn. A la tercer semana se observo una
disminucion de esta poblacion. Este fenémeno pudo atribuirse a un secuestro de éstas
células en tejido linfoide. A pesar de que no se tiene completamente definida la funcion
de los linfocitos CD4"CD8" en e} cerdo, algunos autores les atribuyen funciones de
células de memoria (Zuckermann et al., 1996b. Summerfield et al., 1996).

La presencia de linfocitos T dobles positivos CD4"CD8" es un evento tinico en los
cerdos, que se presenta en condiciones normales en sangre periférica v en tejidos
linfoides (Saalmuetler et al., 1987, Zuckermann et al., 1996a; Yang et al., 1996). A
diferencia del humano que en condiciones normales expresa <3% de linfocitos dobles
positivos y en algunos procesos patoldgicos expresa hasta un 15% (De Maria et al.,
1987). Resultados recientes sugieren que la poblacion doble positiva del cerdo podria
representar una estirpe de células de memoria, ya que estas células expresan altos
porcentajes de la integrina o4/B1. Estos niveles de integrina en humanos se ha
relacionado con células de memoria. (Zuckermann et al. 1996b). Ademas, esta poblacién
de linfocitos es capaz de responder al estimulo antigénico in vitro, después del estimulo
con virus, bacterias o pardsitos predominando sobre otras poblaciones celulares
(Pescovitz ef al., 1994; Kimman er al, 1995; Zuckermann et al,, 1996b), La infeccion

con el virus de la EOA en los verracos mostré que los linfocitos CD4*CD8* como los
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linfocitos CD4'CD8" son capaces de responder al estimulo ir vitro con el virus. En los
resultados de éste trabajo se observd que el incremento en los porcentajes de las células
dobles positivas fue mayor al de las CD4'CD8". En base a los antecedentes de esta
poblacion, se puede suponer que los linfocitos CD4"CD8" podrian estar jugando un papel
importante en la respuesta secundaria frente al virus de ia EOA.

Estudios realizados en cerdo, infectados con el virus del sindrome respiratorio y
. reproductivo del cerdo (PRRS) (Shimizu et al., 1996), con el virus de la fiebre porcina
hgfricana (FPA) (Ramiro-Ibafiez et al., 1997) y con el virus de la enfermedad de Aujeszky

Waqg ef al., 1988; Kimman et al.,, 1995), han mostrado los cambios en las poblaciones

celulgi'és de sangre periférica debidos a la infeccion. Los resultados de estos estudios
revelaron una disminucion en los porcentajes de linfocitos CD4'CD8" y aumento de los
linfocitos CD4'CD8".Es importante hacer notar que ninguno de estos estudios ha
evaluado la poblacion de linfocitos CD4'CD8" . En cerdos SPF( libres de patdgenos
especificos) infectados con PRRS, los autores ademas de analizar los linfocitos
CD4'CD8 y CD4'CD8", determinaron la proporcion de linfocitos CD4/CDS8. Se observo
que esta proporcion disminuyé debido a la disminucién de los linfocitos CD4°CDS vy al
aumento de CD4'CD8" (Shimizu et al., 1996)

En este trabajo se determiné la poblacion de linfocitos CD4 * CD8" durante la
infeccion con ¢l virus de la ECA. No se tienen trabajos previos que hayan evaluado esta
poblacion celular con infecciones virales del cerdo. La tendencia de las tres poblaciones
de linfocitos fue la siguiente: a) los linfocitos CD4 * CD8" tuvieron valores similares a los
animales testigo o inferiores. b) los linfocitos CD4" CD8" y CD4 * CD8" manifestaron un
comportamiento similar después de la infeccion con el virus de la EOA, tuvieron la
tendencia de incrementarse.

Una posible explicacién a la disminucién de los linfocitos CD4 * CD8" podria ser
de que el virus estuviera eliminando esta poblacion celular, como sucede con el virus del
SIDA (Roitt et al., 1993). Sin embargo la poblacién de linfocitos CD4 ¥ CD8' tiende a
recuperarse. La disminucion que se observo pudo deberse a un reclutamiento celular en
los 6rganos blanco de la infeccidn con el virus de la EOA, como se ha propuesto con

otras infecciones del cerdo (Page et al.,1992).
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E! incremento gradual de CD4 * CD8" durante la infeccién por el virus de la
enfermedad del ojo azul, podria deberse a un reflejo normal de esta poblacion.
Previamente s¢ ha reportado que esta poblacion incrementa con la edad del animal
(Saalmueller et al., 1994). Esta situacién es poco probable ya que los cerdos infectados
presentaron mayor aumento que los no infectados. Otra posibilidad es que el incremento
refleje mayor memoria inmune frente al virus de la EOA y en consecuencia mejor control
de la enfermedad.

La poblacion de monocitos ha mostrado ser un importante sitio para la
multiplicacion del virus del Sarampion (Solonen ef al.,1988; Esolen er al, 1993) y el
virus de la enfermedad de Aujeszky {Chinsakchai ef al., 1994), entre otras infecciones
virales. Los resultados que se obtuvieron al inocular los verracos indican que ¢l virus de
la EOA también reconoce preferencialmente a los monocitos. Los ensayos in vitro de
susceptibilidad en las células adherentes de cerdos sanos mostraron gue el virus de la
EOA reconocié a los monocitos y formé sincitios; provoco lisis celular y se detectd su
presencia en el liquido de cuitivo después de 72 h de incubacién. Esto sugiere un posible
papel de las células mononucleares en el transporte sanguineo del virus hacia sus 6rganos
blanco.

A la necropsia no se pudo observar aiteracion alguna asociada a la presencia del
virus, tanto en cavidad abdominal como tordcica. En encéfalo tampoco se observo
congestion meningea como sucede en lechones. El tnico cambio aparente en algunos
animales fue la diferencia del tamafio testicular, la mayoria presentd nédulos en
epididimo cuando éstos tenfan més de 15 dias de infeccion. En varios de ellos se
observaron areas de consolidacién en pulmén. Algunos también presentaron ligeras
adherencias en cavidad tordcica. Estas lesiones son dificiles de asociar a la presencia del
virus debido a que son muy frecuentes en cerdos y son causadas por otros agentes,
aunque es factible que el virus los haya predispuesto o exacerbado. Esto fue factible
debido a que en la primera semana de infeccién fue muy evidente latosy lagriméo enla
mayoria de los animales, ademas de que también se pudo aislar al virus del pulmoén en 2

animales.
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El aislamiento del virus en los tejidos tuvo un comportamiento inverso a la

serologia y al aumento del tamaiio testicular. Esto se debid a que el aislamiento viral se
pudo realizar con gran facilidad en el animal que tenia 5 dias de infeccién, aunque
conforme transcurria el tiempo de infeccién el aislamiento fue més dificil realizarlo. Sin
embargo, a partir de las glandulas bulbouretrales se aislé de manera constante hasta el dia
45 de infeccion. Lo anterior permite suponer que aunque esta glandula no tuvo dafio
alguno, el virus estuvo presente en ella y que la eliminacion de éste se puede realizar en
semen a través de las secreciones de esta glandula. Sobre todo porque los sementales
nunca perdieron la libido a pesar de tener aumento del tamaflo testicular hasta en 30%
mas del tamafio original.

A nivel de microscopia electrénica, se pudo determinar el proceso evolutivo del
dafto celular en epididimo en el animal que fue sacrificado a los 15 dias de infeccion. En
esta etapa atn se podian observar las estructuras celulares y simultdncamente
vacuolizaciones, asi ¢omo acumulos de nucleocapsides en el citoplasma. No se tienen
antecedentes a nivel de microscopia electronica de 1ejidos afectados con este virus.

Existen varios virus que se han podido aislar en semen; por ejemplo, el que
corresponde al sindrome disgenésico y respiratono del cerdo, asi como los de Ia fiebre
aftosa, parvovirus porcino y enfermedad de Aujeszky; sin embargo, ninguno de ellos
logra la destruccién tan severa que genera ¢l virus de la EOA a nivel de epitelio
seudoestratificado de epididimo y parénquima testicular, Esta pérdida de estructuras
celulares se evidencio en la evaluacién hormonal, donde los niveles de testosterona,
androstendiona y dihidrotestosterona en testiculo de los animales infectados resultaron
ser superiores a los animales testigo. A nivel de epididimo y a nivel sanguineo estas
hormonas no tienen variacion. Ante la pérdida de espermatogonias, espermatocitos
primarios, secundarios y espermatides, se requiné mas tejido de parénquima testicular de
los animales infectados para extraer las tres hormonas. La sustitucion de las estructuras
de los thbulos seminiferos fue aportada por una mayor cantidad de tejido intersticial, en
esta zona las células presentes son las de Leyding o intersticiales. Estas células estan
involucradas en generar la presencia de esteroides sexuvales. Al continuar con su

produccion fisiolégica normal, estas hormonas llegaron a epididimo y a nivel sanguineo
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sin alteracion alguna. Esta es la explicacién de que a pesar de tener aumento en el
tamafio testicular no perdieron la libido, como sucede en el caso de brucelosis.

En este trabajo la reproduccion de los signos en los verracos se logré mediante la
inoculacidn del virus por via oronasal e intramuscular. Cuando ef virus fue administrado
solo por via intranasal mediante instilacién también se generaron los cuadros de orquitis.

En investigaciones previas se describid que ¢l ingreso de este virus ha sido por via
oronasal en donde se inicio la replicacién del virus especificamente en mucosa nasal
cometes y tonsilas. En estos tejidos se pudo aislar al virus y su presencia fue demostrada
por la inmunofluorescencia. En estas mismas investigaciones al inocular al virus
intratraquealmente, ¢l periodo de incubacion se acorto {Stephano 1985c¢, Stephano er al.,
1988 b).

Es evidente que del sitio inicial de replicacién; el virus se disemina a varios
tejidos. El mecanismo seguramente es a través de una viremia, debido a que se ha podido
aislar al virus en diversos tejidos. En animales lactantes se aislo de encéfalo y pulmén.
En encéfalo se aislé con mayor abundancia que en ningan otro tejido (Allan er al., 1996.
Stephano et al., 1985a). La inoculacién intracerebral acorta ¢i periodo de incubacion. Los
cuadros clinicos que se ocasionaron al inocularlos con este procedimiento, fueron
similares a los observados en los casos agudos de lechones infectados naturaimente. En
todos éstos animales se presento encefalomielitis que afectd principalmente sustancia
gris del talamo, cerebro medio y corteza cerebral. En pulmén se observaron zonas
localizadas de neumonia intersticial. La caracteristica de esta neumonia fue el
engrosamiento del septo alveolar por ¢élulas mononucleares. En estos mismos animales
se aisl6 el virus de sangre, rifion, bazo, higado y ganglios mesentéricos sin embargo en
éstos tejidos no se observaron cambios macroscopicos o histolégicos (Stephano et al.,
1985 a. Stephano 1985 ¢).

Un estudio similar se realizo en lechones de 3 y 17 dias de edad, estos animales
fueron inoculados por via intranasal. El virus se pudo recuperar de diversos drganos y
tejidos, éste experimento duro 8 dias y permitié aislar al virus en mucosa nasal, traquea,

mucosa bronquial y pulmén. En sistema nervioso central se present6 una relacion directa
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entre el tiempo de la manifestacién de los signos y el aislamiento del virus. Esto ha
permitido corroborar la difusién pantotrépica del virus. (Allan ef al., 1996) .

Estos antecedentes permiten suponer, que para la infeccidn existe un proceso de
tropismo por parte del virus. A pesar de que el aislamiento del virus ha sido dificil a
partir de los componentes celulares de la sangre, se considera que este agente infeccioso
migra en el organismo animal por via sanguinea y posteriormente la hemaglutinina del
virus reconoce espectficamente residuos sacaridicos (sialil-lactosa) en el tejido a infectar
(Reyes, 1993a).

En animales adultos como lo son las cerdas gestantes, también se identificéd que el
virus afecté algunos parametros reproductivos de la hembra. La infeccién se manifestd
con repeticion de ciclos estraies en animales a los cuales ya se habian inseminado de
manera natural o artificial. Disminuy6 el porcentaje de fertilidad de servicio a parto de
90-92% a 70-65%. De manera simultanea se observé que el promedio de lechones
nacidos vivos disminuyo de 9.5 a 7.5%, el porcentaje de nacidos muertos aumenté del 3.3
al 12% y el porcentaje de momificaciones también aumento del 1.1% al 14%. La
repercusion de un brote provoco una disminucion casi del 20% en las utilidades de los
porcicultores (Martinez et al.,1988; CONASA 1995).

Como se observa, existent algunos reportes sobre las infecciones experimentales
en animales lactantes y en cerdas reproductoras. Estos reportes han permitido conocer
mas acerca de la patogenia de la infeccion. Se tiene informacidén de signos clinicos en
verracos en brotes infecciosos observados a nivel de campo (Stephano er al, 1990). Sin
embargo, s¢ desconocen cuales son las caracteristicas patologicas de cerdos adultos que
han sido infectados con virus de la EOA. En éste trabajo se realizaron infecciones
expetimentales en verracos adultos, en los cuales fue posible observar la presencia de
lesiones granulomatosas caracteristicas de la enfermedad.

Durante este estudio fue posible aislar al virus de los testiculos y el epididimo en
el 50% de los cerdos infectados. También, el virus se logro aislar de las glandulas
bulbouretrales, vesiculas seminales y prostata. El hecho que ef virus se aisle de estos
érganos permite suponer la presencia del oligosacarido sialil alfa-2,3 lactosa. El cual ha

mostrado ser esencial para la infeccién in vitro de células Vero (Reyes ef a/., 1993b).
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En este experimento, como caracteristica de la infeccion por el virus de la EOA
fue la formacién de granulomas en los epididimos de los verracos. Un granuloma es un
proceso inflamatorio en el que participan macrofagos, linfocitos T, células NK, células
gigantes. Este proceso es regulado por la participacién de citocinas como la IL-2 y el
INF-y. En la infeccion por el virus de la EQA, el proceso inflamatorio se observéd
alrededor del dia 5 de infeccion. También desde éste dia se aislé af virus de los diferentes
organos reproductivos. La presencia del virus activo la respuesta celular, que se reflejo en
los elevados porcentajes de linfocitos T CD4" CD8”, los cuales son células especializadas
en la lisis de células infectadas por virus. El incremento en los porcentajes de los
linfocitos CD4"CD8" se presentd a partir de la primera semana de infeccién. Durante los
siguientes dias de infeccion, la presencia del virus en estos drganos provoco las primeras
lesiones en células germinales de testiculo y en el epitelio seudoestratificado del
epididimo,; las cuales se caracterizaron por vacuolizacion del citoplasma y la presencia de
espermatozoides en capilares en uno de los cerdos infectados. La presentacion det
proceso tuvo dos tipos de reacciones: la exudativa y la proliferativa. La primera se
presento antes del dia 15 de infeccion caracterizada por fenémenos de hiperemia, edema
Yy necrosis por coagulacion asi como la proliferacion de células inflamatorias. La reaccion
proliferativa se present6 después del dia 15 y esta repsesentada por la intervencién de
linfocitos e histiocitos transformados en células epitetioides .Se presentd una reaccion
fibroconectiva periférica, conjuntamente con una necrosis central. El material necrético
se dispuso como una masa caseosa, debido a los restos celulares. El incremento de
linfocitos CD4” CD8” en Ia primera semana de infeccién y la presencia del virus en los
drganos reproductivos explica las lesiones que se han descrito anteriormente. Durante
este tiempo, la respuesta humoral genero anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la
hemaglutinacién especificos contra la EOA. Los cuales Gnicamente yeconocen a la

proteina HN vy es la encargada del reconocimiento del receptor del virus de la EOA.

En el dia 15 de infeccidn, el aislamiento del virus de ios diversos tejidos fue
menor comparado con el dia cinco. En las glandulas bulbouretrales y la prostata fue

posible aislar el virus con mas facilidad. La presencia del virus en glandulas




reproductivas accesorias explica el que los sementales infectados sean un important¢
factor en la diseminacion de fa infeccion dentro de una granja. El hecho de que no fuera
posible Hlevar a cabo el aislamiento viral en este tiempo confirma; que la respuesta
inmune estaba llevando a cabo el control de la infeccion con la eliminacién de las células
infectadas por el virus, principaimente por linfocitos CD4" CD8" Este mecanismo de
control, provocé que durante este tiempo s¢ observara un incremento en el tamafio
testicular basado principalmente por una edematizacion . Este aumento se presento en
75% de los cerdos infectados. Después de éste proceso el analisis microscopico reveld la
presencia de lesiones granulomatosas en todos los cerdos infectados, aun en los cerdos
que no habian desarroliado nodulos al tacto. Con base en estos resultados, las lesiones
granulomatosas caracteristicas de la infeccion por la EOA se inician a partir dei dia 15 de

infeccion.

Postular que el virus sea el inico responsable de la formacién del granuloma no
es factible, ya que tendrian que presentarse lesiones granulomatosas en otros 61ganos en
los cuales se ha observado la presencia del virus. Se ha mencionado que las células
blanco para fa muitiplicacion del virus de la EOA son las de fa linea germinal del
testiculo y las del epitetio seudoestratificado del epididimo. Las primeras son la fuente de
espermatozoides y las segundas favorecen la maduracion de estos espermatozoides. El
efecto litico del virus y la actividad citotoxica de linfocitos CD4' CD$§*, células NK y fa
participacion del complejo antigeno-anticuerpo-complemento-macrofago, favorecen que
los espermatozoides queden expuestos en ¢l espacio intersticial.

En la infeccion del virus de la EOA en los verracos, e! sistema inmune ademas de
enfrentar la presencia del virus, tiene que hacer frente a los espermatozoides. Las células
espermaticas por ser un excelente antigeno son capaces incrementar fa respuesta
inflamatoria que se presenta en estos tejidos por la presencia del virus. Con base en estos
resultados resulta mas importante la respuesta inflamatoria en el espacio intersticial que
se genera contra los espermatozoides que la que se genera contra el virus, Ambas

respuestas participan en la generacion de las lesiones granulomatosas.
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Conclusiones.

1.Se pudo aislar y caracterizar al virus de la enfermedad del ojo azul.

2. Con 1a inoculacién experimental de este aislamiento se pudieron generar signos

de orquitis en verracos

3. Los aislamientos realizados por otros autores no asocian al virus de la EOA con

problemas de orqutis.

4. El aumento del tamafio testicular a los 15 dias de infeccion correspondié a una

edematizacion.

5. El aumento del tamafio testicular después de los 30 dias de infeccion

correspondié a la presencia de granulomas espermadticos en epididimo.

6. La disminucion del tamaflo testicular después de los 30 dias de infeccion
correspondi6 a la pérdida de estructuras celulares en tibulos seminiferos.

7. Las células “blanco” del virus de la enfermedad del ojo azul son

espermatogonias y tejido seudoestratificado de epididimo.

8. No se pierde la libido del verraco ante la infeccién por el virus de la
enfermedad del ojo azul, debido a que las céluias de Leyding o intersticiales no se ven

afectadas durante la infeccion del animal.
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9. Al no perderse la libido el verraco puede continuar con eyaculaciones sin que €l

volumen se vea afectado.

10. Las eyaculaciones pueden carecer de espermatozoides, debido a que existe
una obstruccién mecanica a nivel de epididimo por la presencia del granuloma o a la

pérdida de espermatogonias

11. Es frecuente observar eyaculados con abundantes malformaciones

espermaticas en la enfermedad del ojo azul.

12. Después de la inoculacion con et virus de la enfermedad del ojo azul se puede

observar fiebre y anorexia durante 24-48 h, lagrimeo y estornudos por 5-7 dias.

13. En las biometrias hematicas no se observo aiteracién en los valores de la
cuenta roja y btanca durante todo el periodo evaluado al inocular a los verracos con el

virus de la enfermedad del ojo azul.

14. A la necropsia se observaron ndédulos blanco-amarillentos en epididimo
después del dia 15 de infeccion con el virus de la enfermedad del ojo azul. Ante la
infeccion viral se pudo observar diferencia en el tamafio y peso de ambos testiculos.

No se observaron alteraciones en el resto de los tejidos.

15. Se pudo aislar al virus entre los 5-45 dias de infeccion de diversos tejidos del
verraco. Los aislamientos se obtuvieron de forma constante en las glandulas

butbouretrales.
16. A la histopatologia se encontré infiltracion linfocitaria perivascular en

encéfalos de los animales con 5 y 15 dias de infeccion; lesion caracteristica de un

proceso infeccioso viral,

T SR FE U S S
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17. A los 15 dias de infeccién con el virus de la enfermedad del ojo azul se
observé vacuolizacion en células de tejido seudoestratificado de epididimo y en
espermatogonias. También se observo la presencia de espermatozoides'en capilares

intersticiales del parénquima testicular.

18. A la microscopia electronica se observo dafio en el citoplasma de las células
del epididimo con pérdida de estereocilios y vacuolizacion a partir del dia 15 de
infeccion. En éste mismo periodo se observaron acimulos de nucleocépsides en el

citoplasma de estas células.

19. En la infeccion del virus de la enfermedad del ojo azul se aumentaron los
porcentajes de linfocitos CD8’y CD4"CD8" en las dos primeras semanas de infeccion,

las cuales debieron de participar en la formacion del granuioma.
20. Los niveles de anticuerpos contra el virus de la enfermedad del ojo azul se

detectaron a partir de la segunda semana de infeccién, a través de la técnica de

inhibicion de 1a hemaglutinacién y virus seroneutralizacion

B R ior: S A T S
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Summary

“Blue eye” disease of pigs in Mexico is caused by porcine rubutavirus and
characterized by infertility in sows and hoars, nervous signs in young pigs, and
corneal opacity in pigs of all ages. The pathogenesis of reproductive tract lesions
in rubulavirus-infected boars has not previously been investigated. In a first
experiment, four 9-month-old boars were inoculated with porcine rubulavirus
and killed 5, 15, 30 or 45 days post-inoculation (pi). In a second experiment,
four similar boars were inoculated with the same virus and two animals were
killed on cach of days 70 and 80 pi. Swelling of the head of the epididymis
developed in all inoculated boars at approximately day 15 pi. Reduced sper-
matozoan motility and concentration were detected in semen samples collected
from one boar from day 21 pi. At post-mortem examination, nodules were seen
in the head of the epididymis of the boars killed 15, 30 or 45 days piand the right
testis of the pig killed 30 days pi was atrophic. Corresponding histopathological
epididymal alterations included formation of spermatic granulomas and va-
cuolar degeneration of ductular epithelium. These lesions were associated with
mononuclear cell infiltration and interstitial fibroplasia. Degeneration of semi-
niferous tubules and interstitial mononuciear cell infiltration were seen in the
atrophic testis of the pig kilied 30 days pi. There was fibrosis of the head of the
epididymis in all boars killed 70 or 80 days pi and one of these animals also had
right testicular atrophy associated with degeneration of seminiferous tubules,
lymphocytic infiltration and giant cell formation. Porcine rubulavirus antigen
was detected by immunofluorescence labelling in the head of the epididymis of
the pigs killed 15, 30 or 45 days pi and in one animal killed on day 70 pi. These
results indicate that porcine rubulavirus can cause severe epididymo-orchitis
and reduced semen quality in sexually mature boars.

® 1997 W.B. Saunders Gompany Limited

Introduction

A novel discase characterized by neurological signs, corneal opacity and high
mortality in young pigs, and reproductive disorders in sexually mature pigs,
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0021-5975/97/070237 +16 $12.00/0 © 1997 W.B. Saunders Company Limited




238 H. Ramirez-Mendoza ¢t al.

was first recognized in the La Piedad, Michoacan region of central Mexico
in 1980. It has been termed “blue eye” disease because of the development
of corneal opacity in up to 10% of affected piglets (Stephano et af., 1988).
Reduced fertility develops in 14-40% of infected boars (Stephano ef al., 1990;
Stephano, 1992). The disease, which has now spread to many states of Mexico,
15 currently a cause of major economic loss but has not so far been reported
from any other country. No programme for the control of “blue eye” disease
is currently available.

A haemagglutinating virus isolated from initial outbreaks of “blue eye”
disease in piglets had the morphology of a paramyxovirus (Stephano ¢f al.,
1988) and this identification was confirmed by characterization of a virus
1solated from affected piglets in 1984 (Moreno-Lopez ¢t al., 1986). The latter
isolate was named La Piedad, Michoacan, Mexico virus (LPMV). Inoculation
of piglets with a field isolate resulted in a disease clinically and pathologically
similar to that seen in field outbreaks, confirming this virus as the cause of
“blue eye” disease (Stephano et al., 1988). Sequence analysis of genes encoding
the major viral proteins indicated that LPMV is more closely related to mumps
virus and simian virus 5 than to any other paramyxovirus (Sundqvist et al,,
1990, 1992; Berg e al, 1991, 1992; Linne ¢ al., 1992). It has recently been
classified in the genus Rubulavirus within the subfamily Parampxovirinae (Rima
et al., 1995). ‘

There have been recent advances in elucidation of the pathogenesis of
rubulavirus infection in young pigs (Allan e of, 1996), but the development
of reproductive fract lesions in sexually mature pigs has not been examined.
The aims of this study were to investigate the development of lesions and
distribution of viral antigen in the reproductive tract of boars experimentally
infected with this virus.

Materials and Methods

Virus

Samples of brain tissue were collected aseptically from a young pig which died during
an outbreak of “blue eye” disease in central Mexico in 1991 and placed in sterile
fasks contaimng Eagle’s Minimal Essential Medium (MEM), supplemented with
penicillin 100 U/ml and streptomycin 100 pg/ml. After mechanical disruption of the
brain tissue with sterile scissors, the supernate was filtered through 045 pm and
022 um Millipore membranes and frozen in small aliquots in liquid nitrogen. Aliquots
were subsequently thawed and inoculated into a pig kiduney cell line (PK-15) which
had been grown in monolayers in MEM, supplemented with 10% fetal calf serum
containing penicillin 100 U/ml and streptomycmn 100 pg/ml. After inoculation, these
monolayers were maintained in MEM without the addition of fetal calf serum. When
evidence of a complete cytopathogenic effect was apparent (cytoplasmic vacuolation,
necrosis of cells and syncytium formation), the cell cultures were freeze {—20°C)-
thawed three times and the cell lysate was centrifuged at 2500 rpm. The supernatant
fluid was then removed, dispensed in aliquots and stored at ~70°C. The viral
infectivity titre was determined by inoculating serial 10-fold dilutions (in MEM) of
this supernate into PK-15 cell cultures in 24-well plates, the end points being assessed
after 1'h by a standard method of haemagglutination with a 0-5% suspension of
bovine erythrocytes. The viral isofate, after purification by passage at limiting dilution
in PK-15 cells grown in 24-well plates, was designated PAC-3 (Produccién Animal
Cerdos, isolate No. 3),
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Fig. 1. SDS-PAGE analysis of LPMV and PAG-3 isolates ol porcine rubujavirus, Lare 1, molecular
weight markers; lane 2, LPMV {the prototype strain of porcine rubulavirus), fane 4, FAC.3 isclate
used in this study. Five similar protein bands are apparent in both isolates: RNA polymerase or
farge prowin {L}, nucleopratein (NP}, haemagglutinin-neurasminidase glycoprotein [HN); fusion
glycoprotein {F); phosphoprotein ().

“The electrophoretic pattern of the PAC-3 isolate was compared with that of the
previously characterized LPMV strain of porcine rubulavirus (Sundqvist et al., 1990) by
sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) as previously
described {Laemmli, 1970). Electrophoresis was carried out for 2h at 3UmA in a
“Mighty Small” vertical clectrophoresis unit {Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, California, USA) under denaturing conditions with 12-5% polyacrylamide
and 5% P-mercaptoethancl. Five clearly defined protein bands {Fig. 1), similar to
those reported for the LPMV strain, were scen. :

Experimental Design

Ten 9-month-old sexually mature male York Landrace hybrid pigs were used. These
aninals were bhorn to sows free of porcine rubulavirus infection, as assessed by serum
virus neutralization and haemagglutination inhibidon tests.

In a frst experiment, four of the boars {nos 1-4) were placed in individual
accomunodation in an isolation [acility, with feed and water ad libitum. They were
inoculated with 8ml (4 ml inwanasally and 4 ml intramuscularly) of tssue culture
supernate containing PAC-3 virus at a titre of 10%° 50% tissue culture infective doses/
ml. These pigs were examined clinically each day. Semen was collected by means of
an artificial vagina from three (nos 2, 3, 4) of the four pigs. The samples were taken
on days 3 (three pigs), 18 (twe pigs), 21 (two pigs) and 30 {one pig) post-inoculation
(pi}, and spermatozoan concentration and motility were assessed by standard methods.
One pig was killed on cach of days 5, 15, 30 and 45 pi, and tissue samples were
collected for histopathological examination and immunofiuorescence staining. A fifth
boar {ne. 3) (uninoculated) was killed on day 0 to serve as a negative control animal,
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In a second experiment, four boars (nos 6-9) were each inoculated intranasally
with 4m! of the same cell culture supernate as that used in experiment 1. These
animals were examined clinically each day and two pigs were killed on each of days
70 and 80 pi. A fifth boar (no. 10) (uninoculated) was killed on day 0 as a negative
control anirnal, '

Histopathology

Samples of the head, body and tail of the epididymis, testes, seminal vesicles, and
bulbourethral and prostate glands from all pigs were fixed in either Bouin's solution
or 10% buffered formalin (pH 7-4), dehydrated through graded alcohols and embedded
in paraffin wax. Sections were cut at 5 um thickness and stained with haematoxylin
and eosin {HE) for histopathelogical examination. Small blocks of the head of the
epididymis from all pigs in experiment 1 were trimmed into ! mm cubes before being
fixed in Karnowsky's solution, postfixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated and
embedded in araldite resin by standard procedures. Semi-thin {1 im) sections were
stained with a 50:50 v/v mixture of toluidine blue and basic fuchsin for histo-
pathological examination.

Antiserum Production

Porcine rubulavirus antisera were produced in six New Zcaland White male rabbits
and used for immunofluorescence labelling of tissues from the experimental boars. First,
PAC-3 virus suspension was freed of contaminating substances by ultracentrifugation in
sucrose gradients (Sundqvist et af, 1990), Each rabbit was then inoculated sub-
cutaneously with 1 ml of a mixture containing purified virus 100 pg/ml in Freund’s
complete adjuvant. The rabbits received a second inoculation of the same quantity
of virus in Freund's incomplete adjuvant 15 days later. Blood samples were collected
after a further 15 days, the immunoglobulins were purified and the IgG fraction was
separated by affinity chromatography with protein A sepharose gradients. A pooled
solution of IgG fractions from all six rabbits was used for inmunofluorescence labelling
studies of frozen tissue sections.

Fnmunofluorescence Labelling

At post-mortem examination, samples of the head, body and tail of the epididymis,
testes, seminal vesicles, and bulbo-urethral and prostate glands from all pigs were
quench-frozen in liquid nitrogen and stored at —40°C until examined. Cryosections
were cut at 4 to 6 um thickness, placed on glass slides, fixed in acetone and stained
by an indirect immunofluorescence method. In this technique, cryosections were
incubated with a 1 in 1000 dilution of rabbit anti-porcine rubulavirus IgG solution
for 60 min. After washing, fluorescein isothiocyanate-conjugated goat anti-rabbit IgG
(Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, USA) was applied to the sections for
60 min and the reaction “visualized” in ultraviolet light. Coverslip preparations of
cultured PK-15 cells, which had been inoculated with porcine rubulavirus 72h
previously, were used as positive controls for immunofluorescence labelling.

Results
Experiment 1
Clinical signs. The four inoculated pigs, which had appeared clinically normal

before the start of the experiment, were anorexic, coughed frequently and
showed evidence of conjunctivitis by day 3 pi. Spermatozoan motility and
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concentration in semen from pig no. 3 declined to extremely low levels after
day 18 pi (Table 1). All four pigs showed ecvidence of unilateral or bilateral
swelling in the testicular and epididymal regions at approximately 15 days pi.
This swelling, which was most severe over the head of the epididymis, was
maximal in pigs no. 3 and 4 between days 15 and 19pi, but subsequently
diminished and had disappeared by day 25 pi. Swelling was invariably more
severe in the right testicular and epididymal regions than in the left. Right
testicular atrophy subsequently developed in pig no. 3. Unilateral corneal
opacity, which was apparent in pig no. 4 at day 30 pi, persisted until necropsy.

Post-mortem findings. At necropsy, large accumulations of oedema fluid were
seen in the scrotum and tunica vaginalis of pigs no. 3 and 4 (Table 2). White
to yellow elevated nodules, approximately 2 to 7 cm in diameter, were seen
in the head of the epididymis of the right testis of pigs no. 2, 3 and 4 (Fig. 2).
These nodules corresponded to cavities that contained a brown free-flowing
to highly viscous liquid. The body and tail of the epididymis appeared normal.
The testes of pigs no. 2 and 4 were normal in size and weight but the right
testis of pig no. 3 was only 70% of the weight of the contralateral one (Table
2). An area of haemorrhage, approximately 7-0 cm in diameter, was seen
beneath the tunica albuginea of this atrophic testis, extending into the testicular
parcnchyma to a depth of 0°2 cm.

No macroscopical changes were seen elsewhere in pigs no. 2, 3 and 4, or
in any tissue of the pig (no. 1} necropsied 5 days pi, or of the control pig {no.
5).

Histopathological findings. 'There were severe histopathological changes in the
head of the epididymis of pigs no. 2, 3 and 4 (Table 2), including the formation
of large spermatic granulomas characterized by spermatozoa-filled cavities
bordered by dense infiltrates of macrophages, multinucleated giant cells,
lymphocytes and plasmacytes. Macrophages and giant cells frequently con-
tained numerous enguifed spermatozoa (Fig. 3). Intraluminal spermatozoa
were occasionally seen in blood vessels in severely damaged regions of the
head of the epididymis. There was prominent fibroplasia of interstitial tissue
in the vicinity of spermatic granulomas. The cytoplasm of many epithelial
cells in intact ductuli was finely vacuolated (Fig. 4). More severe epithelial
damage, characterized by formation of large vacuoles, necrosis and mono-
nuclear cell infiltration, was also frequently seen (Figs 5 and 6). Attenuation
and loss or complete absence of stercocilia were apparent in degenerate
ductuli. Intraluminal macrophages containing phagocytized spermatozoa were
frequently seen in apparently normal and degenerate ductuli in the head of
the epididymmis of these three pigs. Spermatozoa were absent from the ductuli
of the head of the epididymis of pigs no. 3 and 4. The lesions in the head of
the epididymis were associated with striking mononuclear cell infiltration of
interstitial tissue (Fig. 7). The body and tail of the epididymis of pigs no. 2, 3
and 4 showed focal interstitial infiltration of mononuclear cells but no ductular
changes.

Interstitial orchitis was seen in the right testis of pig no. 3. These lesions
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Fig. 5. Head of cpididymis of boar Killed 43 days pi. Necroms of ductular epitheliom s midhicated by
nuclear pyknosis and loss of ovioplasm detail. Resin section (1 pm). Toludine blue and has

fuchsin. = 740

No histopathological alterations were seen in any other tissue of the in-
oculated pigs or of the control pig,

Immunofturescence labelling. Focal cytoplasmic immunolabelling was seen in
ductular epithelial cel
epididymis of pigs no. 2, 3 and 4 (Fig. 9; Table 2). Similar labelling was
detected in the ductular walls and lumina, adjacent to interstitial blood vessels,
and in mterstitial mononuclear cells. Intraluminal labelling was frequently
associated with spermatozoa. No immunofluerescence was detected in other
regions of the epididymis or in any other tissue of the inoculated pigs or the
control pig,

Is adjacent to spermatic granulomas in the head of the

Expariment 2

Clincal signs.  Anorexia, coughing and conjunctivitis were apparent in all
inoculated pigs (nos 6-9) from davs 3 to 6 pi approximately. Swelling was
apparent in the region of the tests and head of the epididymis in these animals
from days [1-25pi. There was evidence of right testicular atraphy mn pig no
8 from day 15 p1 (Fig. 10) until post-mortem examination on day 80, but no
other clinical signs were seen (Table 2)
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Fig. 7. Head of epididymis of boar killed 15 days pi. Then dense mononuclear cell inkiliration
interstitial tissue (hottom 1 luctular epithelium {armowhead). Besin section (| pn oluid i
Blue anc [

Post-mortem  findings Bilateral fibrosis of the cad of the epididymis was

apparent in &ll four mnoculated boars and the right testis of pig no. 8§ was

atrophic (Table 2). No other macroscopit

1a was seen in the head ol

i stopathologreal findings Focal intersutial fibropla
the :|1]l'“i|\'|11i.\' af all imoculated boars, and mononuclear cell infiltration was
apparcni in this tssue in one pig killed 70 days pi (Table 2). There was evidence

af severe mterstitial orchits in the night tests --‘;xing'_[ no, 8, characterized by

degeneration of seminiferous tubules, sant cell formation and inte
stinal lymphocytic infiltration (Fig. 11). Many giant cells appeared to be
the lumina of severely degenerate semuniferous tubules, in which germinal

|'i|1'.tl.l"i‘.'_1".ll Wwds no |.|"[§'_1"'[ ii’.lp.ln'l'.t ADErMatozod wWere !.'-:'I.".."'Illi'\. WEEn 10N
mterstitial tissue. arterioles and venules. No ather :',ixl;:|_._:'.. lomcal changes

were apparent in these pigs or in the control pig (no. 10

Porcine rubul

Immunofiuorescence labell

mononuclear cells scattered throughout in
epichidymis of one of the two inoculated pigs killed on day 70 pi (Table 2}, No

immunofluorescence was seen in any other tissue of the noculated PLES OT

control ammal




Discussion

SD&-PAGE of the virus solate used {or the inoculanon of boars e
protein migration pattern similar to that previously described for the prototyy

LPMY isolate of porcine wlavirns (Sundovist ef 90 and confirmed
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Fig. 1. Sequential phowgrapl

'here 15 swelling of the

that the isolate was por ine rubulavirus. Inoculation of sexually mature boars
with this isolate caused severe damage to the head of the epididymis in all
boars killed between davs 15 and B0 pi and orchitis in two boars, one killed
on dav 30 and one on day 80 m ]'-,]:-u[:.uil.'l': g-orchitis in the ]‘.Iilf killed on day
45 pi was associated with redoced spermatozoan concentralion and motlity
from day 21 pi. Unfortunately the four boars (nos 6-9) killed on dav 70 or
H[:Ir,.i could not be trained for semen collection and it was therefore |1]!|'I----.\||Jtr
to evaluate the eflects of chronic |*!]Jdi-:|x'.".|ili~ and orchitis in these animals
ire of the epididvmal and tesncular

on semen quality. However, the severe nat i
lesions suggested permanent effects on lerulity Epididymins and testicular
atrophy have also been reported in boars naturally infected with porcine
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rubulavirus (Stephano ef al., 1990; "ir-'|:h.1ru-. 1992%. but the effects on semel
guality and fertilitv of such animals have not been assessed

I'he study revealed a tropism of porcine rubulavirus for the head of the
epididymis in sexually mature boars. The earhiest change observed in ductul
in the head of the epididymis was fine vacuolation of epithelial cells, Mor
severe damage included mononuclear cell infiltration and severe vacuolar
degeneration and necrosis of the ductular epithelium. These lesions were
associated with the presence of rubulavirus antigen in the ductular epithelium
and lumina and in interstitial inflammarory cells. It appears that virus-induced
damage to ductules resulted in leakage of spermatozoa into the epididymal
interstitium, with consequent formation of large spermatic granulomas., Al-
though rubulavirus antigen was not detected 1n the testes of the two boars
(nos 3 and 8) that had orchitis, the severity of the lesions indicated that they
were probably caused by viral infection of the tesns. However, some of the
testicular damage may have been secondary to blockage of epididymal ductali

We previously demonstrated a high affinity of the LPMV strain of porcine
rubulavirus for sialyl o 2. 3 lactose moieties. High concentrations of these
molecules are found in lung and central nervous system tissues, which are

targets for porcine rubulavirus infecuon in young pigs (Reyes-Leyva ef al
1993, 1994 Kennedy «f al., 1994; Allan & af., 1996). The tropism of porcine
rubulavirus for the head of the epididymis, and to a lesser extent testis, 1n
adult bears may also be due to a relatively high content al sialyl o 2, 3

lactose moieties in these sites. Inoculated boars in this study did not develop

neurological lesions and there are no reports of neurological signs or changes
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in adult pigs in field outbreaks of “blue eye” disease. Elucidaton of the
distribution of specific glycoprotein receptors in adult pig tissues may in du
n the suscepubility ol

the apparent age-related differences

OUT3E EXP

various tissues (0 porcine rubulavirus

['he detection of rubulavirus antigen in the lumina of epi

o
of inoculated boars suggests that this virus 1s excreted from the

bility of venereal transmission. RKubu

It also raises the

persisted i epididymal interstitial tissue for up to 70 days pi

boars remain infective for at least 10 weeks
In view of the genomic relatedness of porcine rubulavirus to mumps virus
it 15 not surprising that both viruses have tropisms for a sno ilar range of

LISSLIES .1'l|]:||'"|'5--\. Iniectoon m m&an Carn Ccausc

pancreatiuis and meningoencephalitis (Gnann, 15492 With the excepno il

salivary gland, viral antigen and lesions have been reported in these 1ssues in
rubulavirus-infected pigs (Kennedy &t a 194: Allan «f af., 1996). Epididymo
orchitis occurs i approximately 25 t $0% ol postpubertal men with mumj

infection (Gnann, 1992). In the present experniment, all o lated boars

developed epididymitis, and orchitis occurred in 25% of these animals. As
hitis was wsually unilateral in the rubulavirus

numan mumps inlecton, or
of orchits n

iniecied DOATS Festicular 4iropny, which 15 a CONsequence

approximately 35 to 50% of cases of mumps in postpubertal men (Gnann
i is-inoculated boars in the present

1992), developed in two (25%) rubulavin

mvestiganon III..'I!-.fE.I.' rubuiavirus miection mm sexually mature DOars may
il

therefore be a useful model of mumps infection in the reproductive tract ol

postpubertal human males
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