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RESUMEN

ANALISIS INWIUNOPATOLOGICO CE LA [NFECCISN CRONICA EN CERDOS
INFECTADCS NATURALMENTE POR Rubulavirus Poreing .

Se realizd un estucio Inmuncpaioldgico en cardos convaledentes de iz infeccion
por Rubulavirue (Enfermedad de Ojo azui (E0A)). Se seleccionzron 5 cerdos de une
granje con preserdzcién de un primer brote de ECA. Y 6 cerdos de unz grana
certificadea libre de la EQA, Se formaron § grupos un cerdos convalacients v un control
negativo, cada 45 diss se sacrificd un grupo Se dsterminaron Ios anticuerpos
circulanies por |2 prueba de ELISA v Seronsuiraiizacion; las poblaciones linfocitaria
CD4+ , CD8+ y CD4+CD8+, por Citometriz de Fiujo. Se recolactaron muestras da:
Sistema nervioso ceniral, Aparato respiraicric, ganglios, ionsiles v pancreas, ademas
secraciones nasales. Se irabajeron  parz aislamientc viral, Inmunofluorescencia

indirecta, Inmunohistoquimica e hisiopatologia, microscopia siectrénica, RT-FOR.

2 r

Resuliados de secraciongs nzszles per aislamisnto viral fusren negalives para carde

n

convalecienies v conircles. En las pruebes de ELISA v Seronauralizacion, ios cerdos
convalecientzs mestraron  elevados niveles de anticuerpos; los cerdos controies
parmanecieron seronsgativos.  Ne se observaron diferencias estedisticaments
signiiicativas entre las subclases  linfocitarias ,CD4+ v GD8+ y CD4+CO8+. No hubs
aislamiento viral en ouliivos celulerss de muestras de iefidos, 1z pruchbs de
Hemoagiutinacien, Hemoadsorcién, & Inmunoflucrescencia indirectz resuliaron
negalives en ledos [os grupos. En f& necropsia no se sncontraron lesicnes
macrescbpicas;  hisiopatoidgicamente no hubo alierecionss significatives . Por
inmunonistoculmica, se presento reaccidn nositiva en pulmdn, plexs coroides, tongiias
y pancreas, 28 mussiras de (sfidos de animales controies fueron negativas. No se
sbservd la presencia de parfculas virzes cel Rubuiavirus porcing en las mugsiras de
epiteiic bronguiai por microscopla slecirdnica. Pruebss de RT-PCR se detecit ia

presencia de RNAm de le glicoproising NP del LPMV, en  cerebre medic, buibo

vitalorio y pancreas. Se conciuys que ios cerdos que se recuperan de Iz fase aguda ae
iz infeccién por Rubulevirus  poroino, concenian niveies slevedes ce aniisusrpos
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circulantes duranie 12 meses pos-infeccién. Los cerdos en contacio y libres de lg
infeccién no adauirieron el virus, sin formacion de anticuerpos © evidencia de aniigeno
virai delscisbie en secreciones nesales. La deteccion da Mucleoproteing viral por
Inmunohistoquimice v le presencia  de RNAm de la nuclecproteine del LPMY
demuesira la persistencla del virus en  cerdos convaiccientes de fa infeccian Dor
Rubulavirus porcine.
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asocizciones denominade “Sindrome del Ojo Azul® (SOA), los pnmeros brotes se
preserizron en cerdos de granjas del munisisic de La Piadad [dichoacan, asf como en
los estados de Jalisco v Guanajuato, en cerdes enire 4 y 10 dias de edad, con unz
marbikidad v morialidad del 20 al 90% respaciivamenie. (1G,20,37,38,39)

1.2 SITUACIOX DE LA ENFERMEDAD DE 0J0 AZUL EN MEXCO

El Sindrome del Ojo Azul (SCA) fue cbservade por primera vez en wéxico &
principics de 1980, desde su aparicidn hasta iz fechz, continta presenie Unicamentg
en nueetro pals. se ha informade en diferenies Sstados de ig Replbiica, y reprasenta
uit grave prokblema sanitaric en las dreas de produccién porcina dal pals.

A principios de 1880 s2 observd el primer brale en una granja scmercial de
2500 vientres localizadz en La Pledad Michoacan, duranis ese misme 2fic 22 difundid
a granjas en la misma zona v 2n los sstados de Cuanajuate, Jalisco v Michozean, En
1982, se diagnestica en ef Estade de México. En 16823, se analizaron suercs an & sur
de Guanajuaic, Hidalge, Nuevo Leén, D.F., Querstare, y Tabasco con resuliacos
positives. En 1884 en Tamaulipes vy Jalisce, se dizgnosticaron  brotes madianis
esiudios seroibgicos. Para 1887, se diagnostica por aislamiento, nusvamente en La
Piedad, Edo. de México (Lago de Guadaiupe), sn 1088, sz presenian broles en al
estado de Pueble y Cempeche. Ent981 ss diagnostica nuevamante  en
Tamaulipas.(10,20,22,28,34,35, 37,38,39,40, 51).

Durante 1988 se rezliza un sstudio serolégice tor el métedo dz Inhibicién de o
Hemaglutinecion {IH), en susros congeladss (1 §72-1285) de los ssizdos de
Cuenejuato, Morelos, Puedlz, Edo. de Niéxico v Michoacan, encontrando sarowgla
positiva al virus dei Sindrome del Ojo Azui . Enire ios afcs de 58 ¥ 88, la enfermedad

fue deteciadea an los sstados de Pusbia, Campschs, Quintans Roo y Morsles, medianie
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En 1994 se publica un znélisis retrospective (1572 & 1886) de ia prasencia de
aniicuerpos inhibideres ds la nemoagiutinacién contra =l virus de ia Enfsrmedad del Cje
Azul (VEGA), en 1742 susros procedentes ez diferentes estados, encontrando el
9.24% de sueres positives, de los cuales 41 sueros correspondieron & muesiras de
afios anteriores a iz presentacion del primer brote (1980), se cencluye que desde 1872
exisien evidencizs de anficuerpos Inhibidorss de la Hemoeaglutinacién contra e VEOA,
{36

En 1988, se realizé una encuesta nacionai para detectar cerdos seropositivos al
VEQA, mediante la prugbz de Inhibicidn de la Hemoaglutinacion (IM), en muesiras de
sueros recoigciados de cerdos qua llzgaron &l rastre, encentrando de 1811 sueres de
cerdos eveluados, solemente of 3.8% de animales seropositives procedanies de

Aguascalientas 3], Tiaxcalz [13], Zacatecas (341, Tabesco 17}, Caxaecs [1], Querétare
L

{2}, Chiapss 1], Guanajusic {2} v Micheassn {1}, contitlos de 1:5 2 1:320 , esios
resultades fueron comparados por la prueha de Seroneuirzlizacién, y con fos
resuliados obtenidas sugieren que ¢l punio de corte para la prusbe de M, podriz ser

110 para sueros posiives. {11).

1.8 DESCRIPCION DE LA ENTERMEDAD DEL OJO AZUL.

La Enfermedad del Ojo azui, afecta a cerdos de difsrentes edades, los cerdos
més susceptivles son los de 2 a 45 diss de edad. Los sintormas més notables somn:
cambios en el comporiamiento, alterzciones nerviosas, alterasiones respiraiorizs, falle
reproductiva en cerdas v en sementales, ademas de observarse en algunos casos
opecidad Ge comnea d2 unc 0 ambos cjos. (8,27,37,39)

Stephano, y col. 1985, (45), han sugerido gue una vez que Iz enfermedad
clinfca desaparece apareniemente, tuede resurgir casos ciinicos hasia 8 & 10 mesas
espués de inicledo & brofe, ¢ en condicionss donde se introduzosn gZnimaies
siuscepiibles También han observade, que en granjas abisrias o de cicle de oroGUCCiGn

continuo, 2 enfermedad persisie nor més tempo; misntras que en lzs granjas ceradas

la enfermedad se gutolimile entre los 8 v ios 1< mese
i

S
misme en zlgunos esiudios cue s han baszdo =n descripciones clinicas, lasiones
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histopetelégicas v cbservaciones de campo con relacién a g presencia de brotes, se
han observade pericdos de incubacion e 20 dias hasia 10 meses. En infecciones
experimenigies {ambién se han observado periodos de incubacion de 97 dias hasiz 10
meses pos-infacsian. (14,37,38, 38,40,41,42 43 44 45) .

Respecio a iz fransmisién del virus en forma experimental, Galing, Y COi.
cbservaron que cerdos libres de fa infeccién, que sstuvieron en contacio con cerdos
infeclades experimentalmente no desarrollaron anficusrpos conira el virus de la
Enfermedad de Ojo Azul (LPMV), evaluados mediante la pruebas de Inhibicidn de la
hemoaglutinacién, después de 84 dias de observacion (4).

Investigaciones realizadas por Allan, y col. 1996, sobre la distribucion del LPMY,
en isjido de cerdos infectades experimentalmente de 3 v 17 dias de edad, encontrarcn
gue el 100% de los cerdos de 3 dfzs, praseniaban sintomas nerviosos hasie su musrie
(& dfas Pi) y solamente el 30 % de ios animales de 17 dias fusron sfectados,
preseriande tambpién sintomatologia nerviosa, Zn ambos grupos se celectd ia
presencia viral en iracto respiratorio v tonsilas 2 siguiente dia post-inoculzcién, o qgus
sugiere que este puede ser e primer sitio de replicacion del LPMY: sin gmbargs si
existisron diferencias en le distribucion del virus en SNC. En los cerdos de 17 dias, ol
aislamiento fue resiringido 2 Bulbo olfatorio v Cerebro medio, en contrasie con cerdos
de 3 dias donde se presenté mayer propagacién en SNC, ssta difersncia en i
distribucion se asocia 2 iz edad del cerdo. Los esiudios de excrecion del virus, indican
qus la eliminacion por via nesal del LPMV, fue més imporiante cue iz fecal.
Comparzativamente gran cantidad de virus infeccicso fue recuperzda de musstras de
oring te los cerdos de ambes grupos, {1).

©.3.7 CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD EM CERDOS MENORES DE 20

Los ischonss de 2 ¢ 45 dizs ue adad son ios més susceptib!es ¥ o3 signes

ciniccs se presentan stbilzmenie, como flelre, erivema cuténes, pelo erizade, lomo

' 5 om

arguesdo, asompafiace prncipaimenis ge conslinacion, ocasionaimema diarres

Posteriormente se observan signos nerviosos progresives, como incoordinacion
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temblores musculares, posiuras anormales, marcha tigida o medianie brincos. E!
iechidn continiz mamando, aigunos muestran hipersensipilidad, movimientos de
paiaieo, pesiracién, letarge, movimientos inveiuntarios, pupila dilatada, ceguera v en
ccasion nistagmo, opacidad de cémez uni o bilateral. Ccasionaimente ss puede
presentar refraso en el crecimiento, marcha en circule v exudade nesal La musrie se
presenta enirs 2y 7 dias despuds de los primeros signes. (10,20,27,39,41 ).

Investigaciones realizadas por Galing, P. L., v cal, an e infeccién experimenigi
de lechones lactantes de 7 dias de edad por via nasal, presentaron un perfode de
incubacién de 11 dias. (14,

“.3.2. CARACTERISTICAS DE L& SNFERMEDAD i CERDOS JOVENES
MAYORES DE 30 DIAS DE EDAD)

Zn los primeros brotes de 1880, no era comin gue se enfermaran cerdo mayores
de 30 Kg. Sin embarge & pariir de 1983, se presentaron varios brotes de sncefaliiis con
elevada mortaiidad, probabiemente ascciado 2 la virulencia del virus, 2 absoluiz
carencia de inmunidad ¥ i@ asociacién con oiros patdgencs, en granias egordaderas
de cerdos de 15 2 45 Kg. de peso, ios cuales fueron diagnosticados positives por &
gislamientc viral de un peramixovirus similar af virus del Sindrome dal Oio Azul
(37,39,40.41).

Zn srowes subsiguienies, los signos clinicos enire ehios jos nervicsos, se
encontraron en menor intensidad v con baja mortalidad, ccasionzimente cuands ss
preseniaron lo signos clinicos consistieron en devresion |, ataxia, marchz en circulos,
movimienics penduieres de la cadeza, opacidad cornes v conjuntivitis, an zlgunos
casos el Unico cambic observado fue iz opacidad de iz cormea en el 1 21 4% de ios
cerdos. {37.38,39,40,41 42 44)

investigaciones rszlizades con deszfios sxverimeniales con &l LWV 2 cardo

L0 ]

]

ce 3% dize de edad, cbservaron que 2 de 4 cardos infeciedos padecisron &

anfermedad, uno murid v el otro se recuparé v s2 datecid fe oresenciz de enticuerpos 7

& b

¢lzs posi-infeccion, sugitiends que estss serdos son mencs suscapiicies 2 ig
enfermadad que los lechones menores de 30 dias, {14).
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Se ha reporiado que an cerdos de engorda, iz enfermadad se inicia 2 o 3
semanas después de gue los cerdos son agrupados v sometidos a mengios COme
vacLinacidn, bafio, reagrupacion, eic., afacténgose principalmenie cardos de 15 2 435 Kg
de pesc. Los signocs observados sen; anoraxia, pelo erizado, esirefiimiento, febre,
incoordinacion posterior, presencie de confrzcciones musculares espontdneas [Hies),
opisidtonas, conjuntivitis, apacidad de zomea v muerte. Con un curse de {a enfermadad
de 1 & 4 dias con morlelidad gue varia del | 2 20% en los cardos de gngorda
{ 20,27,2B,35,38,40,44)

1.3.5 CARACTERISTICAS DE LA SHNFERMEDAD EN CERDOS ADULTDS

Zn cerdos adulios  los signos clinicos se limitan al aparatc reproducter,
manifestandose por aborios ¥ mortingics, an machos se ohserva apididimitis, orguis,
atrofia testicular con vy sin le formacion de granulomas en =l epididimo, comp
consecusncig [z perdids de fertilidad en fos maches (7, 28,37,40,44,)

La gran mayoria de los cerdos adulios infectades permanccer cliniczments
normales, sin embarge se pusde preseniar moderads ancrexia uno o dos dias zniss
de le apericidn de los signos clinicos en los cerdes v opacicad dz comea también ha
gido obssrvade en cerdos aduilos durante e brote, {7,20,28,37,38,30,42,43)

£n infeccionas experimentzles de hembras con 103 diss de gestecidn con &
LPMY {10 82 TICD), no se observs signos clinicos de Iz Enfermedad dei Olo Azul, las
cerdas permanecieron clinicamente sanes. Sin embarge de 44 lechones nacidos, 1
lechén nacid d€bil, 3 con opacidad de cornea v 2 lachenes muertos. Ssic sugiere gue
ei virus puede cruzar la barrera placentaria e infecter = los fetos, presentando as! une
infaccidn congénita, (24

L@ Infeccién experimental realizeds por Ramirez, v col., 897, en machos
zdultos, con 8 ml Umh. iz neszl v £ i via ramuscular) dei virus PAC-3 {10 ¢
TCIDAEL), observaron epididiniiis en {odos o animales incculados, con e presencia
de nddulos en iz cabe

N

& dei epididime. Reduccion de la moblidaa v conceniracion

- 241 A " B temd, A e Pt .
sszermatics 24 dias  posi-infeccion. mistcidgicaman:

osenvd ia formacion de

1
m
w
1]
o o

ranulomas espermétices y degeneracidn vacusiar de! enileiic ductular, esas lesicnes
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fueron asociadas con infilracion eelular mononuclear v fibroplasia intersiicial. =n el
tesiloulc 28% de jos animales resuitaron con degeneracion de los tibulos seminiferos e
infilracién celular mononuciear intersticial, con airofiz testicular unifateral, {(29),

Ll

2. CLASIFICACION ¥ CARACTERISTICAS DEL VIRUS D
2.9 AGENTE ETIQLOSICO

El agente causal, aislado de muestras de cerebro de animales enfermos, fus un

EOAL.

i
&

virus hemoaglutinante que induce en cultivo primario de células de rifisn y en linea
celular PK15, efecto citopatogénico con formacion de sinciios, el virus caracterizado
82 clesificd iniciaimante, dentic de iz Familla Paramixoviridae {19,23,40,46),

2.2 CLASIFICACIDN DEL VIRUS

En 1991, protsinas sstruciurales del virus fueron gscuenciadas, se enconiid
una homolegia del 40% enire el virus de paperas y el LPMVY, lo que suginé que el LPM
&ra un genuine paramixovirus. Pesteriormente estudios realizados de clonacidn Y
secuenciacion de izs diferentes proieinas esiruciurales del virus, como son: gen de Iz
proteina de rmairiz M, (8), de la Hemegiutinina-Neuraminidasa Hi L (47), v el gen de &
fosfoproteina P, (5} ha mostrado que e LPMV esté ssirschaments relacionado s iz
reciente clasificacion del grupo de Rubulevirus (31} v en iz Ofiima clasificacion de iz
Texondrica de los virus, fue clasificads deniro dei orden Monomegavirales, Tamiha
Paramyxoviridae, subfamiliz Paramixovirinae, género de los Rubulavirus, especie
Rubulavirus porcino (La Piedad Michoacan-México virus) LPMY. (3,4,19,31,47 53).
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lia variedad de cultivos celulares de origen
porcing, dovine. simic, células nulmenerss de vigdn, v células ge origen mumano
ocasiona efecio cliopdiice (ECP). Su temafic os de aproXimadamente 180 = 300
nendmetros (nm), formede nor une nucleccapside heleoica!, con una envoiiura

lipooroteica que Dresenta oDrovecciones cottas e i peflera de disinbucion
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homogeénea de & & 12 nm. Su forma e de viriones pleomdrficos, o asféricos en su
mayoria, {1€,23,31).

El virus posee aclividad nemoagluiinanie con eriirocitos de pollo, cobave,
bovine, cerdo, caballe, consjo, ovela, cabra, rata, pave vy humanos dpo AB v O,
Tembién poses actividad hemoadsorbente, hemolilica, de neuraminidesa y formaciora
de sincicios en cullives celutares (23,48,53)

2.4. CARACTERISTICAS BIOGQUIMICAS DEL Rubulavirus poreino,

ELPMVY, tiene un genoma de &cide ribonucleico (ARN), con sentido negativo,
de una hebra no segmentada, formada por 15,082 nucledtidos, gus actla come moide
para la sintesis de ARN mensajero , esta dividida en 8 genes que codifican diferaniss
protelnes estructurales v no estruciurales, con e! siguiente orden 3’ NE-P-M-F-HN-L-Z,
esta sscusncia es similar a iodos los miembros de 1z sublfamiliz Paramyxovirinae |
cadz gen cedifica para ung proteina sxceplo el gen P, cuva edicidn ouede otiginar tras
producios PV, v C ; v ol gen F gue codifics pars un polipéptide Fo que es dividido por
una protezsa ceiular en dos proteina F4 v £2 (5,9,17,18,19,46,49,83),

.
f

& nucieocépside del LEMYV, esta formzda por tras protelnas: iz nucieoprotelin
{NP), iz Fosioproteina (P} v iz proieina de zite pess molecular polimerasz ¢ protefna
grande {L). una protelne de Mairiz (M) y por dos glicoproteinas e Hemagiutinina-
Neuraminidasa (HN)y lz de Fusion (F), con diferentes pesos moleculares B8, 52, 20C,
42, 59, y 86Kd, respectivamante { Fig. 1) (3 4.5,6,9,17,23,46,47,53).

La protelna nucleoproising MNP, 2 mas sbundante enconirada durante le
infeccion de oflulzs vy se zsociz con & ARN gendmice vira! dando origen 2 =z
nucleccapside, provee proteccion y ssiabilided, se expresa en grar concentracion =n &l
citoplasma ¥y son  importentes  en iz estimulacién  oe respuesia
inmune.{3,4,5,8,17,28,48,33)

L& proleing P, forma & complejo pelimerase jurio con s oroteing grande L, &
interacida Junic con ia NP curanie la repicacidn ¥ la transcripcidn, Lg protelneg M sz
z 80 .4 pans inlerna de & envoliura viral, interacits con iz NF, 10 gue permie

ensamolar {es nucicocépsides = lzs zonzs de iz mambrana celuler donde sa SXprasan
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las glicoproteinas virales . La HN y fa F son proteinas de transmembirzna glicosiladas
involucradas en la infeccidn do las células v lz fusidn de  membranzs
(3,4,5,86,8,17,26 48 47,53).

Zl gen P preseniz fres marcos de leciure abiestos, que pueden zer transcritcs
eltemativamente mediante la adicién de guanidines no codificadas, o que origing 3
poiipéptides, las proteinas PV.C, qus actlan como reguledorss de la transcripgion del
genomae viral {5,48,33).

La proteina de mairiz i se localiza en la parte interna de la envoltura viral,
debido a su carga neta positiva tiene gran afinidad por la NP, ic que permite ensamblar
las nucieocépsides 2 las zonas de la membrana celular donde expresan las
glicoproteings virales.(8,48,53).

L2 aroteine de fusidn F, participz en fa fusidn de los recapiores de 2 membrana
celudar . Permite que ef virus se incorpors ai citoplasma durante iz fass de neneiracitn
¥ que difunda de una célula 2 ofra, oI exponerse al medic axierno. Le fusion de varias
céluias da iugar 2 Iz formacidn de células muliinucleadas derominadas sincicine, La
proteina F por accién de una proteasa celular da origen a dos cadenas £4 y F2 unidas
por un erniace de disulfuro con lo cual constiluyen ia proteina aciive, aciuaimenis 3e
determiné gque la faccién F1 y F2 poseen uno v cushic sitios poienciales de M-
glicosilacion respactiveaments. (3,4,9,468,53).

Le proteing hemoagiutinina-neuraminidesa HN es ia responsable  dai
reconocimiento del recepior viral y de la adhesién 2 las células blance de Iz infsccion,
tiene actividad hemagluinante (HA) v de neuraminidasa (NA). Esiz proteina sstimulz
ws mas eficlenias anticuerpos neutralizarmes, en consecusnciz iz mejor respuesiz
inmune. investigacicnes realizadas por Zentenc, v col. al. 1988 (35), observaron oue
esla proteing inferacila especificamenie con los residucs Neu Ac affz 2,3 lactose

sle organizeds ar Zos ragionss: ung

w

residuos en ifzs cdlulss Blerco, iz H

D

niraceluizr , en 'z regidn de ransmembrana, hidrofébics, rigide ¢ inaccesible 2 los
o

disclveniss polares v oira regién sxiraceiular culen poses iz zctividad hemoagiutinanie

y neuraminidasa, ¢! analisis de lzs sscusncias de e MN, permitio identficar &l posibie

-~

dominio nemaglitinents entre los rasiduss 2494 v £14 de la proteing HN dai rubulavirus
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percine, los cuzles mestraron un alic grade de conservacién con relacién = ios
paramixovirus aveluados, eslo sugiers que el sitic de dominio de unidn, he sido
sonservado 2 fravés de la eveiucian,(32,33,46,47,53,55)

2.8 PERSISTENGIA VIRAL

Dentre de la familia cde los paramixovirus, algunos virus comc & virus
respiraiorio sincitie! {R3VY}, Parainfiuenza tino 3 (PiV3), virus del sarampidn, virus de ias
paperas, etc. tienen ia habilidad de ssiablecer infecciones persisientes i vifro asi como
in vive (Randall and Russel, 19¢1), esie agpecto resuita importante por el riesgo que
implica en la perpeituacién del virus v por la posibilidad de existir animales
persistentementz  infeciados gue lberen virus infeccicso en forma esporadica.
{2,17,18,30

ios estudics in vifro de infecciones persistentes, se relacionan en su mayoria =
ie presencia de particulas subgandmicas dal gen viral, mutantes sensible a2 la
temperature ¥ por & inhibicién ds la expresicn virs! por imterferon. Las pariiculas
subgengmicss son segmenios del genome completo gue necasitan la presencia ds
virus infecciosos para su propagacion. Estas particuizs, tienen un efecic inhiditorio en
fa replicacion viral porque compiten por la maguinariz de sintesis de RNA viral, de aif
su nombre de particulas defectivas de interferencia (D), las cuales pueden existir de
dos formas basicas: por retrocopias ( copy back RNA) v por segmenios de RNA
borrede internamente. Las primeras se cree gue son generadas duranie la sintesis de
la cadeng negaiive del genoma, donde la polimerasa termine prematuramente con &l
gen L vy reinicia 12 sinigsie de RNA, ssie tipc de copias son generalmenie les més
comunas ¥y mas pequelias que ios segmenios de RNA bomrade, que corresponde a
delesicnes internas deil RNA. {2,3,4,15,17,18,30).

w&s infecciones pesisientes i vivo vueden deberse g varios mecanismos. En
ocasiones es suficienie une baja infeccién mediadz por Iz presencia de particules
defectives  que inlefflersn con iz produccion de virus infecciose. 8in duda  para
estaplecer una infeccion persigients s& requizre que sl virus cemble & una fanotive no-

fitico, o gue las células infeciadas no presenten un ciclo de infeccién itice En estzdos
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de persistencie puede ser necesariz & continua replicacion del genoma viral an
coniraste con una infeccidn laianie como as causadas por ciertos virus DNA, donde la
expresion viral esta esirechamente conirolada por genes virales y la rénlica da!
geroma se realize gl mismo tiempo gue la division celular, (2,3,4,17,18,30).

En todas las Infecclones persistenies por paramixovirus |, of virus refiene ia

capacidad de codificar aigunas proteinas funcionzles involucradas en ia transcripcion

i

replicacién dei virus, perc la falta de olres proteinas necesanias parz compleiar &
ciclo virel, ccasionz gue se sstablezca en iz célula un squilibne enire particulas
compleias y pariiculas Dl. Esio puede ocurrir en sitios antigénicamente privilegizdos
como el sistama nervicso central (SNC) 2n donde existen células de lerga vida como
ias neuronas. C bien se logran ransmititr de una célula & ofra evitamdo & contacto con
el sistena inmune del huésoed, ssio serfe un evenio importante en iz manutencion del
astado de persistencia. {2,3,4,15,17,18,30)

En el nuésped, la respuesia inmune puede ser evadids, debido 2 iz infeccién de

T ciiotbxicas, que son consideradas como las més imporianies efecioras en Iz

respussta inmune contre infecoiones virales. {30}

Muchos mecanismes han side eseciados con ef establecimienic de infacoiones
persistente por virus de ia familiz paramixoviridae, jos mas frecueniamenie descritos
involucren fa presencie de particuias defectivas de intarferancia. Investigaciones
recientemsnie realizadas por Hjeriner v col. “997.(17), con & Rubulavirus porcing
(LPMVY} han demosirzdo la capecided del virus para producir infeccion nersisienis an g
iinea celular PK15. Esia infeccién fue realizada, z partr ge la infeccidn de células
rorvaiss, oon une slia proporcién de periicuias virgiss por céluia; las céiulas oLe
scbravivieren, que 2 iz mayoria ce los casos fue abajo del 3% del niémero origing’,

fueron sunculiivadas v znalizadas hasie 28 pases, cuendo empezaban ha crscer con
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Posteriormente fusron reinfeciadas con LPMY v rio se observe lisis celular 2 diferengia
de cuande fueron sxoussias con &l virus de estomatitis vesicular donde fueron fisadas
répidamente. En ef andiisis de las proteinas virales se observd que las proteinas
NPFMLF v HN del LPMV, se delecizron, en bajzs caniidades en lzs cdlulas
neisistentemente infeciadas v en las células con infeceién ifiica. También observaron
la presencie de particulas defectives en sus dos variantes, copy back v las borradas
internaments Especiaimente fue e efscic en iz expresion de iz proteina L, e cual
decrecit notablemenie, aungque no estuvo totalmente ausente. L.os autores consideran
gue ssta proteina L, como parte esencial en su actividad de polimerasa (L) del LPMV
puede fener un papel importante en la manuiencién del esiado de persisiencia,
{2,3,4,15,17,18,20)

Duranta 1888, Ann-Christin, v col., comprobaron mediznte procedimienios de
biologia molecuiar (RT-PCR) la persistencia del PV, an cerdos axperimentalmente
infeciados dus sobravivieron a la infeccidn aguds (cerdos convalecienies) v
virgl  NF, mediantz fa
inmunosupresion con asteroides. En estos estudios no =& enconird virus infeccioso an
ningun iefido evaluaco, sin embarge ss deiscio, la presencia de RNA gendémico viral v
RNAm en cerebro medic de ics cerdos convalecientes especifico para el gene P, v en
cardos cen adicién de iratamienic de Inmunosupresién; fambién se deteclds RNA
especifico parz el gen P y NP en mesencéfalo, regitn sncefdiica anterior, cerahwe
anterior y pulmonas hasia 58 dias post-infeccion. Este RNA gendmice v &l RMAM ss
sneenird en pequsfizs caniidades, ademas de gug se demosird in vilre mediante

znélisis de extensién del cabeader, g

1

us esgle RNA es transcripcionaimente aciive. . Zsics
hellazgos indican |z persisiencie de RNAM y genémice especifice de slgunzas proteinas
estructurales { NP v P) del LPWMV, en animales que se reciperan de una infeccién
exgerimentai aguda, {23,

2.8 RECEPTORES CELULARES DZL LAWYV,

rara el esiabietimienic oe unz infeccicn virar se encuenwan invelucragdeos

compongnies virgles v facioras propios del hospedero, lo expresien de moléculzs de
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superficie denominadas recaptores, permiten 2! virus adherirse, usionarse y fc cenetrar
& la céluiz. Reyss v ©0l.1998 (32) en investigaciones de ios mecanismos de respussts
al LPVY, demuesira gue &l virus reconocs recepicres glicoconjugados celulares gue
contienen &cide siglico, unidos an enlace alfz 2,3. Se ideniifico la expresién abundante
de esios recepiores en {gjido respiralorio ¥ nervioso de cerdos neonatos,
principalmente bulbo olfsforic, hipccampe, corteza cersbral, masencéfalo, cerebelc y
medula oblenga con ligera expresién en aparaio urogenital. En cerdos adultos de ©
meses, se identificd una amplia expresién en sistema respirziorio v linfético. Sin
embargo iz exprasion de este tipe de 4cide sidlico disminuyé noiaklemenie en fayide
nigrviceo, slende nula en lzs regiones nasal y cerebral daf nervio oifatorio, en su lugar
8¢ encontre an todo el slstama nepviose central, un isdmers alfa 2,5, Esia diferenciz sn
sf camzic de receplorss expresades an la sélula, variz dependiends de ta edag y &l
tipc de tgjido y parsce ser detarminante en las diferencizs en ia susceptivilidad tsuar &
iz Infeccién por LPMV . Es decir, que &l tipo de 4cide sizlico sxprasade en diverses
tejides cambia conforme madurs el organismo v condiciona le susceptibilidad de) carde

{28,32,33,55),

27 RELACION COK OTRDS PARAMBOVIRUS.
investgacionss realizadas por icreno, v col., 1888 (23), deierminarcn que [as
proteines del Rubulavirug porcino LPM, comparten homologla con proieinas de! virus
de Parainfiuenza boving Ype 3 (PH-3) cepa LU-23 v gon las del virus de le enfermedad
de Newczsile ceps Monianz. No ss observé rescciones cruzadzs o YTLUERES
eroiégices contra e virus de Perzinfluenza humana tipe 1,2, y 3, paperss, serampién,
respiratorio sinsitial, Newceastie v PIV-3. La homologlz que presents con io0s virus <zl

género de los Rusuiavirus, es de 49% en iz HN con el virus ¢ & paperas (Muv), v 43%
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con &l virus de los Simios 5 (8V5). La comparacién de ios aminozcidos de iz proteing
Wi revelan une homologia del 48% con el virus de Paperas, 36% con &l virus SV5 v
25% con el virus de Newseslle. Hasiz lz fecha ne se han enconirace relaciones
antigenicas, sin embarge Svenda, y col. 1898. (49), ha restizado esiudios filogenéticos
v a comperads los alineamientos de las protsinas de! LPMV v las proteinas andlogas
de otres virus deniro del orden de los monomegaviraiss , sroponiendo la construccion
de arboles filogenéticos de acuerdo = Iz clasificacién dal LPMV v en comparacidn con
los ofros virus de ia familia Paramixoviridae, en relacién ai estudio de ires proteinas, la
preteina Fy Ly NP,como se muestra en la Fig. 2. (3,4,5,8,9,23,25,48, 49, 54}
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Los signos clinicos clésicos de lz enfermedad, parmiten =stableser un
diagnésiico cliinico presuniive. Sin embargo s necesario demosirer Iz presencia dal
virus © de aniicuerpcs espacificos contrs el mismo. Lz necropsia v ef estudio
histciégico ayudan en el disgndstico.

Zn e diagndstico seroldgico conira el Rubulavirus porcino, se han uiiizado
diferentes prucbas como son; i@ prueba de inmunoperoxidass (DGSA) e inhikicion de
la hemoaglutinacidn . Sin embarge se ha demosirade que sstas prusba son menos
sensibiss que ies pruebas de ELISA y seroneutratizacién . Actualmenie e uillizacion de
métodes inmunoenzimaticos favoreca la mejor combinacién de rapidez, sensibilidad y
faciided en el diagnéstico seroidgico. Recientemente Nordengrahn v col., 1989 (25)
desarroilaren un Kit de diagnésiico basado, en un ELISA por bicgues, en ol cual se
utfiize un conjugade a base de un anticuerpo monoclonal esoecifico dirigido a fa
glicoproteina Hemaglutininz-neuraminidase {HN) del LPMYV, (Svanova Blotech Uprsafa
Sweden), {12,123,22,24,25,41),

Parz el diagndstico preciso se requerirla idealmente; del aislamienio dal virus a
parir del encefaie, ionsitas y pulménes, asi como la identificacion del virus por
inmunofluorescencia  uifiizando un anticuerpe monoclonal contra la Nucleoproieing,
{12,41,84).

En lz  necropsiz, no exisien lesiones especifices de la enfermecad |
generalmente s& encueniran asociaciones. (41,4445 54)

Histologicamenie en ¢! cerebro se observe meningoencefaliiis no supuraiiva.
gliosis focal |, infiliracién per vascular de infocitos v cdluias pizsmatices. Necrosis,
neuronefagie v coreidiiis, { 1,24,27 41,44,45)

cLSTIFICATION
riasia & fechz .os estugios de persisienciz en animzies convaiecientss, esién

limitedios 2 niecCiones experimentales con el Rubulavirus porcino v ebssrvaciones 2

corto plazo. Los animales expuesics z broles nelurales, que parmanscen en ias

a3

L]

grenjes, pusden ser fuanie de pronagacian dal virus en el haio.
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OEJETIVO GENERAL
Realizar un esiudie mmunopatoldgico an cerdos cue se recuperan de la

infeccion aguda {convaleciantes) con Rubulavirus porcino, causante de la Enfermedad

del Ojo Azul n cerdes..

OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar la presencia del virus en diferentes tgjides, mediante pruebas de
Alslamienio  viral, Hemagiutinacién  Hemadsorcidn,  Inmuncflucrescencia,
Inmunchistoquimica y Microscopia electrénice.

- -Daterminacién de su esiado inmunolégico mediante la detaccién de anticuerpos

circulzntss especificos hacia e virus v la deerminacién de pobiacicnes de infociios
Ch4 y CDe.
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Se locelizé unz granja porcina con casos clinicos v aniscedanies de un primer
brote de Rubufavirus porcino, para la adeuisicidn de animales positivos, también se
iccalize una granja sin antecedentes de presentacion de brotes de Iz Enfermedad del
Ojo Azui, certificads licre de 1a enfermedad.

Todos log cerdos se irzsladaron a las Unidades de Aislemienic del CENID-
Microblologia, donde se mantuvizron duranie @ mesas,
4.4.1 CERDOS PCRITIVOS (convaleclentes)

La granja fue localizada en el Edo. de México, municipic de Zumpango, con una
pobiacién promedio de 200 vientres de raza Yorkshire. con un sistema de produccién
de cicio complets vy reempliazos de a misma granja. B hroie tenls cos messs de
naberse presentado, los sintomas clinicos observados en la granja fueron los
caracierisiicos de ia Enfermedad de Qjo Azul, cbservande sfectadas fae diferentes

. PP et J S cmy g T H .
S vacuna oonife rishre pofcing clasica ¥

Enfermedad de Aujeszky.

B¢ realizé un musstreo da 10 animales de § semanas de edad: la seleccion fus
orfentada a aguelles cerdos que presentaban slevado ifulo ds anticuerpos  {AC)
aspecifices conira e Rubulavirus porcino LPMY, detectados por ia prusha de ELISA y
sintomatclogia slinica de esta enfermedad (presenciz de opacidad de cormea uni o
bilatsral y secuslas nerviosas come forticolis), que euginé la infeccién previa por este
virus, Une vez ideniificados, se adeuiiieron 5 cerdos, de 30 Kg. de pesc y de 5

semanzs de aded { {res hembras v dos machos), los que s& ancontraren denirs de la

mismz etape de producsion {desteie),
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seroidgicarants negatives v slslamignic negativos al LPMY. Ss obiuvisron § cerdos
negatives de 8 semanas de edad {recién desietados), provenienies de asia granja
certificada lire de fa Enfermedad de Cjo Azul, serolégicamente negativos al LPMV,
pare formar ¢ grupo control.
L2 LINEA CELULAR
Se cultivé la linea celular Pk 15 en su pase 18, en botellas de pléstico especiaies parz
cuttive celutar (NUNC} con medio de cultive minimo esencial (MEM, Gibeo), adicicnade
con un 10% de suero fetal bovine { In Vitra),
4.3 VIRUS
L& cepa de referencia del LPMV fue deonada per el Dr. Morane Lépez, 2n su

quinte pese en culiivos celulares v se propagé en iinea celular PKI5, S inoculé un
monoestraio conffuente en un equipo de “Cell Factory” { NUNC) de dos pisos. Se ratiré
el medio de cultivo v se inoculd con ia cepa de referencie en volumen de 5 mi por piso,
ge incliné para cubrlr 2! monoesirate con el virus, cada 15 minulcs. Une vez
transcuitide 80 minutos de adsorcion viral, se procedid g laver izs cdlulzs con Selusion
amortiguada de fosfatos (PES) v s2 cubreron con Medic Minime Esencial (MEM)
gdicionado con 2% de suero fefal bovino. Las células se incubaron a 37°C, on una
estufa con suminisiro de S0 {2%). Las células se observaron distiemenie an un
microscopie invertido. Cuando en el menocastrato se identificod ol 50% de lisis calulzr, sa
mantuvo & 4°C. duranie 2 herss, se colecié ef sobrenadante v se distribuvd en
crictubes, en alicuoias de 1 mi, finaimente se congeld 2 —196°C en Nirdgene liguido

Para tituler la cosecha viral, se descongelé una ampoilels se cantrifuge & 400¢ =n una
cenirifuge MSE v se 4iu6 por iz iécnice de M. Para cads prueba de seroneutralizacion
se descongelé una alicuoiz fresce de virus. =l tido se caleuié por e método de Reed
and Muench.(12).

Fara oblencién ce! suerc, las muesiras sanmguineas de cade cardo, ss
cendifugaren 2 400g en una cantrifugs MSE, & cusl fue separade en condiciones de

ssierilicad, se envasd en crioviales, se identificaron las mussiras v se conservaron an
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congalacidn =20°C. nesiz su ulilizacién. La determinacian da anticuerpos circulanies,
especificos conira ¢l Rubulavirus porcino (LPWV) se realizé mediznte 2 pruebs de
Seroneuiralizacién en culiive de tejidos (SN) v pruebs de ELISA por blogquea
{Svanova), v (1,12,13,25).
£5 LEUCOCITDS

De log cerdos infectados y coniroles, se recolectaron muestras ganguineas en
tubos vacutainer con Heparina. La oblencién de ieucocitos fue mediznta ia separacion
de laucocitos del resto del paguete celular con un gradiente de Ficoli-Hypague 1077
(Sigma, 8t. Louis .MO). Las molécuizs de membrana ( CD&+CD8+, Ch4+LD8+) an la
poblacion de linfocites se determing por el métodeo descrito por Summerfield v col.,
1888. (48) La cuaniificacién se reaiizé, mediante Ciiometria de fivjo. {18, 30).

4.8 ANTICUEREO MONOCLONAL

Se empled e anticuernc monoclonal contra ia nucieoproteine NP, previamanie
lituiado a una dilucién de 1:200; pera ia identficacién del virus mediants la téenica de
inmunofluorsecencia e inmurchistoquimica; para estés pruchbas se reziizd o marczie
respectivo con Anti ig-G de ratén acoplads = fluoresceine ¥ avidina-bioting,
respeciivaments, 1,24 ).

Parz 12 prugbs de Ciiomeiriz de fivje se ulilizd Anticuerpos monocicnaiss de raidn
{(MADb), especifico para Jiferenciacidn de melécules de cerde, (WMRD, Washington
DLC.) fueron ; iMab 74.124, IgG2b ant-CD4; MAb 78.2.11, 1gG2s anii-CD§;
Conjugadado de cabra policlonal anti-ratén igG, marcado con Isotiociznate de
rivoresceina {F.TC), Conjugadc de rale Mah  znii-raien ig32a, conjugade com
phycoeritina (PE); Conjugade de rata FITC, MAb ant-ratén igG2h ( Becion&
Dickinson), {46, 0.

3, DIgER

3.7 GRUPOS ZXPERIMENTALES

O EXPERIMENTAL

"

Se formaron 5 grupos integrados por dos animales cadz e { uh carde seroposiive

¥ UNG seranegetivo come centinels), ademés se mantuvo un cerde uera de esizs
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instaiaciones comg conirol negative. Cade grupo se calocd en 5 unidzdes aislzdas, con
slimentacion controlada dos veces =i giz (2 kgldiz) v aguz ag fibitum.  De todos los
znimales, s ohiuvieron fmuesras de sangre de ja vena rmargina! de iz orsje, cada 15
dias, se separd a| BUere ¥ se mantuvo en congelacidn hasts su emplao an ias pruebas
seroldgicas corresponcisnies. Zn cada grupe de cerdos, se sacrificaron 2 animales,
con infervalos de 48 gizs . o cerde tastige negaive, ss sacrifico al éming dal
experimento.

Simuiténeamente, al inicio dai eXperimenio se omaron, muesiras de nisopos
nasales, para aisfamiento viral 2 todos los cerdos en experimentacién. También se

realizd diagnéstico serolégice diferenciai para Fiebre Forcina Clésics v &l Sindrome
Reproductivo y Respiratorio del Cardo {PRRS), mediante ia prueba de ELISA.
8.2 WHUESTRASDE TEJDCS.

Inmediztaments después del sacrificio da ios cerdes  Infectados ¥ coniroles, se
obtuvieron muesiras de los  siguienies tejidos: Coreze Caerebral, Wéduia oolongs,
cordon espinai, Cerebele, Butho olfaterc, Nervio Gpiico, Oio, Traques, Mucosa nasal,
Mucosa brenguiai, Pulmones, Tonsilas, Time, Bazo, Méduiz Ssez, MNédulos finfoides,
Gléandulas salivares, Higade, Rifgn, Cerazén v Péncreas, Parz las prusbas da
inmunohistoquimica Histopatoidgia, se fijaron en solucidn amortiguade ds Formoi gl
10%. Parz pruebas de aislamiento viral, se Preservaron en medio de culiive { MEM) con
antibidtico {peniciiina-estrep@‘omiciﬂa). Simultdnsamente se tomaron muesiras de
tejides en ¢rid viales Para sy eimacenamisnio en nitrdgeno fquida. Pars pruebas de
microscopla efectronica, se cologzron muestras de tgiide en solucién aimoriiguade de
Clutarsidenido al 1%, adicionade oon Pareformaldehide al 4%,

LOn ig suspension de igjidos de os cerdos infectacos naturaiments por LRV y
¢e cardos negatives, 82 realizd iz prueszs de sislamiento viral en cellzs PRIB,

culiivadas en micropiacs de 24 FOZos, para evidencier iz preserciz de LPMY, medizme
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le observacién de CPE, ocasionado por i2 presencia del virus, y para su andlisis

o

&
medianie ia prueba de Hemoaglutinacién y Hemeoadsorcian . (Apéndice 1),

8.3.2. MEMOAGLUTINACICN (HA} Y HEMOADSCORCION (Had).

Lsias pruehas se basan en ja deteccidn de la expresién de  la proisine
ssirpctural HA del LPWY ulilizende gidhulos roles de palio; iz prusba de
Hemoadsorcién se realizd, con los monoesirares  de células PK15, inoculados con lzs
muesiras problema, éstes fusron lavades con amortiguador de fosfatos (PBS) e
incubados con glébules rojos al 2.5% en femperalura ambiente durante 3¢ min.
Inmediatamente después, fueron lavados con FBS por ires tiempos para retirar los
gicbules rojo no adsorbidos v examinades por of microscopic inveriido. La prusha de
Hemoaglutinacidn fue realizada con los sobrenadanies de los culiivos incculados, el
efecio de egiuviinacidn de gidbulos rolos de polls, se cbservd a irevés de un

rara evidenciar ia presencia de antigenc viral, se uiilizs Iz pruesa ce
inmunohistoquimice descrita por Haines DM, y Chelack BJ. 1891, (85}, ios diferentes
iziidos ds cerdos convalecieniss v coniroles, fusron incluidos en parafing, parz
peetericrmente realizar cortes de 4 micras en Micrdiomo. La identificacién de iz
presencia de antigeno viral se reglizd mediante la adicion det aniicuerpo monosional
especifico dirigido hacia la NP det LPMY, en combinacitn con un segunde menocioneal
anti 'gC de raldn marcads con &l sistema Avidina-Ziotinz, revelads con &l susiralo de

A

Fosfatasz glcelne. Las muestras fueron observadas al microscepio de luz. (12,56)

£.3.4, AMUNOFLUORISCENCIA INDIRECTA F).

Se reelizaron culiivos de células pK15 en porizobisios (Lab 12k}, postsriormenis
fueren inocuiadas , con uns suspensién (20%) de los diferentes ‘gjidos para sisizmienio
viral de los cerdos corvalecienies y coniroles . Se incubaron duranie 72 hrs., se filzron

cor acgiong al 100% durants 20 min.. La weniificacion de iz presenciz de antigeno
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virgl se realizd mediants la adicién del anticuerpe monocional especifice dirfigide hacia

a NP del LPMV, en combinacidén con un segundc monocional anil [gG de ratdn

marcado con fwiorescelna, la evaluacidn se realizd en un microscopio  d8
flucrescencia, (Apéndice 1). {12,24)
5.5.5 SERONEUTRALIZACION EN CULTIVO DOE TEJIDOE (S

Parz Iz realizacion de SN, se trabgjaron placas de 95 pozos esteriles merca

H'

“NUNC ge fondo planc, los sueros se inactivaron a 58 °C durante 3C min. ¥ 1z infeccién
se realizd con 200 TCIDAQ.05mI. de LPMV, ulilizande la linez celilar PK13, de acusrde
con la técnica descrita por Mc Neilly, { Apéndice 1) {12,24).

8.3.8 PRUEBA DE ELISA (bloqueso)

Se trabaid con el Kit Svanovir, (Svenova Biotech Uppseala Sweden), desarrcliado
nor Nordengrahn v col. 1883., para detectar anticuerpos especificos hacia e LEMV. La
prusba se basz en lz ulliizacidn da un anticuerpe  monocional dirigidec hacia {a
glhicoprotelna HN, Hene unz sensibilidad dsl 88% v una especificidad del 87%, los
resuliados de la estandarizacion de ésta prusha fueron concordados con la prushz de
ELISA indirecls, Inhibicidn de iz Hemaglutinacién, inmunofivorescencia indirscia,
prushs de virus neuiralizacidn, { Apéndics 1) (28]
£.3.7 CITOMETRIADE FLUJD

Con la suspension fresca  de leucociios de los diferenies grupos de enimgles,
se determind la presencia de ias ciferenies moiéculas de axpresidn ( CD8+ CD4+,
CD4+CDE+) en la  poblacién linfockarias, por el métode descrito por Summerfield v

al., (1898), Parz 1z cuantificacion por Ciiomairiz de fluis, de jas célules CD4+ © CD8+,

s

fueron incubados los linfociios con ¢l monoclonal de raidn sspecifico haciz los

dferanies fenotipos, seguide de la incubacién con & conjugade mercado

sspacificamente. En e case del andlicis de la poblacién doblemente marcads (cdd+-
cd8+), se utilizaror los Mabs anti-cdd {76.2.?‘5} y anti-cad [74.92.4) seguide por @
inocbhacitn con ambos conjugados | \, PE ce Mabs respectvemnenis, diigidos
haciz 2 izotipo especifics. Todas lazs incubaciones fueron reslizadas 2 4°C por 18 min.,

128 células fueron lavadas con P33 044 pH 7.2, C.2% B8A v 0.1% NeNSd. Las céidias
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marcadas fueron analizadas gor 3! clicfuorcmeirs { FAS Calibur Becion&Dickinsor:,
Mountain. View.C.A.). (18,48),

3.2.8. MICROSCOPA ELECTROMICA

Parz el esiudic de ios iejidos por microscopia elecirdnics, se corlaren porciones
de tefido muy pequefic {imm®), para que iz superficie expussts en coniacio con e
fisdor fuere mayor en relacién 2l volumen de éste. La fijacién, deshidraizeidn, e
inclusidn de tejides, asi como, los corte fine y ulirafinos, se realizeron de acuerdo al
métode descrito par Brenda vy col., 1972, finzlments ¢l coniraste, se reclizd mediznts la
utllizacidn de Acetaio de uranile, Hidréxido de plomo vwie Ciiraio de plomo. Las
observaciones se realizaron en un Microscopio elecirénico JEM-1003. (apéndice
13,(88]).
£.5.9. RT-nested PCR del LPRY (RMA)

Elictat ¢el Rna fue purificado utilizando un Kit comercizl Rneid {(BIO 101) y un
ficre mRNA Purification Kit

{ Pharmacia Bictech) de acuerdo al protocelo de manufactura. Tars desnzturalizar ol
1Y

RMA zolidf+) fue puriicedo u

RNA , de& 1 10 ug de RNA en un voluman de 8 pi fusron caientados (70°C, 5 min.),
pesieriormente se realize una mezcla con las ranscripisa reversa an 20
conisniendo 4ub de buffer Sx RT (250 mM Tris-HCL pH 8.2. 375 mii KCI, 15 mM WigCiz
BOmM DTT), 4 1 2.5mbi dNTP mix, Tp 33 wpi RNA (Pharmacia Biotech), 1y 200 wi!
de transcriptasa reversa {Promega) y 1u 20 pmoi!m primer ( random haxamer, cligo
{dt} o la secuenciz ssrecifica dal genema del LPM V (gen-NP), Los cebaderes delgs
NP dei LPMV, fueron designados de |z secuencia dei gen NP descrita por Svenda, v
cal., con la siguiente secuencia:
ehedor extarne, - ATTCTCCTTGCCTECTEOTECTAT-Z (seniids)

5 ~ACTGCCAACTATCCTEOCTETTOA-Y (entsentids);
cebader interne, &'- TCOCCCGATECCATTATICAC-S {sentide),
y &-CCCCCTTCCACGCTERATTCTS-3' {antisentide). Tl producio final znidade fus 375
peres de bases (op). El métedo v la Cuantificacién se regizd como s2 describe on
Aan.Christin v col. 1888.(2).

%]

he
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Signos clinicos.  Durante el pericde de observacion, los cerdos
sermanasiercn clinicamanie sanos, sin cambios en su comporiamients. Uno de ios
cerdes que presentaba opacidad de la cornes bilateral, no preseniaba visién de un ojo.

2.2 Alslamiente viral

Bl anstisis de las muesiras de hisopos nasales pare siglamientc viral, resuliaren
negativos para ambos grupos de cerdos { convalecientes y coniroles), &l no observar
sfecto ciiopético en ias células inoculadas, indicative de ia falia de virus infeccioso

En lzs musstras de izjidos irabajadas, parz aisiamisnio viral tampoce se
observd efecic ciiopético después de 72 hrs. de incubsacidn, los monoesirados
incculados sz analizeron nosteriormente, madianie i prusbz de HA, Had @
inmunofitorescencie indirecia.

6.3 Anélisis por Hemoadsoreldn ¥ Hemoaglulinasidn.

£l resultade del andlisis por la prueba de Hemeadsarsidn de los monossgiratos
de célulss P15, inoculados con la suspensién de los hisopos nasales v de tejidos de
ios merdos gonvslecientes , resultaron negatives al no presentar el fendmenc g
adsorcidn de glébuios rojos con fas células inoculadas con les muestras problema. A
diferencia del conirol de célules posiiive infactadas, que adsorbleron los gldbulos rojos
o7 iz presencia de 1z actividad hemoadsorbenie del virus en la superficie de la céiuigs.

7l znifisis de los sobrenadanies de esigs muestres por 2 prushbs de
Hernoaglutinasidn, tampoco presentaron aclivided hemosgiutinanie, o cuzl se
manifesid por la sedimenacién de gidbules rojes. A diferencia ¢e lz muesira contrel
positive, donde se nresentd le reaccidn caracierisiica de hemoeglutinacién de
glébulos rojos caracieristico de la presencia de HN virel | De igusl formz fusren

anelizacos los scbrenadanias v monoesiraios inoculedos con las diferentes mussiras

BVEiiacas.




bilg L a b i) L L Rt Lo U i b il B LS AR i LS 'ﬂ"ll]l"“l'"l‘Ml""'\'["ll’l"l'rllr"]m L 1 LRk WKt LES AL Ll R L L L o R L L Lk | il “‘"P""'I’WHH

33

3.4 Andlisis de la presencia de Antigene viral nor inmuncilucrescencia
Esiz prueba s2 realizé a2n los cullivos de células PKIE, infectados con las
muestras de hisopos nasales y los diferentes igjicos colectados. En lg rFigura 3. e
o

por la

¥

puade ver la resccidn del conirel positivo {células infectadas con LPMV),
presencia de cusrpos ovoides flucrescentes en =i citoplasma de las células, indicative
de iz presencia de nuciecproteing viral, a diferencia da las muesiras problemas, donde
no se observd este lipo de reaccidn resuliando negativas.

8.4 Andlisie de la presencia de Antigeno viral por Inmunchistoguimica.

Be anglizaron los diferenies tejidos de ios cerdos convalecientas v de los cerdos
controles ciizdos en materizl y métedos, por la prusba de Inmunchistogquimica Las
muestras gue resuiiaron con evidencias de reacciones posiiivas, que sugiersn (e
presenciz de Nucleoproteing virel dal LPMY, fueron iglidas come: bronguios, plexo
corgidas, ionsflas vy Péncreas (Figura 4 v & ) donds se observd la presencia de

ule iefiides de un color rejizo por efecto

struciuras ovoides en f citoplasma de la cé

&
de 1z rezonidn del sustrato wilizedo en egta orushs (Fosfaizes olegling)
¢ 12 regloion 4al SUSTaIo WNZEMda ef 28ia pruels (ogrgigss ficaning)

; Loz teildos de
ics animales controles no preseniaron evidencia de reaccién positiva. (Fig. 5, v 7

5 |
8.8.4 Seroneuiralizacidn
Ei thlo de iote prodmic;o para esie ostudio fus de 107 TCHDs / 0.05 mi, con
une actividad hemoaglutinante de 1:84 en gidbuios rojos de pollo. Los resultados de la
determinacion de anticuerpos circulantes por la prueba de ELISA v Seronsuirelizacién
an cullive de lefidos fueron:  en la prueba de Seronevirelizacidn sg obtuvieren tiulos
de entre 4 2y 1: 10 para los cerdes convalecienies; los cerdos cantinglas v =f cerde
conirol no infectado, no mosraron nilcuercos, permeanecieron seronegatives hasta lz
{eche ds sy sagrificls, (Cusdro 3).

8.5.2 ELiSA

0% resuilisdes de serowgla por la pruebs de EUISA (AT Svanove)pearz ics
cerdos infectados, muesiran niveles eisvados de an";icuerpes, iCS Cwa@s SSian

sxpresado en porcentzjes de inhinicidn (Pi) 2 scusrdo 2l SLISA por blosuee (P80 Y
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87%). Les tiiulos clevades se maniuvieron durante el nericde de obeervacion; los
cerdos centinelas  negativos permanecieron sercnegativos hasis el términc del
experimente (P! & o 20%). (Cuadre 4 v 5).

6.5.3 Andlisis Serolégico difzrencizl

Con raspecio a Iz serologia diferencial realizada para Fiebre porcing clasics v
PRRS, se observd: para Fisdre porcina clésica la presencia de aniicuerpes en todos
los animales convalecienies de Rubulevirus porcinc LPMY, a! inicio Yy térrming dal
experimenic. A diferencia de los cerdos conircles negativos que parmanacieron
sercnegativos desde of inicio hasta finalizar e experimenio. Con relacion z la
serologia realizada pare FRRS, se delecid iz presencia de anticusrpes en los cerdos
corveaiscientes, mismos que €2 maniuvisron hasia el sacrificio de ios animales; 2
diferericia de los cerdos coniroles, que nc presentaren evidendias de anticuerpos
duranie 2 periode de observacién.

8.8 Inmunidad Celuiar

El anglisis citofluorométrico para |a identificacion del fenotipo de los linfocitos
presenies en los cerdes infeciades comparado con 08 cerdos confroles, ng existié
diferencizs estadisticamente significztiva snire las diferentes poblaciones de finfociics
de los dos gruzes de serdes. Parz las céiulas CD4+ se cuaniificaren porceniajes
premedio de 9.5% para ios cerdos convalecienies v 42.4% para 108 cerdos coniroiss.
CSon respecio al veler de las células CD8+  se observé de igual forma vaicres
similares en los diferentes grupos de cerdos, 40.04% para ios cerdos convaleciantes Y
32.8% para los cerdos controles. Las céiulas T doblamenie marcadas {CR4+CDE+), ge
ooiuvieren porceniajes de 15.37% para los cerdos convalecisntes y 8.1% para los
cerdos controles.  ( Fig. 8).

&

T r L
8.7 rFallezgos & la necropsia

£n la necrosconia no se encontraron lesionss 24 los diersntes &roanos
muesireados, en ningunc de los animales en sstudis.

5.2 Andlisle Mstopeioidgico

En of anélisie histopaicldgics se shezrvaron cambics naicldgices 2n “Heremtas

igjidos evaiuados, en SNC sz obserwd saisliidsis en corigza, cersbro medic
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spéncime ¥ médule; hiperemia en piexc coroides. En pulmones, se observé
neumonia mtersticial con engrosamienic del sepio alveclar con iz presencia de céiulas
mononruciearss, en los cerdos convalecienies, ademés se obseivé aumeniada la
cantidad cel Tejide linfolde asociado a brenguios (BALT) en algunos de los cerdos .
Sin embarge esios cambics no se consideran caracierisiicos de le EOA, ve que
alguncs de estos cambios también fueron enconfrados en los cerdos coniroles. Fn
Tonsilas, Pancreas, Epitelio de & Gléndula salival, Nervio &plico v Trigémino, no s
observarcn cambios hisiopaiclégicos aparenies en ringuno de los dos grupos de
cerdos.

8.9 Microscopla efectrdnica

f1i

n las observaciones rezlizades al microcopio slectrénico, de tgjido pulmonar,
especificamsnie la zong del eplielic bronquial, no se observé la presencia de

pariiculas virales compleias en el apiisiio bronguial.

j

8.10 Resuitados prelimineres por RT-RPCR

Las muesiras de igfide de cerebro medio, bulbc olifateric v pancreas, nan side
irebgjadas medianie pruebas de RT-PCR, uliiizende cebadores dirigidos haciz Ia
Nucleoproteina del LPMV, obleniendo evidencies de lz presenciz de RNA de la
Nuclesprolefna  viral del LPMV, en cerebro medio de dos de ios cinco cardos
Infectados (Cerde 2 y 5), an buibo olfstoric de ires de los cinco cerdos infectedos
{Cerdo 1,3y 4}, vy en Pancreas dos de los cerdos infectados ( Cerdo 3y 5), = difsrancia
cie el cardos control negativo, donde no se prasenta ninglin tipe de evidenciz nosiiiva.
Estas pruebas han sido trabajadas con ires reselicionss, olieniende ios mismos
resultades. { Datos nc mosirades) (57).
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£f hecho de gue los cerdos convalecientes permeanecieran clinicamentis sanos,
s indicativo de que los cerdos infactados que se recuparan ¢ & fase aguda de ia
infeccion por Rubuiavirus porcine, permanscen asintomaticos ¥ Clinicamenie sanos,
esta obssrvacién coincide con las investigacionss realizadas por Stephans v col, 1885,
donde sugieren que una vez gue la enfermedad clinice desaparece, los animales
permanecen asintomiticos.

En las pruebas de zislamiento viral, no se observé evidencia de antigenao viral
en ‘ejidos, suero, i en secreciones nasales (hisopos) de los cerdos convalscientes.
Eeto se explica s se conmsiders que nuestros cerdos en  experimeniacion,
convalecienies de la Enfermedad del Ojo Azul, tenlan enirs 5 ¥y 13 meses pos-
inleccion. Comparado con s invesiigecionss realizadzs en cerdes infectados
experimenialmente por Allan, v col., 1888, donde cuantificaron iz cantidad de LPMY
en suero, secrecicnes naseles, heces fecales v oring; rscupsran el virug de hisopos
nasales entre e dia 3 v 7 posi-infeccién en cerdos de 47 dias de edad, ademés
sugleren que la excrecién viral nssal 25 mas importarie que la fecal. En oring
enconiraron los Hiulos mas slevedes con ressecic @ las offas gecrecionas.
Comparativamanie, bajo las condicionss en que se desarrolic nuesiro sxperimento,
ios  cerdes convalecientes, presentaban periodos pos-infeccién muy lergos | fo gue
expiica iz {alia de excrecién de virus, va gue la eliminacion dei virus se efecila durante
la fase aguda de lg infeccién, aln cuznde el virus persista en al organisme da los
cerdos.

Resulacos similares ce ia no recuperacion de virvs Infecciosos, de les cardes
convaiecienies de ia infeccién por LPMY, en izs pruebas de sistamienio viral de
hisopes v de muesiras de  teiidos, confirmadas por inmunofluorescenciz,  fueron
observedos &n estucios resliizades zor A n-Chrlslin, v col 1888, dende esiudizn

cerdos convalecientes de lz infeocion experimental con & LPWV (83 gias pos-

infeccidn} v no detectan le presenciz de virus infecciosos an tejido de cerapro medie,
cerghro anterior, »i 2uimones. Cor 2sine antecedeniss ¥ 105 resuifacos obiemdos en

o

este trabzjo se demuesita gue en cerdos convalaciantas que se recunaran e lz fase
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aguds de lz infeccién por Rubuiavirus porcine, no es posible la recuperacién de virus
infaccioss.

Los rssuliados negativos obienides 2n ias pruebas de hemoadsorcidn v
hemoaglutinacién de los moncestraios incculados con ‘as muessiras de isjidos de
cerdos convalecientes, son indicativos de la fale de expresién de ia orotelna
Hemaagiutining 2n la suparficie de las células, debido 2 la no infeccion viral por LPRY,
dade que esiudios de la caracterizacion del irus realizados por Moreno-Lépez, v col.
19868 (23) demuestran que & LPMY posee aciividad hemoceglutinante vy
hemoadsorbante con eritrocitos de molio, cobayo, cerde, conejo, ste. Actividad guz en
nuesiras céiulas PK15, incculadas e se presents.

Jna posidle explicacion de la no excrecién o ia falia de cantidades defeciables
de virus, serfz; g neulrzlizacidn de lzs particulas virales por ios abundantes
enticuerpos circulanies vio ls adecuada inmunitad celuler estimulada durante f curse
de la infeccién por la desiruccidn de lzs células infeciadas que exhibien =n su
superficie los antigenos virales para mantensr un na adecuadz estimulacidn inmune.

La evaivacion de los cerdos conirsies sa las pruebas de aisfemisnio viral,
tamvoce se observé evidercia de antigenc viral en tgjidos, suero, ni en secreciones
nasales (hisopos). Una explicacién de e ios cardes manienidos en contacio y Hores
de ia infeccidn, demostraron no adquirir el virue, sin formacién e amicuarpos
circulantes, esterta an relacion 2 ia odad de los czrdos certinelas, ya que en
investigaciones realizzdas por Reyes-Leyve, v col. 1298, {32) demussiran qus iz
susoeptibiiidad de cerdos e la infeccion por Rusulavirus esie asocizda a la expresidn
celuiar de moléculas Neu Ac alfz 2,3C2i reconecidas como recepiores virales dai
LPMV, fas cuales sufren cambios an su exoresior dependiends de la edad del cerdo

s

{enfre mas jovenes més susceptiblas) En este irabzje, los animales wilizados come

@i & T i 3 F o
centinslas, tenfan & semenes ds edad v

£,

& gcuardc & io citado aniericrmente, sugiere
gue probadlemanie porsu edzg, se modificd ia brasencia de receplores celuleres pars
el LPMV, por lo cue disminuyd 'z suscepiibiidad de los cerdos & virus, Rasule

interesaniz para Tuitros axparimenics, colocar en contacio con Cergos convalesianies

j= 3

¢ la Enfermedad dei Ojo Azul, leschones recidn nAacitos ¢ hambres gestanies

U AR oo ool ol
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{aprovechando iz inmunosupresién de le gestacidn), para discarmir i posihiiidad da
infzecicn y eliminasién dei virus por parie de fos cerdos convalecientss,

En relacién a ssios resuitados, se infiere gue iz exposicibn par contacto direcio
de cerdos convalecientes de lz Enfermedad de Oje Azui con cerdos susceptibles, no
son capaces de edguinc lz infzccidn, Esito coincide cor las obsarvaciones de camoo
reglizadas por Slephano, v col, 1980, dende meanciona que cerdes susceptible
(centinelas) infreducidos a una granja 8 2 12 meses después de un brote, permanecsen
astntpmaticts v seronegativos al LPMV.

Lz respuesta inmune ceiular de los cerdos convalecientes de Iz infeccitn con o
irug porcing, eveluade mediante |& delerminacidn de las poblacicnes
linfociierizs CD4+, CDB+ vy CD4+-CO8+, comparsdas <on ios cardos coniroles, indica
unz respuesiz inmune normal, sin diferencies estadisticemente significatives.  Sin
embargo el porcentaje de linfociios doblements marcados CD4+CD8+, observado en
3 de los cerdos infectados, con respecic z los cerdos coniroies, sugiers, gue aun
cuando ne haya difgrencias estadisiicas en las poblaciones de los csrdos aveluados,
no se descaria le posibilidad de que estén involucrados en iz resouesia inmune calular
g la infeccion por LPMY. Va que determinaciones realizadas en cerdos adulios, 4
semanas posteriores a la infeccion experimental con &l LPMV, por Hernéndez, y col.
1998, (18) identifican elevada conceniracién del fenotipc CD4+CDE+, y sugieren que
posiblemente participa en lz regulacién de la respuesta inmune celular del cerdo an 2!
control  de iz infeccién por ef Rubulavirus porcino, zdemés observaron que la
participacion de éste fanotipo de células, es especifico de infecciones virgles, Peor o
ento, &l hecho de observar 3 meses vos-infeccion, an 3 de los cardos convalecienigs,
un porcentaje elevade de este poblacion de linfocitos comparados con los cerdos
controles seronegatives, sugiere iz posible presenciz de particulzs virales defeciives
gue estimules éste tipo de ctlas dade iz svidenie sariicipacién de os infociios
Cl4+Ch8+, especifico ag infeccionas virales. S éstes gifarencizs er ol pereeniajs de
las poblacionss no fueron estadisiicamente significativas con respecio = los cerdos
coriroies, se debe probablements 2l nimsers de animzles sveiuados, 20F 1o Gue S

sugeriria realizar un estudio con mayor ndmero de observasiones.
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Los resultados seroidgicos obtenidos, confirman Gue ef virus infectante, indujo
una fuerie respuesia humersl. Los elevados porcenizies de inhibicisn que se
observaren en les muesires de suere evaluadas por ELISA durante la duracidn del
experimento, (9 meses), cenfirma un elevade nivel de aniicuersos circulaniss,
estimulacios posiblemente por i presencie de pariiculas virales defoctivas. Setz
hipdiesis se apoya dads lz facilidad con que ios rubuiavirus gensran particutas
defectivas y los hallazgos encontrados por Allen v ool,1998, al ohservar en cardos
infectades experimentalments por LPMV, anticuerpos circulantes, indicativo de que los
cerdos habian side infectades, sin la evidencia de virus infeccioso en pruebas de
gislamiento virai en igfido de cerdos hasts 14 dias pos-infeccion,

Con esle trabajo se demuestrg que los animales infectados naturaimenie nor
Rubulavirus porcino, conceniran niveles slevados de anticuerpos circulznies durante
por lo menos 13 meses post-infeccidn. Lo oual coincide con lze observaciones
realizadas por Stephanc v col, 1985 {44), donde se mencionz gue los animales
infactzdos naturalmente desarrolian anticuerpos gus usuaiments persisten durante ja
vida del cerdo.

Con respecio 2 ia reaccion positive oheervada sn las pruehbes de
inmunchistoguimica, que sugiere ia posible prasencia de antigeno viral en plexo
coroides, fonsiia, pulmén v péncreas  dal LPMV, difiere con ias cbservacionss
realizadas por Ann-Chiristin v col. 1998, en cardos experimantaiments infectados con
el LPMV, donde analizan cortes de tejido de cerebrs madio , cerebro anterior ¥ pulmaén,
por la prueba de inmunoflucrescenciz, obieniendo resuliades regatives 2 la presencis
de antigenc viral. Una posible exolicacién 2 esie g'=cle seria, ol dempo pos-infeccisn
de ios cerdos convalecientes, relacionade al establecimienio de la infeccidn persistente
por & Rubulavirus porcine. Dade gue en infecsiones persistaries i viiro , en cullivos
calularss (P15} reslizades por Hierinar ¥ col 827.{17), con ai Rubuiavirus porcing
(LPHMV) | ebservaren gus iz infeccién de cdiuias normales con ung aita proporcién da
particulzs virales zor céiv'ar  ias cdluizs Sue scorevivieron, fue abajo gl 5% gal
nimere origingl, 12s cuales “uaron subculivacas ¥ enailzadas hasia 25 pases, cuando

Smpezaron nha crecer con un monosstraic esizhle. En ol pase 8%, 2z cdlulzs
.;.)
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persisteniemenie infeciadas {P), exhinlan un bajo crecimienio con iz formacién de
sincitios y vacuolizacién . En o znalisis de las protsings virsles se observe que fas
proteinags NP P MF v HN daj L PMY, se detsciaren, en bajas canidades en las caluias
persisteniements infectadas, También chservaron lz presencia de particulas defeciives
en sus dos varignies (copy back v borrades internamente). De acuerdo con lo anierior,
&l lempo es un facior determinante parz el establecimianto de 1z infeccion persistente
mor LPMV, nuestros cerdos {enizn entre § 8y 13 meses posi-infeccidn & momanto dei
sacrificio, lo cual representa un factor importante en ef establecimienio de fa infaccién
persisiente y por tanio la deteccidn de antigeno viral,

En riicroscopls glectrénica, no fue posible deteciar Iz pregencia de parijculas
virales en e spitelio srengulal de pulmenes de fodos los cerdos convaleciantes, sin
embarge exisie jz posicilided de encontrar virus compleios en algdn otro &rgano
susceptible de infeccitn nor & Rubulevirus Darcing.

Lz importancia da los hallazges obtenidos del RNA de la NP viral dai LPMY en

&i SNC de nuesiros cerdos convaiecientes infectados naturalments » 80 cencoordancia
cun las invesligscionss realizadas por Ann-Christin, y col, 1998.. en cerdos
expsrimeﬂfa?menf:e infectaclo, que scorevivieron z iz infeccisn agude 53 dias post
infeccién, donde demuesiran la presencie de RNA gendmico viral y RNAm 2n
madio de cardos convalecientas especih ara el gene B, v en cerdos con adicién de
fratamienic de inmunosuprasion  donds detecian la presenciz gz RMNA m ¥ gendmico
especifico para e gen P y NP de! LPMV en cerebro medic, cerebre anterior i
pulmones, anortan svidencias para confirmar, ous ef virus es capez de maniener ung
infeccidn persistente en cergos convalecientes gue se racuneran de |z %ase & cuds de
2 infeccién por LPMV. Sin embargo &l heche de =plicar ireiamienios
Inmunosupresores modifice las condicicnss normeles e unz infeccién naturai, En
nugstro esiudic los animales ne fueror ooieis de fralamismics munosupresorss
{fisicos o gulmices) v estuvieron giencs 2 sgirds énmuno;og;ca; por ic anterior no es
posizie determinar, sl algin tino de ssirds seria capaz de provocer ung resciivacién dal
virus con e consecueris eliminasién ce dsia, =C Cu3 & podilamos afirmar as ECRE

presencia de maierial gengiico viral en los cardes QU@ =& reguperan de une infaccidn
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aguda infeciades an forma naiural |, es independiente de la posibie excrecién o siniasis
de pariicuias viricas infeccicsas. Lo cual se confirma af no encontrar evidencias de
virus infecciose en nisopos nasales, ni respuesta inmuncidgice en los cerdos
centinelas como resultade de una infeceidn con LPMY.

Con los hallazges obtenidos del RNA de la NP viral del LPMY  en carebre
medic, bulbo clfetoric v péncraas, Y apoyados en ls observacién que hace Randali Y
col, 1881., al mencionar que ! estads de persistencia viral en ios Paramixovirus, puede
ser aclivado por Iz presenciza de material genético viral, ain cuande no =xisiz
replicacién de virus infecciosos, podernos concitir que ef Rubuiavirus porcine es
capaz de manizner una in‘eccidn persistente en cerdos convalecientes, que se
recuperan de [z fese aguda de la Enfermedad del Qjo Azl

Durante o mes de Marzo da 1929, se publicd en & Diaris Oficial de la
~ederacion, ef acuerdo donde la Enfermedad de! Ojo Azl es de notificacisn obligatoria
en los Estzdos Unidos Maxicanos y en ¢ mes de Cciubre de 1997, se nublicod en s

y P

Reglamento parz la Imnoriacisn de Animaleg roducios Animales (APHIS) de iz
Agencia de Servicios de Inspascién en Saiud Animal ¥ Vegetal USDA, 1987, unz narma
donde se especifica que para el comercio iniernacional besade en ia reglamentacion
de! Code of Federal Reguiations (CFR), titulo 8, capitulo 4, subcapitulo D, (48), se
considerz la presencia da !z presencia de e Enfermedzd de ofo azul en scerdos {plue
eye disease of swing, paramyxovirus), como Iimitante pera la importacion de animaies i
productos de origen de cardo. Ademas de jas pérdidas econdmicas que Iz enfermadad
per se produce a 2 industriz porcing, el hecho gue el Rubulavirus porcing, solo he sido
comunicade v aislado en Méxice, convizrie iz erdermadad del ESindrome dei Ojo Azul
en una enfermedad exdiica parz ios demés pefses del mundoe, pudiende ser ésia una
iimitante parz e exporiacién de cerdos o sus derivados, va que sclamenis de los
Estzdos de 2 Renlblics que 3¢ deciaran iores e iz enfermedad codrén movilizar los
cardos hacia otros mercadas.

SErCOB qUS $8 raCUleran de ung infeccion agudz de Rubulavirus porcine, infectzdos an

forma naiural, dades izs condicionss naturzles de lz expiotacién de los cerdos en
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Mexico, donde ia exposicion 2 fzcicres inmuneosuprescres es fracuenie {hacinamianic,
desnuiricién, virus infecciosos munosupresoras, elc.), no se descaria ia posibilidad ,
que se presenien condiciones favorables pare que sz gliminen virus infeccioso, capaz

de infeciar animales susceptibles.
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Fi2.9 Presentacidn esquematica de la estruciura del Rubulavirus percinoe (LPMY). !

Fi@. 2 Propuestas de los arboles fllogenétices, basados en 2 znélisis de k&
secuencia compleias de aminodcide de fas proteinas ¥ {a), L {b) y NP {C) de! ‘
LPMY, comparadas con oires virus RNA de cadenz negaiiva, utilizendo &

paguete de software PHYLIP {49 ‘

Fi2. 3 Micrografia de células PK 15, 72 hrs. pos-infeccion. Se observa ios nlcieos
oscures, rodsados de inciusiones ovales fucrescenies, de diferenies tamafios. X

380, ]
1

FIG. 4 Micrograflas del corte histolégico de! epitelio bronguial de puimén ds
cerdos convaiecientes de la infeccidn por Rubulavirus porcine. En color vicleia
oscuro &n forme redondesde se definen los nlcieos y &l clioplasma con ia
presencia de inclusiones oveolde de color rale, por efecic del sustralo (Fosfalass \
aiczling) en la Prusba de lnmunchistogquimice. X 380 |

FIE. & Microgrzila det corle nistoldgice del spiislic bronguia: de pulmdn de cerdos
controles, en color vicieia oscure en forme redondeada se defingn ios ndcleos v &f
citoplasma en color rosz |, con ausencia de reaccidn posiiiva a la fosfatasa glesling

= s fomm? w omn

arn e Prushe de nmunghistoguimics. X 36C

S2. 3 Micrografia del sorte histolégice del endaislio de Plexe Corides an SNT
de cerdos convalecionies de g infeccidn por Rubulavirus porcing, en color viclela
oscuro en formez redondeadz se defingn los nlclecs, ¢l citeplasme con (=
arésencie de incluslones ovoides de color rejo, por efecto Jdel susireio (Fosfelzes

giceiing) en la Pruehe de inmunchisicquimica . X 360
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Fiz. 7 Micrografiz de! carie histoldgico del endotelic de Plexo Coroides en SNC,
de cerdes confroies; en color vicleis oscure en forme redondesda se definen 0s
nicieos v e citoplasma en color rosa, con la ausencia de reaccidn @ iz Fosfatasa

aicaling 2n [a2 Prueba de Inmunohistoquimica . X 360 |

Tig. £ Valores relatives de las subpobiscionas de linfociios T de células mononuclezrss
sanguineas, porcentajes determinados mediante Citemetria de Flgjo de

Cerdoes convalecientes de fa infeccién por Rubulavirus porcine v cerdos controles
seronegatives

ay CD4+CE-; b) CD4-CD8-; ¢ CD4-CD8+ | Determinads con Anticuerpos monocionaies
de raién, anti-CD4 y 2nti-CD8, reconocidos por anticusrpos andi-ratdr. especifico para e
isctipe.

CUADRO 1. Prueba de Inmunchistoguimica, cerdes convalecientes de iz infeccidn por
LPY v control negaiive.
SUA

JADRT 2. Resullados prusbe de Inmunchisioguimics (Sislema Nerviose Cenirall.

CUADRD 3. Resultados prughe de Seroneuirsiizacion de cerdos convalecienies de iz

infeccidn por LPMY v cerde control.

CUADRO 4. Evaluacidn serolégice mediante la prueba de ELISA ( Cerdos convalecientes

CUADRC 5. Evaiuzcién seroldgice mediante I prusbe de FLISA { cerdos coniroles
Negaiivos)



ALLE I L \w ]Wi M qﬂ i W"]"'Tml'”““"ﬂ" B AL LML R “ﬂ'p]m“‘ﬂﬂﬂ'l]ll[ﬁ Tm?'ﬂ""! W’P"“PW"IF‘*I"‘M""HITWW $ﬂ"v||lv|r-'wmm “1 WWWW“‘ WW““‘N

i l || ‘\
" t ||\|
,"- L
\

T

.w.“‘u |
‘\. L | l

FiG. 3 Nicregralia de célulag 2K 48, 72 hws. pos-infeccidn. Se observe
lzs nicless cscuras, rodesdos de Inclusiones ovales Muorescentes, de
giferenies tamafios. X 380.
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TG, 4 Microgralas el eorte histedgier Col epitelio bromguiai de prlmén de cerdos

eoavelesienres de ln infecelds por Rubulavires poreine. Fa solor vielets sseure en
forms redonfents st definen las nicleos v ¢! citoplesma cor la presencia de
inclusiores ovelde de calor rojc, por elewio del sustreto Coclrliose alenling) ex iz

Pruebs de [nmunehisiegnimaien. X 360
g
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FliE. & Micrografiz de! corts histoidgico det epitelio bronguial de pulmdn de
cerdos controles, en coler violeta oscure 2n forme redondeada se definen
los nliclecs y &l citoplasma sn color rosa , con ausencia de reaccidn positive

-

3 I T T fha i o, < 2 . 7 aeE
& tosiziasa alosling en la Prusha de inmunohistoguirnics. X 380
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. 7 Wicrograefia de: corie hislolégico del endstelio de Piexo Corcides
&n S&\;C de cerdos confroles; en color viclets oscure en forms
redondeada s definen los nilicleos v el citoplasma en coior ross, con la
zusencia de reaccidn z la FosTatzsz alealina en la Pruchs de
Immmunehistosimica . X 360
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Fig. 8 Valores relativos de las subpobleciones de linfociles T de células menonucieares
szngulneas, porcenizjes determinados mediants Citomeiria de Fluje de

cerdos convaliecisnes de [a Infeccién por Rubuiavirus porcine v cerdes controles seronegativos
a} CD4+CD8-; b} CD4+CD8-; ¢) CO4-CDE+ . Determinade con Anticusrpos monocionales

de ratdn, 2ri-004 ¥ anii-COE, recanocidos por anticusrpos anil-rat ratén sspesifico pare el
Isotipo.
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PRUZZAS ESPECIFICAS

FRUEBA DE AISLAMIENTO VIRAL,
Una vez obienidas lzs muesiras de telido, fueron maceradas en moreros de

tembrock vy cenwrifugedas a2 800g durante 15 min. para eliminar restos ceiufares;
inmediaiamenie, se ‘omd e sebrenadante y fueron inoculados  monoestraios
confiuente de céluias Pk15 cultivadas en Micreplacas NUNC de 24 pozos, de acuerdo
al métedo descrito por Me Meilly. Se incubd g 37°C durarte 72 hrs, , después de esie
pariodo se observd la presencia o ausancia de efecio cliopatico , ef diagndstico se
cenfirmo, mediante ja prueba de inmunofiuerescencia . Las muestras de sobrenadarnte
de ios mennestratos infectedos, fueron evaluadas por iz prusba de Hemoagiutinacien
¥ por Hemoadsorcidn  con gidbulos de pollo, respeciivamente. {1,8,12,).
PRUEBA DE HEMOAGLUTINACION ¥ HEMOADSORCION

Con una praperacién de glahules rojes de polle =i 8%, 25 ! ds las mussiras

B

obtenidas por aislamiento viral, fueron suspendidas previaments en PBS, y expuesias
& 25 i de lg suspensién ds gidbulos rojos 2l 2.5% en PRS, se dejo incuiar durante {0
mirn. & lemperaturs ambisnis ¥ s& observd en [uz indireciz, ia presencia de aglhitinacian
nos indicd reaccidn posilive z la presenclz de Hemagluiining, en case coniraris
selemente se ooservd sedimeniacion de gisbuios rojes. La prugha de Hemoadaorcidr |
se realizé con los monosstrates de los culiivos infectados con igs muestras de tejidos
sospechosas, se utilizé una solucién de gidbules rcjes 2l 5% en PSS, de iz cual se
agrage 100mi! en los diferentes pozos de izs microplaces ulilizedas con las giferentas
muestras y se incubd durznie 30 min. 2 temperaturs ambiente, posiericrments se
realizarcn 3 lavades con PBS ¥ $9 cbservd al microscopic inverlido, ia reaccidn
vidensio por iz adsorsién ca los gitbuios roios = la superficie gz ias

rosz. En amias pruetas se incluyeron

i

zolo

[
-1

g
células, dando = aparierciz de un el
s

pOsivoS v nagatives. [ 42,24).
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PRUZZAS DF FLUCRESCENCIA IRDIRESTA {i7}
Se infactaron células de 48 Hrs. cultivadss en Lab-teck, con is suspension da Jas

muesiras problemas dikiidas en MEW (20%) con un volumen de 100 ul. En &l mismo
portacbjetos se incluyeron célulzs infectadas con ef LMY {control pesitive} v se daio
olro control poso de células sin infectar (control negative) Despuds de filar los
porigobieles con acsiona af 100%, fueron lavados con una solucién de PRS pH 7
durante 10 min. Se agregé un bafic de itén x-100 2% sobre cadis portaobieto durani'e
40 min. , nuevamente se lavo con PBS (3 veces) durante 5 min. cada unc v 2i finalizar
se agregé alblmina bovina al 3%, duranie 30-80 minutos, posteriormente se agregd el
Anticuerpo Monoclonal (NP) dirigide a le Nucleoprotelna virzi dei LPMV a una dilucidn
1:200, en agitacién consiante durante 40 min. Al finalizar e Hempo se lave una vez con
PBS v se 2gregs ! segundo monacional Anti-ig de ratén mareado con Fluoresceina &
una dilucion de 1:202 an egitacién constanie, duranie 30 min. |, se colocd un
cubrechjetos en cadz laminilla, v se observd en &l Iicroscopio de Fluorsscencia,

PRUEEBA DE SERONEUTRALIZFACION N (SK).

fricizimente se obiuvo 1z semillz de irabajo en Cell Factery, para 'a realizacién
de ssie prusda, en  lines celular FX-15 arecide con medic de culiivo MEM,
suplementado con el 10% de suero fetal bovine, cuando el monoesirato se snconird
100% confluenie {aproximadamente 2 las 72 horas de incculacién), se retird ol
sobrenedamie ¥ les células se infectaron con & ¥irus, se empled aproximadamen’ce 80
mi de fiuido viral sor cadz Cell Factory con una concentracién de 10° TCID/ o,
cuales se dejaron en incubacion durznie 1 hora @ 37°C. Transcurrido e fiemps de
infeccidn, se relind ef fiuide virai v se adiciond medio de culive fresco (2% SFE), sa
inclbé 2 37°C. B cultive infeciado se obeervd diariamente, cuando se prasento efecio
ciiopélice en & 90 % da! monossiraio, se farmind con e precese de incubacion
coisctande rdpidaments el schrenadanie de & Dol Tz ory & —20°C.
Las pariicuias viraies s& cosechsaron da! schrenedenis de izs caiulas infectadsas
centrifugando 2 3 000 rom durante 15 min. . Posieriormenia se cenirifugd & 100 000 g
en una centrifuge Beckman L2858 roter 8W27, & fuide viral 88 colecd e criovigles v

se criopreservé & —70°C | hasta su utiizecién, se tomaron musstras alfcucizs pars



determinar & tfule viral mediante hemoagliutinacién (HA) con eriirociios de polio af

0.25% y Iz observacién def efscio oito alogenico en cuilivo celuiar , ei caicule del tiulo
virel, 82 realizé por el métode de Reed anc Muanich, asf como la determinacion de ls
Dosis infectants 50% para cullivo de tejidos, necesarizs parz la prueka de SN (12,24,%

Parz iz reaizacién de iz prusbe de SN, se trabajaron piaczs de 26 DOZ0S
estdriles marca "NUNCde fonde plaro, con ia lines celular pKis, ¥ la infeccién se
realizé con 200 TCID/0.05mI. de LPMV de acuerdo con lz {écnics descrits por Mc
Neilly, (12,24). Simultdneaments se procesaron los mismos sueros para lz prusba de
ELISA competitiva Kit {Svanova},
PRUESA DE ELISA

Tedos los reactivos se equilicraren 2 tempersiura smbienie aznies de su
utllizacién. Las placas previamente sensibilizadas fueron adicionadas con 80 mil de
FBS-Tween en cada pozo, inmediatamente se adicionaron 10 mi de ias muesiras de
ios sueros probiermas ademas da incluir los controles positive v negative. S mezclo
en un  agitecor de microplacas v se incubd por 1 hora a temperstura ambients.
Postericrmenis se iavé cada place por Zvecss con Buffer PBS-tween, se eliming ei
suffer de lavado v se agrega 100 ml de Conjugado HRP a eadz D0zZo, 3¢ ncuba
duranie 4 nora & temperaturs ampolents, nuevamente se lava la placa por res veces v
82 egrega 100 ml de ia Soiucidn de sustrato { TMB, H 2°2) en cada pozo ¥ 58 incubs
durante 10 min. 2 temperaiura ambienis, La reaccién fuz detenida con 50 my DOr pozo
con una solucion Stop de H2S04. Los resultados fueron obtenidos mediznte la
medicién de la Densidad Optica (OD), en un lector de ELISA Mulliskan plus tl, con un
Mo de 430 =, Le STssencia o ausencis e aniicusrpos contre LORY fug deferminads
por comparacién de! efecic de blogues del suers problems, comparzto con el
Porcenigje de inhibicion (Pi) del Suere contro! positiva. Pzra gue o enssyo resuke
valido es necesario que & suerc control negaiive nrasents un valor da densidad Splica

supsrior a 0.8, v & suero conwai positive debe tener un Pi superior & 35%. =1 P se

ceiculz restando o vaior de 2 OD da!l suere preblema, del velor de iz OD del suas

(4]

control negative multislicado por 100 v dhndide entre 12 OO de! Contral negative. Las

mussras con P osuperior & 35% son congiderades positvos 2 |z oresencie de



anticuarpos contra LPMV. Las muesiras con Pl snire 25% y 35% scn consideredas
como muesiras sespechosas. uesirzs con Pl zbajo o igus! @ 25% son consideradas
negativas 2 la presencia de anticusroos contrs LPMV.
INCLUSICN DE MUZSTRAS EN PARAFINA

Una vez coleciadas las muestras de los diferenies tejides dz los cardos, se
colscaren en una solucidn de formol amortiguade con buffer de foslatos (PRS) a 10%,
por un perfodo no mayer de 48 Hrs., inmediatamente se dieron dos tavatos en buffer
de fosfatos ai 0.1 M durante 10 minutos ¥ se colocaron el histoquinete, para ia
deshidraiacién de ias muesiras con diferentes bafice de alcohol 2 diferenies
porcenigies (70,80,28 ¥ 100%), seguide de dos bafios de Kilot |, posisriorrmente se
rezlizé Iz inclusion en parafina, permansciende zsi hasta su utilizacién.
INCLUSION DE MUESTRAS EN RESINA

Muestras de diferentes tefidos de los cerdos, Jusron recoleciadas an una
solucion de Karmovski, consiituida por Glutaraidenide 4%, paraformaldehidc 4%,

seccioneron muesives pequefias de aproximatamentie 1mm?, se realizaror dos lavades
con FBS con periodos da 30 min. cads ung, inmedialameante ze procedit 2 Infiltrar! Ja
Mmugsira con Tefraoxido de Oamic 1% dilvido sn P33 duranie ZHrs, en agizcién
sonsiante, ssguide por un procesc de deshidratzcién con alcchol 2 difzrentes
porcenigjes {70.80,100), infliracién v Poimerizacién, con Cixide de polipropileno v
resina (Spurrls Kit,Cat. 14300) respectivamente.
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