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RESUMEN

La enfermedad del ojo azul constituye un padecimiento de los cerdos
causada por un virus de la familia paramixoviridae, el objetivo de este
estudio es utilizar la técnica de seroneutralizacion con seis
aislamientos virales aislados en diferentes granjas y anos. El estudio
fue realizado en una granja de produccion porcina con 15,000
hembras en produccion, localizada en el estado de Jalisco, México. Se
realizaron respuestas homologas y heterélogas con los seis
aislamientos virales para estableces si la técnica de seroneutralizacion
permite identificar variaciones entre ellos. Ademas se hizo un
monitoreo serologico transversal con 64 sueros provenientes animales
de diferentes partos y edades de la granja a estudio para observar el
reconocimiento de estos hacia los 6 aislamientos virales. Se encontré
que la técnica proporciona una mayor sensibilidad y especificidad, ya
que permite identificar tal variacién entre los diferentes aislamientos
virales, ademas, que el reconocimiento de los sueros de campo no son

reconocidos con el mismo titulo por un determinado suero.



ABSTRACT

The blue eye disease constitutes a suffering of the pigs caused
by a virus of the paramixoviridae family; the objective of this study is to
use the technique of seroneutralization with six isolated viral isolations
in different farms and years. The study was carried out in a pig farm
with 15,000 sows in production, located in the state of Jalisco, Mexico.
Homology and Heterology responses were made with the six viral
isolations in order to state if the seroneutralization technique allows
identifying variations among them. In addition we did a transversal
serology monitoring with 64 serums coming from animals of different
parities and ages from the studied farm to observe the recognition of
these towards the 6 viral isolations. We found that the technique
provides a greater sensitivity and specificity, since it allows identifying
such variation between the different viral isolations, moreover, that the
recognition of field serums are not recognized with the same title by a

certain serum.



1.0 INTRODUCCION

La enfermedad del ojo azul afecta a cerdos de todas las edades y es
provocada por un virus del género Rubulavirus de la familia paramixoviridae
(Stephano, et al. 1981). Esta enfermedad fue observada por primera vez en
México a principios de 1980, en granjas de La Piedad, Michoacan (Stephano vy
Gay, 1985). Desde entonces ha sido un problema enzootico y de dificil control
(Fuentes, et al. 1992).

La enfermedad ha sido diagnosticada unicamente en México, la principal
zona afectada es el centro del pais comprendida por los estados de Jalisco,
Guanajuato y Michoacan. Para 1983 su difusion abarcé los estados de Nuevo
Ledn, DF., Hidalgo, Tlaxcala, Campeche, Puebla, Tamaulipas y Querétaro
(Stephano y Gay, 1985) y para 1992 habia abarcado 16 estados de la Republica
Mexicana (Fuentes, et al. 1992).

Los primeros signos y lesiones observados en cerdos infectados menores
de 30 dias y alta mortalidad sugerian una enfermedad viral con caracteristicas
diferentes a las enfermedades existentes (Stephano, et al. 1985; Stephano y Gay,
1986b). Los estudios iniciales mostraron que se trataba de una encefalitis no
supurativa y se aislé un virus hemoaglutinante (Stephano, et al. 1981), las
caracteristicas fisico-quimicas, morfolégicas y de cultivo, asi como la serologia
realizada mostraron que se trataba de un nuevo virus que se designé como
“paramixovirus del ojo azul” (POA), y se replico la enfermedad en cerdos
inoculados experimentalmente (Stephano y Gay, 1986b; 1988; Stephano, 1999;
Fuentes, et al. 1992).



2. 0 ANTECEDENTES

2.1 ETIOLOGIA

El Rubulavirus porcino tiene forma esférica y mide de 100 a 360 nm, el
nucleo semeja a una hélice o espiral contenido dentro de una membrana
altamente fragil compuesta de grasa y proteinas provenientes de la célula
huésped. Esta contiene dos proteinas de suma importancia en la biologia del
virus, la proteina de fusion (F) que participa en la union del virus a la membrana
para su posterior penetracién a la célula, también es la responsable en la fusidon
con células vecinas ocasionando la propagacion de la infeccion en el area local.
La otra proteina es la neuraminidasa (HN) que se encarga de la eliminacion de
grupos de acido sialico y otra de sus funciones es la actividad hemoaglutinante,
con la cual se produce la aglutinacion o lisis al contacto con glébulos rojos.® Este
virus se caracteriza por ser un virus hemoaglutinante de globulos rojos de
mamiferos tales como bovino, cerdo, cuye, caballo, gato, hamster, rata, raton,

conejo y humanos tipo A, B, AB y O, también de ave (Torres, 2004).

Los virus pertenecientes a la familia de los Paramixovirus producen
importantes problemas en la salud veterinaria y humana, dentro de ellos se
encuentra el virus sincitial respiratorio, los virus de la parainfluenza causante de
infecciones en vias respiratorias bajas en nifios y animales jovenes. También se
encuentran virus que provocan infecciones neuroldgicas y sistémicas, como los
virus del moquillo canino, sarampién, newcastle y el de la parotiditis humana, '
éste ultimo produce inflamacién de las glandulas salivales parétidas y en casi el
50% de los casos hay complicaciones neuroldgicas, en ocasiones la infeccion viral
abarca el parénquima nervioso produciendo encefalitis (Stephano y Gay, 1985a).

El virus de la enfermedad del Ojo azul se clasificé en el orden de los
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, género

Rubulavirus y especie Rubulavirus porcino (Rima et al., 2002). No presenta



reaccion antigénica cruzada con los virus de la parinfluenza 1, 2, 3 y 4, ni con los
virus de la enfermedad de Newcastle, Sarampion, el Sincitial respiratorio y con el
de la Parotiditis (Moreno-Lépez et al., 1986; Stephano, 1999).

El Rubulavirus posee alta homologia estructural y genética con el virus de la
parotiditis humana y comparte con él su tropismo tisular y sus caracteristicas
patoldégicas, por lo que es un modelo adecuado para estudiar los factores de
patogenicidad de los paramixovirus; ademas por su similitud genémica de los virus
de parainfluenza humana 2 y 4 y el virus 5 de simio (Sundqvist et al., 1991; Berg et
al., 1991y 1992).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Algunos miembros de la familia Paramixoviridae han sido aislados en otros
paises; tales como en Canada, que se aislo el virus a partir de encéfalo de cerdo
en un brote de la enfermedad de encefalitis hemoaglutinante, éste aislamiento se
inoculd en cerdos y no se pudieron generar signos y lesiones en los animales; y en
Israel, a partir de hisopos nasales de animales sanos (Lipkind et al., 1986). Hasta
la fecha no se ha podido establecer relacion alguna entre el Rubulavirus y otros

paramixovirus.

En México, el primer reporte de la enfermedad ocurre en 1980, en una
granja de 2 500 hembras en La Piedad, Michoacan; (Stephano et al., 1981) en ese
mismo afo en los estados de Jalisco y Guanajuato también se observaron signos
clinicos. En 1982 la enfermedad fue diagnosticada en el Estado de México y para
1983 habia abarcado el Distrito Federal, Hidalgo, Nuevo Ledn, Querétaro,
Tlaxcala, Tabasco y Yucatan. Para 1985 la enfermedad ha habia sido identificada

en 12 estados de la Republica Mexicana (Stephano et al., 1986).

En 1989 y 1990, en un estudio de prevalencia se obtuvo que en 13 estados

de 27, se encontraron cerdos seroldgicamente positivos (Stephano y Gay, 1985a).



Se sabe que el cerdo es el unico animal clinicamente afectado por el
Rubulavirus, cuando ocurre la infeccion de forma natural, sin embargo
experimentalmente afecta a embriones de pollo y ratones; por otro lado los
conejos, perros y gatos inoculados experimentalmente no presentan signologia;
sin embargo hay desarrollo de anticuerpos (Stephano y Gay, 1986b; Stephano,
1988).

El virus puede diseminarse a través de personas, fomites y posiblemente a

través de aves y el viento (Stephano, 1999).

2.3 SIGNOsS CLiNICOS

Los signos clinicos pueden iniciar en cualquier area de la granja, pero
usualmente se observan primero en las salas de maternidad, en donde hay signos
nerviosos y alta mortalidad en lechones, algunos de los cuales presentan opacidad
corneal. Casi al mismo tiempo, se puede observar opacidad de la cornea en
algunos cerdos del area de destete o engorda (Stephano y Gay, 1985a; Stephano,
1988).

Los signos clinicos son variables y dependen principalmente de la edad de
los cerdos afectados, pero también, del tipo de granja, sistema de produccion,
manejo de los cerdos y enfermedades concomitantes: los lechones de 2 a 15 dias
de edad son los mas susceptibles. Los signos se presentan rapidamente, algunos
lechones quedan subitamente postrados lateralmente o muestran signos nerviosos

progresivos.

La enfermedad generalmente se presenta con un curso que empieza con
fiebre, eritema cutaneo, pelo erizado, lomo arqueado, a veces acompafado por

constipacion o diarrea. Estos son seguidos por signos nerviosos progresivos, tales



como ataxia, debilidad, rigidez principalmente de las patas traseras, temblores

musculares y posturas anormales, como posicidon del perro sentado.

Algunos lechones estan hiperirritables y muestran movimientos de pedaleo
o chillan al sujetarlos. Otros signos incluyen letargo con movimientos involuntarios,
pupilas dilatadas, aparente ceguera y algunas veces nistagmus. Se observa
conjuntivitis, parpados hinchados y lagrimeo, con frecuencia los parpados estan
pegados con exudado y del 1 al 10 % de los cerdos afectados presentan opacidad
corneal uni o bilateral. La muerte ocurre con frecuencia después de un curso de 4
a 6 dias de enfermedad (Stephano y Gay, 1986b; Stephano, 1988, 1999; 2000b).

De los lechones nacidos durante un brote, se afectan del 20 al 65%, en
estas camadas la morbilidad esta entre el 20 y 50% vy la mortalidad entre 87 y
90% de los afectados (Stephano, 2000b).

En cerdos de mas de 30 dias de edad, los signos nerviosos son raros y
pocos animales mueren, el unico cambio observado es la opacidad corneal del 1
al 4% de los cerdos infectados. Cuando llegan a presentarse los signos existe:
anorexia, depresion, incoordinacién, marcha en circulos y movimientos pendulares
de cabeza. También se presenta conjuntivitis y opacidad de la cornea, se ha
sugerido retraso del crecimiento y disminucion del consumo de alimento
(Stephano y Gay, 1986b; Stephano, 1988 y 1999).

En cerdas gestantes pueden no presentar signologia, en las hembras
donde se presentan signos clinicos también éstos son moderado, con frecuencia
manifiestan anorexia 1 o 2 dias antes de que aparezcan los signos clinicos en los
lechones y en algunas se presenta opacidad corneal, sin embargo la falla
reproductiva afecta diferentes parametros por 2 a 11 meses, generalmente por 4.
Durante los brotes hay incremento en el numero de hembras que retornan al
estro, disminuye el porcentaje de partos e incremento en el intervalo de dias de

destete a primer servicio. También hay marcado incremento en los mortinatos y



fetos momificados, lo que consecuentemente causa reduccidén en el numero de
cerdos nacidos vivos y en numero de lechones nacidos totales por parto
(Stephano, 2000a; 2000b).

El 1998 se observaron severos casos de ésta enfermedad asociado con el
virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (VPRRS), donde los
parametros reproductivos mostraron alteraciones mas severas que con el
Rubulavirus o VPRRS solos (Stephano, 2000a; 2000b).

En sementales con frecuencia no se observan signos clinicos, pero en
ocasiones hay anorexia moderada y opacidad de la cornea. En un estudio se
determind que del 29 al 73% de los sementales se afectaban. La evaluacion del
semen muestra alteraciones moderadas a severas con disminucién de la
concentracion de espermatozoides, aumento en las anormalidades, bajo
porcentaje de motilidad y viabilidad. En algunos sementales hay azospermia vy
necrospermia, donde el color del eyaculado se presenta de coloracién anormal, en
algunos se observa aumento en el tamafo testicular y epididimo, en éste ultimo
algunos presentan textura granular (Stephano y Gay, 1986b; Stephano, 2000a y
2000b).

2.4 LESIONES

2.4.1 MACROSCOPICAS

Las lesiones macroscopicas que se han encontrado en cerdos infectados
con el Rubulavirus porcino son conjuntivitis y diferentes grados de opacidad
corneal, principalmente en lechones menores de treinta dias. La cornea se
engruesa 1 a 3 veces de su grosor normal, en ocasiones hay otras alteraciones en
el ojo como formacion de vesiculas, ulceras y queratocono en cornea, asi como

exudado en la camara anterior (Stephano y Gay, 1985a; 1985b)



En sementales el virus provoca inflamacién de los testiculos y epididimo,
con un aumento marcado en el diametro debido al edema en casos agudos,
cuando el curso progresa se observa epididimitis y orquitis con fibrosis y
adherencias en la tunica albuginea; ocasionalmente hemorragias en la tunica,

epididimo o testiculo (Campos y Carbajal, 1989; Stephano et al., 1990).

2.4.2 MICROSCOPICAS

Los cambios histolégicos mas frecuentes observados se localizan
principalmente en cerebro y médula espinal, donde se puede encontrar encefalitis
no supurativa, afectando principalmente la materia gris del talamo, cerebro medio
y corteza cerebral e incluye gliosis difusa y multifocal. Hay infiltracién perivascular
con linfocitos, células plasmaticas, células reticulares, necrosis neuronal,
neuronafagia, meningitis y coroiditis. Se observan cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticas en las neuronas debido que es un virus RNA y su replicacion
se lleva a cabo en el citoplasma (Ramirez y Stephano, 1982; Stephano y Gay,
1985a; Pérez et al., 1988).

En los ojos, los cambios son engrosamiento caracterizado por edema y
uveitis anterior. Hay diferentes grados de infiltracion por neutréfilos, macréfagos y
células mononucleares en endotelio vascular y tejido adyacente del angulo

iridocorneal (Ramirez y Stephano, 1982; Stephano y Gay, 1985a).

En testiculos de sementales se han encontrado diferentes grados y tipos de
lesiones dependiendo de la evolucién del caso. Hay areas de degeneracion y
necrosis del epitelio germinal. El tejido intersticial muestra hiperplasia de las
células de Leydyg, infiltracion por células mononucleares vy fibrosis. En epididimo
las células epiteliales muestran formacién de vesiculas y pérdida de cilios,
después se presenta fibrosis y granulomas espermaticos con atrofia testicular

(Ramirez y Mendoza, 1997).



2.5 CicLo BioLo6aico

El ciclo biolégico de los Rubulavirus incluye las fases de reconocimiento,
adsorcion a la superficie celular, fusion de membranas, penetracion a la célula,
desnudamiento, transcripcion, replicacion del genoma, ensamble y liberacion de
viriones. La particula viral se adsorbe a la membrana de la célula por medio de la
proteina HN, que reconoce el receptor especifico, generalmente glicosiliado. Un
cambio conformacional de la HN activa a la proteina F, que expone un dominio ,
que expone un dominio altamente hidrifobico mediante el cual fusiona las
membranas celular y viral. Este evento ocurre en la superficie celular y a pH
neutro, por lo que es independiente de enzimas lisosomales, como ocurre en otros
virus. La integracion de la membrana viral al sistema de membranas celulares
provoca la liberacion de la nucleocapside en el citoplasma. Y que el viridn trae
integrada su propia polimerasa, al liberarse el ARN viral se sintetiza una copia
completa del genoma en sentido positivo, que servira de molde para los nuevos
genomas, y por otro lado, se inicia la sintesis de los ARN mensajeros que

codifican cada una de las proteinas virales.

Los productos de la traduccion se dirigen al sitio de ensamble, en donde las
proteinas NP, P y L son acopladas al ARN recién sintetizadas y la proteina M se
acumula en la parte interna de la membrana celular. La glicoproteinas HN y F que
fueron sintetizadas en el reticulo endoplasmico, son modificadas en el aparto de
Golgi y posteriormente expresadas en la cara externa de la membrana, en sitios
de contacto estrecho con la proteina M. La afinidad de las proteinas de la
nucleocapside , NP, con la proteina M y de ésta con las glicoproteinas es
determinante en el ensamble del virion, que es liberado de la célula por exocitosis
(Lamb y Kolakofsky, 1996). La replicacion de los Rubulavirus se realiza
totalmente en el citoplasma, por lo cual se forman aglomerados de nucleocapside
que se observan como grandes incusiones citoplasmaticas en las células

infectadas (Hernandez-Jauregui et al., 2001).



El material genético viral también puede pasar directamente de una célula
infectada a una célula vecina sin que haya necesidad de que se libere la particula,
esto debido al proceso de fusion de membranas celulares realizado por las
proteinas HN y F. De ésta manera se originan las células gigantes multinucleadas
0 sincitios, caracteristicas de las infecciones por paramixovirus (Lamb vy
Kolakofsky, 1996).

2.6 PATOGENIA

La transmisién del virus es por contacto directo, por la aspiracion de
microgotas contaminadas con el virus de animales portadores cuando éste es
eliminado a través de descargas nasales (Berg et al., 1992; Fuentes et al., 1992;
Stephano, 2000b; Torres, 2004) siendo la ruta natural de infeccion la nasofaringe.
Cuando la gota es muy grande queda atrapada en la mucosa oronasal y el virus
busca una célula susceptible para replicarse, cuando las gotas son muy pequenas
el virus ingresa por la aspiracion y se localiza en los conductos aéreos inferiores
(Coller et al., 2000)

La multiplicacion inicial se lleva a cabo en la mucosa nasofaringea y tejido
linfatico asociado, después se disemina a por via aérea bronquios y pulmones,
donde también se replica y se disemina en todo el organismo via sanguinea (Allan

et al., 1996; Ramirez y Mendoza, 1997; Reyes-Leyva, en prensa).

El ingreso del virus al sistema nervioso central ocurre a través de
terminaciones nerviosas que se encuentran en la porcion olfatoria de la mucosa
nasofaringea, ascendiendo por nervios olfatorios a los I|6bulos olfatorios vy
disemindose en hipocampo, tallo cerebral y cerebelo donde se replica
abundantemente (Allan et al, 1996; Reyes-Leyva et al., 1997) aunque hay
propuestas de que por via sanguinea atraviesa la barrera hematoencefalica

(Ramirez y Mendoza, 1997).



A organos linfaticos y reproductores, ingresa durante la fase de viremia y
produce una infeccion sistémica (Ramirez et al., 1997; Hernandez-Jauregui et al.,
1998; Garcia, 1999).

La respuesta humoral contra el Rubulavirus se inicia con la presencia de
anticuerpos especificos a partir de la primera semana posinfeccién (Pl). Durante
las primeras cuatro semanas Pl los titulos fluctuan entre 4 y 6 logy, a partir de la
quinta semana Pl se incrementan, llegando hasta 8.5 log, (Fujinami y Oldstone,
1980). En infecciones naturales, los anticuerpos se pueden detectar hasta

después de 18 meses de infeccion. (Hernandez-Jauregui et al., 2004)

El Rubulavirus porcino, es un virus con capacidad para desarrollar
persistencia in vivo e in vitro (Hjertner et al., 1998; Wiman et al., 1998). Se ha
observado que es posible identificar material genético del virus en lineas celulares
permanentemente infectadas, (Hjertner et al., 1997) y en el sistema nervioso de

cerdos hasta después de 50 dias de infeccion (Wiman et al., 1998)

2.7 PREVENCION Y CONTROL

Para el control o eliminacion de la enfermedad del ojo azul las acciones
necesarias van a depender del tipo de granja. En el pie de cria es necesario no
mezclar animales de diferentes corrales, eliminar cerdos que presenten signologia
caracteristica, evaluar todos los sementales de la granja, utilizar inseminacion
artificial por lo menos durante seis semanas, intensificar el diagnéstico de
gestacion, incrementar el niumero de servicios a medida que se incrementan las
repeticiones, cerrar la granja por lo menos durante 16 semanas (Campos y
Carbajal, 1989).

En el area de lactancia es necesario evitar el estrés, reduciendo el manejo

de animales, no mezclar lechones de diferentes corrales, mantener temperatura

adecuada dependiendo de su edad, sacrificar lechones enfermos (Stephano, et
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al. 1986). En granjas donde se realiza manejo adecuado, con flujo de animales
“todo dentro-todo fuera”, lavado, desinfeccion y otras manejos, la enfermedad se
autolimita (Stephano y Gay, 1988).

En el sitio dos y tres es necesario evitar el hacinamiento, mantener
temperatura, humedad y ventilacion de acuerdo a su etapa productiva, no mezclar

animales de diferentes edades (Stephano et al., 1986b).

El virus se inactiva con agentes quimicos como éter, formalina y B-
propiolactona temperatura de 56°C en un periodo mayor a 4 horas (Stephano et
al., 1986b).

2.8 DIAGNOSTICO

El diagndstico de la enfermedad del Ojo azul se realiza dependiendo del
momento de infeccion. Si la circulacion del virus se encuentra presente, sera
conveniente observar los signos clinicos, ademas de realizar la necropsia,
histopatologia, aislamiento viral, inmunofluorescencia directa e indirecta en cultivo

celular o en tejido mediante microscopia electronica.

Si el brote infeccioso no se encuentra presente, pero se desea evaluar la
presencia de inmunidad generada por el virus, se pueden realizar pruebas
serologicas, como inhibicion de la hemoaglutinacién (IH), actualmente la mas
utilizada; seroneutralizacion (SN); ELISA e inmunoperoxidasa, recientemente
desarrollada, en un estudio serologico se demostro que tiene el 100% de
correlacién con la prueba de SN (Fuentes et al., 1992; Ramirez et al., 1996; Morilla
et al., 2000).

Se han realizado estudios para determinar cual es la prueba serolégica mas

confiable para el diagndstico, uno de los cuales Morilla, et al. 2000, compararon

las pruebas de ELISA, SN e IH en 46 animales después de un brote de campo y
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se encontré que la SN tenia una sensibilidad del 89.1%, ELISA 89.1% e IH el 84%;
en 35 animales inmunizados con una vacuna experimental se encontré que la
sensibilidad para la SN fue del 94%, ELISA 91.4% e IH de 80%; en 94 animales
vacunados en una granja durante un brote, se encontré que la sensibilidad para la
prueba de ELISA fue del 91.5% e IH del 98.9%. Concluyéndose en este estudio
que las mejores pruebas son SN y ELISA y que la IH puede emplearse como
prueba de piara, aunque detecte un pequefio porcentaje de falsos positivos.

En este estudio se menciona unicamente la sensibilidad a la muestra, no
asi si esta prueba es capaz de determinar las diferentes cepas del agente, con lo
cual en la actualidad se ha encontrado que esta puede variar dependiendo del
organo de donde se aislo, es decir, pulmén o encéfalo, provocando diferente
signologia, lo cual redunda en las pérdidas econdmicas al incrementar la

mortalidad y morbilidad en una explotacion.

En otro estudio donde se utilizé la prueba de IH para identificar diferencias
entre siete aislamientos virales se concluye que se identificaron tales diferencias y
un virus aislado de encéfalo de lechon fue el mas reconocido por los sueros
obtenidos de una granja multisitios con 15, 000 hembras en produccion en el
estado de Jalisco, determinando que éste virus era el causante del brote en la

granja (Sanchez, 2004).

Actualmente se desarrollo la técnica de PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa), como diagnéstico aplicable a la enfermedad del Ojo azul, en éste
procedimiento de estandarizacion se utilizaron 7 aislamientos virales identificados
mediante la presencia de Hemoaglutinacion y Efecto Citopatico (ECP) Sanchez et
al., 2004).
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3.0 JUSTIFICACION

Debido a que actualmente no existen técnicas de laboratorio que permitan
establecer de forma especifica diferentes cepas del Rubulavirus porcino, es
necesario estandarizar la técnica de seroneutralizacién, basada en el
reconocimiento antigeno-anticuerpo, para identificar variaciones entre aislamientos

virales obtenidos en diferentes granjas y en el transcurso del tiempo.

Por tal motivo la presente investigacion pretende identificar, las posibles
diferencias entre los aislamientos virales obtenidos a través de los afios, mediante

la técnica de seroneutralizacion.

La seroneutralizacion es una técnica que se define como la pérdida de la
capacidad infectante del virus por la reaccion del mismo con un anticuerpo

especifico.

La actividad biolégica de un anticuerpo se centra en su capacidad para
unirse especificamente a un epitopo determinado del virion, los cuales intervienen
en el proceso de adsorcion del virus a la célula huésped. Los epitopos son
especificos de cepa o tipo, de ahi que la neutralizacion viral sea la técnica mas

sensible y especifica para la caracterizacidn viral por métodos serologicos.

La técnica de seroneutralizacion puede utilizarse para:

¢ Identificacion de un virus aislado

¢ Deteccion de la presencia de anticuerpos en el suero de animales
sospechosos de padecer una enfermedad de etiologia viral.

¢ Medida de concentracién de anticuerpos después de la administracién de

una vacuna.

¢ Estudio de relaciones antigénicas entre cepas de un virus.
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4.0 HIPOTESIS

Debido a la alta especificidad y sensibilidad que proporciona la técnica de
seroneutralizacion, utilizando antisueros especificos, es posible determinar si
existen variaciones entre los diferentes aislamientos virales del Rubulavirus

porcino obtenidos a través de los afos.
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5.0 OBJETIVO GENERAL

Identificar si el virus que esta circulando actualmente en granjas porcicolas
del estado de Jalisco presenta el mismo reconocimiento al confrontarlos contra los
diferentes aislamientos obtenidos en diferentes brotes y afios, mediante el uso de

la técnica de seroneutralizacion.
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6.0 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

> Aislar el Rubulavirus porcino que afecta actualmente en granjas

porcicolas del estado de Jalisco.

> Establecer si la técnica de seroneutralizacion permite identificar
variaciones entre los diferentes aislamientos virales del Rubulavirus

porcino.
> Realizar un monitoreo serolégico de las diferentes cepas virales en una

granja porcicola positiva a la enfermedad del ojo azul en el estado de

Jalisco mediante la técnica de seroneutralizacion.
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7.0 MATERIAL Y METODOS

7.1 CARACTERISTICAS DE LA GRANJA

El presente estudio se realizé en un sistema de produccion porcina de tres
sitios multiples, localizado en el municipio de San Juan de los Lagos en el estado
de Jalisco, en la zona prevalece un clima templado con lluvias durante el verano,

oscila una temperatura promedio anual de 22°C.

La granja cuenta con dos sitios uno, con capacidad para 7,500 hembras en
produccion cada una y su fin zootécnico es la produccién de cerdo para abasto y

la carne producida es importada hacia otros paises.

En la granja se realizan muestreos seroldgicos periodicos para diferentes
enfermedades como: Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS),
enfermedad del Ojo Azul (OA), enfermedad de Aujeszky (EA), Fiebre Porcina
Clasica (FPC) y Parvovirus Porcino (PPV), por lo que cuenta con un programa de
control y erradicacion de enfermedades y se mantiene el mejor estado sanitario

dentro de la misma.

7.2 AISLAMIENTOS VIRALES

Para realizar los aislamientos virales se utilizaron 27 animales divididos en
dos grupos: 11 animales con edad entre 15y 20 dias y 16 entre 90 y 120 dias de
edad (CUADRO 2), que presentaron signos clinicos respiratorios y/o nerviosos

asociados con la enfermedad del Ojo Azul.

La técnica de necropsia para los cerdos muertos y sacrificados se realiz6 de
acuerdo a la metodologia descrita por Aluja y Constantino (2002).
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Se obtuvieron 27 muestras de encéfalo y 27 de pulmédn; a partir del encéfalo
se obtuvieron porciones de cerebro, lobulos olfatorios y corteza cerebral; del

pulmdén muestras de I6bulos.

Las muestras se maceraron con medio de cultivo y filtraron con portafiltros y

pre-filtros de 1.2, 0.6, 0.45 y por ultimo por filtros de 0.22u de forma estéril.

Con 1 ml de cada sobrenadante filtrado se infectaron monoestratos de la
linea celular vero (Rindn de Mono Verde) de 24 hrs. de formacion y a los 3 y 6
dias pos-inoculacién se observo la presencia o ausencia de efecto citopatico
(ECP).

Se obtuvieron 200ul del sobrenadante y se confrontd 50ul de con eritrocitos
de ave, bovino y cuye al 0.5% por separado; para diagnosticar como positiva o
negativa la muestra, se observd la presencia o ausencia (FIGURA 1A) de
aglutinacién producida el Rubulavirus Porcino, reportandose la aglutinacion como
muestra positiva, de acuerdo a ésta aglutinacion se clasifico como aglutinacion

leve, media y moderada. (FIGURAS 1B, 1C Y 1D)

7.3 METODOLOGIA DE LOS VIRUS AISLADOS

Una vez diagnosticados como positivos o negativos los aislamientos virales,
se seleccionaron dos de ellos, el primero a partir de encéfalo de lechon menor de
30 dias de edad (E-L) y el segundo proviene de encéfalo de un animal de mas de
90 dias de edad (E-E).

7.3.1 TITULACION DE LOS VIRUS AISLADOS

1. En una microplaca de fondo en “U” de 96 pozos (NUNC 262179) se
vertieron 50 ul de PBS (solucion amortiguadora de fosfatos con pH de 7.2)

en todos los pozos.
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Se adicionaron de la hilera “1” a la “6”, 50 ul del virus E-L en una placa y de
la misma forma en otra placa del virus E-E.

Se utilizaron las hileras “7” y “8” como control negativo (sin virus) y las
hileras “8” y “9” como control positivo (colocando 50 ul de un virus
conocido).

Se transfirieron 50 ul de la fila “A” a la fila “B” y asi hasta llegar a la fila “H”,
para realizar la dilucién de cada virus.

Ya realizada la dilucién, en todos los pozos de las hileras “1” a la “9” se
coloco 50 pl de una suspension de eritrocitos de ave al 0.5%.

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

donde se presentd sedimentacion de gldbulos rojos.

7.3.2 RECONOCIMIENTO DE LOS VIRUS AISLADOS

Para el reconocimiento de los virus aislados y no confundirlos con otros

virus hemoaglutinantes, se realiz6 la caracterizacién inmunolégica de los dos virus

mediante la técnica de seroneutralizacion.

Para ello se confrontaron con un suero conocido (PAC 3), siguiendo la

metodologia para la técnica:

1.

Se adsorbi6 el suero PAC 3 para eliminar inhibidores especificos de la
hemoaglutinacion.
a. En una microplaca de 96 pozos e fondo en “U”, se vertieron 100 pl
del suero en 4 pozos.
b. En cada uno de ellos, se adicion6 50 ul de caolin y 50 ul de
eritrocitos de bovino al 5%.

c. Seincubaron a 4°C durante 24 horas.

2. Se depositaron en una microplaca de 96 pozos con fondo en “U”

a. 50 ul de PBS en todos los pozos.
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b. 50 ul del sobrenadante del suero adsorbido en la linea “A” de la
hilera 1 a la 6.

c. Se realizaron diluciones dobles seriadas de la linea “A” a la “H” y se
eliminaron al final 50 pul. Se consideraron las hileras 7 y 8 como
control negativo y las hileras 9 y 10 como control positivo.

d. Se agregaron 50 ul de los virus aislados y previamente titulados con
8UHA en cada pozo de las hileras 1 a la 3 con el virus E-L y de las
hileras 4 a la 6 con el virus E-E.

e. Seincubd la placa durante 30 min. a temperatura ambiente.

f. Se adicionaron 50 pl de eritrocitos de bovino al 0.5% en cada pozo
de toda la placa.

g. Se incubd finalmente durante 30-60 min. a temperatura ambiente.

Se considera como reaccién positiva cuando el titulo es mayor o igual a
1:16.

Los aislamientos anteriores y cuatro cepas restantes, las cuales se
obtuvieron de muestras remitidas para su diagndstico al Departamento de
Produccién Animal: Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional Autébnoma de México procedentes de la zona porcicola del
bajio de la Republica Mexicana, a los cuales se les denominé PAC 1(Michoacan
1990), PAC 2 (Jalisco 1990), PAC 3 (Jalisco 1992) y PAC 4 (Guanajuato 2003) de

acuerdo al lugar y fecha de aislamiento.

7.4 TITULACION DE LOS 6 AISLAMIENTOS

Estos 6 aislamientos virales se titularon mediante la infeccion en tejido

celular de la siguiente manera:

7.4.1 TITULACION VIRAL POR INFECCION EN TEJIDO CELULAR
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. Se realizaron diluciones décuples de 10" a 10 de cada uno de los 6 virus

con medio de cultivo sin suero.

Se agregd 50ul de cada dilucién y 50ul de medio de cultivo MEM (SIGMA
MO0643) sin suero a monocapas de cultivo celular de 24 hrs. de formacion
previamente preparados en microplacas de fondo plano (NUNC 167008)

(se realiz6 por duplicado para cada virus).

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

A los 3 dias de incubacion se tomé 50ul del sobrenadante y se aglutiné con
eritrocitos de ave al 0.5% y se incub6 a temperatura ambiente durante 30
min.

A los 6 dias pos infeccion se realizé el mismo procedimiento de aglutinacién
y ademas se realiz6 tincién de la placa con cristal violeta (SIGMA No. De
CATALOGO C3886) para evidenciar el efecto citopatico producido por cada
virus.

El titulo de cada virus se obtuvo utilizando el Método de Karber.

Estos seis aislamientos también se titularon por hemoaglutinacion utilizando

la siguiente metodologia:

7.4.2 TITULACION POR HEMOAGLUTINACION

1.

En microplacas con fondo en “U” de 96 pozos (NUNC 262179) se vertieron
50 ul de PBS (soluciéon amortiguadora de fosfatos con pH de 7.2) en todos
los pozos.

Se adicionaron 50 ul de cada virus en la primera hilera vertical (por
triplicado de cada uno).

Para la diluir cada virus se transfirieron 50 ul al pozo siguiente iniciando
desde el primero y hasta el antepenultimo pozo, dejando el penultimo como
control negativo (sin virus) y el ultimo como control positivo (en el cual se

colocan 50 pl de virus de diferencia).
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4. Ya realizada previamente la dilucién, en la primera hilera de cada dilucion
del virus se colocé 50 ul una suspension de eritrocitos de ave, en la
segunda dilucién de bovino y en la tercera de cuye al 0.5%.

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

donde se presenta sedimentacion de gldbulos rojos.
7.5 INOCULACION A CONEJOS

Obtenido el mismo titulo de 32 unidades Hemoaglutinantes (UHA) o 1 x
10 de cada aislamiento, se inocularon 2 conejos para cada uno de los virus, 1 ml
via intramuscular y 0.5 ml via intranasal utilizando 0.5 ml de hidréxido de aluminio

como adyuvante.

A los 14 y 21 dias pos-inoculacion se obtuvieron muestras de sangre en
vacutainer sin anticoagulante, para posteriormente recuperar el antisuero de cada
virus; se utilizé la técnica de inhibiciéon de la hemoaglutinacion para identificar la

presencia o ausencia de anticuerpos.
7.6 PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

De las muestras de sangre obtenidas de los conejos se obtuvo la mayor
cantidad posible de suero, para esto fue necesario, que desde el momento que se
obtuvo la sangre, el vacutainer sin anticoagulante se mantuvo de forma

transversal previo a la centrifugacion.

Una vez obtenido el suero:

1. Se inactivaron las proteinas del complemento incubando el suero en bafo
Maria a 56°C durante 30 min.

2. Se adsorbieron para eliminar inhibidores especificos de la
hemoaglutinacion, por lo que los sueros fueron tratados de la siguiente

manera:
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a. En una microplaca de 96 pozos de fondo en “U” se vertieron 100pul
de cada suero por separado.

b. Se adicionaron 50ul de caolin y 50ul de eritrocitos de bovino al 5%.

c. Seincubaron a 4°C durante 24 hrs.

3. Se depositaron en microplacas de 96 pozos con fondo en “U”

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

b. 50 ul del sobrenadante del suero adsorbido en la linea “A”.

c. Se realizaron diluciones dobles seriadas de la linea “A” a la “H” y se
eliminaron al final 50ul. Se consideraron que las dos ultimas hileras
sirvieran como controles positivo y negativo.

d. Se agregaron 50 ul de cada antigeno viral con 8 UHA en cada pozo
a partir de la linea “B” a la “H".

e. Se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente.

f. Y se adicionaron 50ul de eritrocitos de bovino al 0.5 % en cada pozo.

g. Finalmente se incubaron durante 30-60 min a temperatura ambiente.

7.6.1 CONTROLES

Positivo: se utilizdé suero con titulo conocido de anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacion, PBS, antigeno viral y eritrocitos. Hay unién antigeno-
anticuerpo, por lo que se observa la formacion de un botén al sedimentarse los

eritrocitos.
Negativo: Se utilizé suero conocido que no contenia anticuerpos antivirales,
PBS, antigeno viral y eritrocitos. No hay anticuerpos, por lo que el antigeno se une

a los eritrocitos observandose hemoaglutinacion.

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

titulo igual o mayor a 1:16.
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Una vez identificado el titulo de 1:32 en la IH en cada uno de los sueros
especificos se utilizaron para identificar las respuestas homodlogas y heterdlogas,
es decir, la reaccion de un virus con su antisuero y el reconocimiento de éste, con
los otros antisueros; mediante la técnica de Seroneutralizacion por el método

suero variable-virus fijo.

7.7 RESPUESTAS HOMOLOGAS Y HETEROLOGAS

Para identificar las respuestas homologas y heterélogas de cada uno de los
virus se siguio la metodologia de la técnica de seroneutralizacién suero variable-
virus fijo, en la cual se utilizaron microplacas de 96 pozos de fondo plano y se
realizaron diluciones dobles seriadas de cada uno de los antisueros (por separado
pero con el conocimiento de la previa titulacién por IH de cada uno de ellos con 32
UHA).

Se colocaron 50ul de medio MEM sin suero en todos los pozos de la
columna 1 a la 9; 50ul de cada antisuero en la linea “A” del pozo 1 al 6, los pozos
7, 8 y 9 se utilizaron para los controles negativo, de virus y de células
respectivamente, se pipeteo 7 veces y se diluyd de la columna “A” a la “B” y asi
sucesivamente hasta la “H”, al final se eliminaron 50ul. En todos los pozos de las
columnas 1 a 8 se adicionaron 50ul del antigeno a una dosis de 300 DICC 50%

previa titulacion del virus. Se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min.

En placas con células VERO previamente preparadas con un monoestrato
de 24 horas de formacién, se decant6 el medio y se transfirieron 100ul de la
dilucion que se preparé con anterioridad a cada uno de los pozos segun

correspondia.
La placa se incub6 dentro de una estufa a 37°C, se realizd una revision

diaria de la placa para observar la presencia o ausencia de efecto citopatico; a los

3 y 6 dias de incubacion se tomé 50ul del sobrenadante y se aglutind con
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eritrocitos de bovino al 0.5% en placas con fondo en “U” las cuales se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 a 60 min. para observar la presencia o ausencia

de hemoaglutinacion, anotandose el titulo correspondiente.

A los 6 dias se tifid la placa con cristal violeta para evidenciar el efecto
citopatico producida por el virus y asi detectar la presencia o ausencia de

anticuerpos neutralizantes.

Este mismo procedimiento se realizd para los seis aislamientos del virus a

estudio con los seis antisueros.

7.7.1 CONTROLES PARA LAS RESPUESTAS HOMOLOGAS Y HETEROLOGAS

A. POR ACTIVIDAD AGLUTINANTE

Positivo: sobrenadante positivo y eritrocitos de bovino al 5%; hay union antigeno-
anticuerpo y los eritrocitos sedimentan mientras existan anticuerpos. Cuando ya
no hay anticuerpos se presenta aglutinacion.

Negativo: sobrenadante negativo y eritrocitos de bovino; no hay unién antigeno-
anticuerpo y los eritrocitos se aglutinan.

Virus: antigeno y eritrocitos; se observa aglutinacion de los eritrocitos.

Células: Sobrenadante del cultivo celular y eritrocitos de bovino. Los eritrocitos

sedimentan.

*El titulo del suero se dio en la dilucién inversa a donde se presento aglutinacion.

B. POR EFECTO CITOPATICO.

Positivo: suero positivo, MEM sin suero y antigeno; Hay union antigeno-
anticuerpo, por lo que no se observa efecto citopatico mientras existan
anticuerpos.

Negativo: suero negativo, MEM sin suero y antigeno; No hay union antigeno-
anticuerpo, por lo que se observa efecto citopatico.

Virus: MEM sin suero y antigeno; El antigeno infecta las células por lo cual se

observa efecto citopatico.
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Células: células VERO y MEM sin suero; EI monoestrato se observa integro.

*El titulo del suero se dio en la dilucién inversa a donde se presento efecto citopatico.

A partir de 32 unidades seroneutralizantes para la para la técnica de

seroneutralizacidon se considera un suero positivo.

7.8 CONFRONTACION DE SUEROS DE CAMPO

Se realiz6 un monitoreo transversal de una granja del estado de Jalisco, en
la cual se encuentra circulando el Rubulavirus porcino, esto mediante la
confrontacién de 64 sueros contra 6 los virus a estudio, utilizando la técnica de

seroneutralizacion en su variacion suero variable-virus fijo.

Los 64 sueros aislados, pertenecian a animales de diferentes partos y edades: 10
sueros de cerdas de 0 a 1 parto; 9 de 3 a 4 partos y 9 de mas de 5 partos. Para
los cerdos de la linea de producciéon fueron 6 sueros de 20 a 30 dias; 10 para
animales de 35 a 60 dias; 10 de 60 a 90 dias y para cerdos de 90 a 120 dias, 10

Sueros.

El procedimiento utilizado de la técnica de seroneutralizacion en su variacidon

suero variable-virus fijo, fue el siguiente:

Procedimiento:

1. Se utilizaron microplacas de 96 pozos de fondo plano estéril para hacer las
diluciones.

2. Colocar 50 pl de medio sin suero en todos los pozos de la columna “1” a la
“10”.

3. Poner 50 ul de los sueros en la linea “A”, pipetear 7 veces y diluir 50 yl de
la columna “A” a la “B” y asi sucesivamente hasta la linea “H”. Al final
eliminar 50 pl.

4. Depositar los controles positivo y negativo en la columna “10” y “11”

respectivamente, estos se manejaron como en el punto 2y 3.
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5. Se adicionaron 50 pl de antigeno a una dosis de 300 DICC 50%, previa
titulacidn del virus.

6. Se incubaron durante 60 min. a temperatura ambiente.

7. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se transfirieron 100 pyl de
cada linea a una placa con un monoestrato de células VERO de 24 hrs. de
formacion.

8. Se realizd la revision diaria de las placas para observar la presencia o
ausencia de efecto citopatico.

9. Alas 72 horas, se transfirieron 50 yl de sobrenadante en placas con fondo
en “U” y se agregaron 50 pl de eritrocitos de bovino al 0.5%.

10.A las 120 horas se realizd la lectura previa al microscopio invertido y

posteriormente se tifd la placa con cristal violeta.

A partir de un titulo 1:32 se considera positivo para la enfermedad del Ojo Azul.

Si alguno de los controles no corrié adecuadamente, la técnica se consideré no

valida.

El mismo procedimiento se utilizdé para todos los sueros que se confrontaron

contra los seis aislamientos virales por separado.
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8. 0 RESULTADOS

8.1 AISLAMIENTOS VIRALES

En el cuadro 1 se observan los aislamientos virales por tejido obtenidos de
cerdos con signologia sugerente a infeccion por el Rubulavirus porcino. En este
cuadro se presenta el numero de pase en el que se encontr6 el virus y tejido de

procedencia, asi como el rango de edad de cada cerdo.

De los 22 aislamientos virales de cerdos adultos (de 90 a 120 dias de
edad); 8 de ellos (4 aislados de pulmdn y 4 de encéfalo) se aislaron en el primer
pase, 6 aislamientos en el segundo pase (2 de encéfalo y 4 a partir de pulmén) y
en el tercer pase se aislaron 8 virus restantes (4 a partir de encéfalo y 4 de

pulmon).

En cuanto a los aislamientos virales obtenidos de lechones entre 15 a 20
dias de edad, 2 se aislaron de encéfalo en el primer pase y 10 en el segundo (6
aislados de encéfalo y 4 a partir de pulmon).

El mismo cuadro 1, se observa que de los cerdos identificados como animal
3y 7 de 100 y 120 dias de edad respectivamente los aislamientos se obtuvieron
de pulmédn, pero no asi de encéfalo; en cambio los lechones con numeros 17, 18,
21 y 24, estos aislamientos solo fueron de encéfalo, estos ultimos pertenecientes

al grupo de animales entre 15 a 20 dias.
Cabe mencionar que de los cerdos identificados como animal 4, 5, 6, 8, 9,

10, 11, 14, 15,16, 23, 25, 25 y 27 los virus aislados fueron de ambos érganos, es

decir de encéfalo y pulmén, estos en diferentes pases del virus.
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Se seleccionaron los 2 aislamiento virales; El cerdo identificado como
numero 21 (Cuadro 1) menor a 20 dias, donde el aislamiento provino de encéfalo
y el cerdo 11 (Cuadro 1) mayor a 90 dias, de donde se obtuvo el aislamiento del

mismo origen que el primero.

En el cuadro 2 se muestran los 27 animales de los cuales se obtuvieron las
muestras de encéfalo y pulmon; 16 de ellos pertenecian a animales de entre 90 a
120 dias de edad y 11 a cerdos entre 15 y 20 dias de edad.

También se presenta el tejido de procedencia (encéfalo o pulmén) de cada
virus aislado; de las 54 muestras a estudio, 34 resultaron positivas; 18

procedentes de encéfalo y 16 a pulmon.

Al momento de agrupar los aislamientos virales de acuerdo a la edad de los
animales, 12 provenian de animales del grupo de 15 a 20 dias de edad y 22 del
grupo de 90 a 120 dias de edad.

Al analizar la procedencia de lo virus por grupo de edad, se encontr6 que
de las 12 muestras positivas de lechones del grupo de 15 a 20 dias de edad, 8 de
ellas provenian de encéfalo y 4 de pulmdn, lo que corresponde al 66% y 34%
respectivamente. En cambio, el patron de comportamiento en los animales adultos
es diferente, ya que, de las 22 muestras positivas del grupo de animales entre 90
a 120 dias de edad, 10 de ellas se obtuvieron de encéfalo y 12 de pulmodn, lo que

corresponde al 45.5% y 54.5% respectivamente.
8.2 RESPUESTAS HOMOLOGAS Y HETEROLOGAS
En el cuadro 3 se presentan los titulos obtenidos de las respuestas

homodlogas y heterdlogas de cada virus con su antisuero especifico mediante la

técnica de seroneutralizacion.
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En el titulo obtenido en las respuestas homdélogas ,es decir, la confrontacion
de el virus con su antisuero especifico no se observan diferencias entre los virus
E-L y PAC 1; entre los virus E-E, PAC 2 y PAC 3; pero si hay tal diferencia entre

los dos grupos y estos con el virus PAC 4 (Grafica 1).

Pero al momento de revisar los titulos obtenidos en las respuestas
heterdlogas, es decir, la confrontacion de un virus con los otros antisueros, la

reaccion neutralizante es diferente entre todos los aislamientos virales (Grafica 2).

8.3 MONITOREO SEROEPIDEMILOGICO

En el cuadro 4, se presenta los titulos obtenidos de muestras de sueros de
campo provenientes de una granja del estado de Jalisco, la cual presentd un brote
de la enfermedad del Ojo azul, los sueros pertenecen a 64 animales de diferentes
partos y edades, los cuales se confrontaron contra los seis aislamiento virales, se
consideré como suero positivo todo aquel que obtuvo un titulo superior o igual a

32 unidades seroneutralizantes.

En el cuadro 5, se presentan en numero y porcentaje los sueros de campo
que resultaron positivos y negativos al confrontarlos contra los seis aislamientos
virales, se puede observar que, al ser confrontados contra los 6 deferentes
aislamientos el porcentaje de animales positivos para cada uno de los virus es
diferente, solo porcentajes iguales de reconocimiento ante ellos fueron entre el
PAC 1 y el PAC 3 cuyo porcentaje fue de 32.8% sueros, aunque los que tuvieron
mayor reconocimiento fueron el PAC 2 y el PAC4 con el 51.6 y 53.1% y el de
menor reconocimiento fue el E-E con solo el 20.3% de positividad en los sueros de

campo.
Si analizamos los numero y porcentajes de los sueros de campo de acuerdo

al numero de parto o edad de los animales (Cuadro 6) encontramos que, los

sueros provenientes de cerdas de 3 a 4 partos, asi como los de hembras de cinco
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partos, el 100% de ellos fue reconocido y resultaron positivos contra al menos uno
de los virus. Caso contrario a las cerdas de 0 a 1 parto, en las cuales los sueros

resultaron negativos en el 88.9 % de ellos.

En los cerdos de la linea de produccion, los animales entre 20 a 30 dias de
edad resultaron positivos el 50 % de los sueros; y de 35 a 60 dias el 70%; en el
grupo de 60 a 90 dias de edad result6 mas bajo porcentaje de positivos con el
10% de ellos, pero no asi con los cerdos del grupo entre 90 a 120 dias de edad,

en los cuales el 90% de los mismos resulté positivo (Cuadro 5).
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9.0 DiScusION

Al analizar el numero de aislamientos virales obtenidos de acuerdo a la
edad de los cerdos y al tejido de donde estos provienen; de las 12 muestras
positivas del grupo de lechones de 15 a 20 dias de edad el 64% se obtuvieron de
encéfalo y el 36% a partir de pulmén, por tal motivo es importante relacionar la
edad del animal con el posible aislamiento viral, ya que en un estudio Reyes-
Leyva et al., (1993 y 1997) reportan la relacion directa que existe entre la edad del
animal y el tropismo tisular , debido al reconocimiento celular que tiene el virus
sobre la molécula del disacarido Neu5Aca2,3-Gal y la cantidad presente en los
tejidos y al grado de maduracion y desarrollo del animal, ya que esta molécula se
encuentra en mayores concentraciones en el sistema nervioso en lechones, en
cambio con los sementales, en los cuales esta concentracion mayor se presenta

en el tejido testicular.

En cuanto al numero de aislamientos virales obtenidos de pulmén; 12 de
ellos fueron de animales de 90 a 120 dias de edad y 4 de lechones entre 15 a 20
dias de edad, esto quiere decir que el aislamiento a partir de este tejido representa
una alternativa mas para la deteccion a partir de aislamiento del Rubulavirus
porcino, del tejido proveniente de animales de engorda con signologia respiratoria,
ya que el virus cuando entra por via nasal a través microgotas puede ser
identificado en los I6bulos pulmonares craneales (Allan et al., 1996; Reyes-Leyva
et al., 1997) y provoca neumonia intersticial (Lorio et al., 1986; Collier y Oxford,
2000; Chua et al., 2000 y Bowden et al., 2001). Sin embargo también se ha

encontrado en higado y bazo (Moreno et al., 1986).

En lo que respecta al numero de virus aislados de encéfalo, del total de
aislamientos 8 fueron de animales entre 15 a 20 dias de edad y 10 de animales
entre 90 y 120 dias, numero mayor a los aislamientos a partir de pulmoén en
animales menores a 20 dias, ya que este 6rgano es el principal donde ocurre la
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replicacion del virus, infectando a los 7 dias pos-infeccion estructuras

mesencefalicas, hipocampo, tdlamo e hipotalamo (Reyes-Leyva et al., 1997).

Ramirez et al., permitieron definir tres grupos virales de acuerdo a las
alteraciones observadas y a la edad de poblacion mas afectada. El primer grupo
con los virus, con alteraciones neuroldgicas presentadas exclusivamente en
lechones; en el segundo grupo los virus que producen alteraciones neurologicas y
alta mortalidad en lechones, presentacion de alteraciones neuroldgicas en cerdos
de 3-4 meses y reproductivas en machos adultos; y un tercero como causante de

problemas reproductivos en adultos y manifestaciones escasa en lechones.

En este estudio de los 34 aislamientos virales positivos sugerentes a la
enfermedad del Ojo azul, durante el primer pase resultaron sin actividad
hemoaglutinante 24 aislamientos y de esos 24 en el segundo pase viral 10.
Reyes-Leyva et al., en el 2002, ealizaron un seguimiento de la infeccién de
cultivos celulares con las cepas LPM, PAC 1 y PAC 3, pertenecientes a cada uno
de las variantes patogénicas descritas por Ramirez et al., y se observoé que en
virus PAC 3 emerge de la célula hospedera antes que las otras dos cepas, por lo
que al menos in vitro, la cepa PAC 3 es mas virulenta que las otras dos, es
liberada mas rapido de la célula y probablemente dispersarse con mayor facilidad
en busca de otras células. Sin embargo, se mostr6 que las otras dos cepas
poseen una elevada actividad hemolitica, reflejo de su proteica de fusion, por lo
que algunas cepas tardan mas tiempo en liberarse mas rapido de las células y pos

consiguiente mayor el tiempo en la infeccion a otras células.

La Prueba mas utilizada en Meéxico para determinar la difusion del
Rubulavirus porcino y establecer el patrén de circulacion del virus dentro de las
granjas porcinas es la prueba de Hemoaglutinacién (Martinez et al., 1986). Siendo
asi la mas utilizada desde inicios de la enfermedad, debido a la facilidad y
especificidad que se presenta por la reaccion antigeno-anticuerpo. Esta técnica ha

sido evaluada, donde la sensibilidad alcanzada en una granja con brotes de la
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enfermedad del Ojo Azul, fue del 98.9% de sensibilidad (Morilla et al., 2000), sin
embargo este ultimo reporte, se realizé con un antigeno que alcanzaba un titulo
1:32 UHA (Unidades Hemoaglutinantes), en donde se considerdé que un suero

positivo era con una dilucién 1:80 en adelante.

También esta técnica es la mas comunmente utilizada en todo el mundo
para la determinacion de niveles de anticuerpos frente a varios virus tal es el caso
de la Diarrea viral bovina (Reinhardt et al., 2001), Fiebre porcina clasica (Islas et
al., 1997), los virus de la Influenza porcina A y B, y de la Parainfluenza 1 y 2
(Frank et al., 1980), también ésta prueba se utiliza como prueba de referencia para
la determinacion y diferenciacion de cepas virales de diversas enfermedades, ya
que se considera altamente especifica, que se basa en la deteccion de
anticuerpos neutralizantes que surgen como respuesta protectora del animal frente

a una infeccion viral (Dinter, 1989).

Respecto a la utilizacion de la técnica en su modalidad virus fijo — suero
variable para realizar caracterizacion inmunolégica, donde se determinan las
posibles diferencias entre aislamientos virales obtenidas a través de los afios, es
importante mencionar que esta investigacion es la primera donde se utiliza dicha
técnica para identificar diferencias virales, de acuerdo a las respuestas obtenidas
por el reconocimiento antigeno-anticuerpo de la confrontacién de un mismo
antisuero con antigenos del mismo género que fueron aislados de diferentes

brotes en diversas granjas de la zona del Bajio y Occidente del Pais.

Cabe decir que en un estudio similar en el 2004 se utilizé la técnica de
inhibicion de la hemoaglutinacion para identificar tales diferencias entre
aislamientos virales del ojo azul, la cual permitié conocer que los virus presentan
tales diferencias entre ellos y que mediante esta técnica se puede identificar el

virus que esta circulando actualmente en la granja (Sanchez, 2004).
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De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio no se observan
diferencias entre el titulo obtenido entre los virus E-L y PAC 1; resultado similar al
reportado por Sanchez (2004) en cuya investigacion menciona que estos dos virus
presentaron el mismo patrén de reconocimiento al confrontarlos con sueros de
campo mediante la técnica de inhibiciéon de la hemoaglutinacién. Entre los virus E-
E, PAC 2 y PAC 3 en este estudio tampoco se encontraron diferencias en el
patrén de reconocimiento en las respuestas homologas; pero si entre estos dos
grupos y estos con el virus PAC 4. Por tal motivo se puede pensar que en los dos
grupos de virus tienen un mismo origen dentro de cada grupo, aunque su
aislamiento haya sido en diferentes afios y granjas; ya que presentan diferencias
estructurales con respecto a los demas aislamientos virales Reyes-Leyva et al.,
(2002), quienes al evaluar las reacciones antigénicas cruzadas entre diferentes
aislamientos virales propusieron que algunos de ellos pudieran ser variantes

silvestres de los aislados en los primeros brotes de la enfermedad del ojo azul.

Al momento de observar las respuestas heterélogas, la reaccion
neutralizante es diferente entre todos los aislamientos, por lo que se puede
deducir que la variacién entre estos, lo cual se hace evidente al utilizar una prueba

de laboratorio mas sensible y especifica (Hernandez-Jauregui et al., 1992).

Al observar los titulos obtenidos de muestras de sueros de campo
provenientes de una granja del estado de Jalisco, la cual presentdé un brote de la
enfermedad del ojo azul, los sueros pertenecen a 63 animales de diferentes partos
y edades y que se confrontaron contra los seis aislamiento virales, se considerd
como suero positivo todo aquel que obtuvo un titulo superior o igual a 32 unidades

seroneutralizantes.

Y se encontr6 que al momento de contabilizar los sueros de animales
positivos y negativos al ser confrontados contra los seis diferentes aislamientos
virales el porcentaje de reconocimiento es diferente para cada uno, a excepcion de

los virus PAC 1 y el PAC 3 cuyo porcentaje de reconocimiento fue igual (32.8%),;
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los virus que tuvieron mayor reconocimiento fueron los virus PAC 2 y el PAC4 con
el 51.6 y 53.1% y el de menor reconocimiento fue para E-E con solo el 20.3% de

positividad en los sueros de campo.

En esta investigacion se encontré6 que la seropositividad en las hembras
reproductoras es diferente de acuerdo al numero de parto al que se encuentren ya
que los sueros provenientes de cerdas de 3 a 4 partos, asi como los de hembras
de cinco partos, el 100% de ellos fue reconocido y resultaron positivos contra al
menos uno de los virus, caso contrario a las cerdas de 0 a 1 parto, en las cuales
los sueros resultaron negativos en el 88.9 % de ellos, es importante mencionar
que los resultados concuerdan con lo encontrado por Morilla et al., (2000) y
Sanchez (2004), en donde los porcentajes de seropositividad a la enfermedad del
ojo azul mediante la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion variaron del 40 al

100% para hembras de 1 a 5 partos.

Los resultados seroldgicos en hembras reproductoras son variables, ya que
el porcentaje de seropositividad varia de acuerdo al momento del muestreo, el
manejo de la granja y el tipo de produccién, por lo tanto el porcentaje de de
hembras positivas al Rubulavirus porcino puede variar (Sanchez, 2004).

Es importante mencionar que en la serologia de la linea de produccién se
encontré que los animales entre 20 a 30 dias de edad resultaron positivos el 50 %
de los sueros; en cerdos de 35 a 60 dias el 70%; este resultado no concuerda con
lo encontrado por Martinez et al., (1987), Morilla (2000) y Sanchez (2004), los
cuales mencionan que la seropositividad de animales menores inicia a partir de los
75 dias de edad, pero si concuerda con lo encontrado en animales de los grupos
de 60 a 90 dias de edad, el cual resulté mas bajo porcentaje de positivos con el
10% de ellos y de los cerdos entre 90 a 120 dias de edad, en cuyos sueros el 90%
de los mismos resultd positivo, esto, mencionan que es posible que entre el
segundo y el tercer mes de edad ocurra una infeccién que se refleja por el

incremento del numero de cerdos seropositivos a partir del tercer mes de edad.
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Es importante mencionar que la técnica de seroneutralizacion (SN),
consiste en una prueba punto final seroneutralizante, que permite identificar y
cuantificar la capacidad de los anticuerpos séricos para inhibir o neutralizar el
efecto citopatico de una cepa dada y que los anticuerpos neutralizantes son
responsables del efecto protector del suero y estan dirigidos contra determinantes
antigénicos especificos de la superficie del virus (FAO, 1985). Por tal motivo los
resultados encontrados en este estudio difieren en algunos resultados con los
demas estudios, donde se utilizan otras pruebas o técnicas de laboratorio, ya que
esta técnica se considera como una técnica con alta sensibilidad y especificidad

(Hernandez-Jauregui et al., 1992).
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10.0 CONCLUSIONES

= Se encontrd6 que en los aislamientos Vvirales, fueron obtenidos
principalmente de animales de engorda y la mayoria pertenecian a partir de
pulmén, y caso contrario en animales menores a 20 dias de edad, donde

principalmente se obtuvieron a partir de encéfalo

= La técnica de seroneutralizacion proporciona una mayor sensibilidad y
especificidad y por ello puede ser utilizada como técnica de referencia para

identificar el o los virus circulantes en granja.

= La técnica de seroneutralizacion permite identificar variaciones entre los

diferentes aislamientos virales del Rubulavirus porcino.
= El reconocimiento de los sueros de campo ante los diferentes virus aislados

no es similar, es decir no todos los virus son reconocidos con los mismos

titulos por un determinado suero.
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FIGURA 1. OBSERVACION DE LA PRESENCIA O AUSENCIA DE AGLUTINACION PRODUCIDA

POR EL RUBULAVIRUS PORCINO

FIGURA 1A. AGLUTINACION AUSENTE FIGURA 1B. ( +) AGLUTINACION LIGERA
FIGURA 1C. ( ++ ) AGLUTINACION MODERADA FIGURA 1D. ( +++ ) AGLUTINACION ABUNDANTE

IMAGENES OBSERVADAS EN MICROSCOPIO INVERTIDO CONVENCIONAL. OBJETIVO 10X
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CUADRO 1. AISLAMIENTOS VIRALES POR TEJIDO OBTENIDOS DE CERDOS CON SIGNOLOGIA SUGERENTE A INFECCION POR

EL RUBULAVIRUS PORCINO.

100 1 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
2 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
100 3 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
4 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
115 5 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
6 PULMON PosiTivo (-)6D (+++)
60 7 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (+) (+++)
8 PULMON PosITivo (-)6D (+) (+++)
80 9 ENCEFALO PosITIvO (-)6D (-) (+)
10 PULMON PosiTivo (-)6D (-) (+)
120 11 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (-) (+++)
12 PULMON PosITivOo (-)6D (-) (+)
95 13 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
14 PuULMON PosiTivo (-)6D (-) (+++)
95 15 ENCEFALO PosITivo (-)6D (++)
16 PULMON PosiTivo (-)6D (++)
90 17 ENCEFALO PosiTivo (+)3D (+++)
18 PULMON PosiITivO (+)3D (+++)
105 19 ENCEFALO PosiTivo (+)3D (+++)
20 PULMON PosiTivo (+)3D (+++)
95 21 ENCEFALO PosiTivo (+)3D (+++)
22 PULMON PosiTivo (+)6D (++)
95 23 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
24 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
100 25 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
26 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
100 27 ENCEFALO PosiTivo (+)3D (+++)
28 PULMON PosiTivo (+)6D (+++)
120 29 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (-) (+++)
30 PuULMON PosiTivo (-)6D (-) (+)
110 31 ENCEFALO PosITIvO (-)6D (-) (+)
32 PULMON PosiTivo (-)6D (-) (+)
15-20 33 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (++)
34 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
15-20 35 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (++)
36 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
15-20 37 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
38 PuLMON NEGATIVO (-) (-) (-)
15-20 39 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
40 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
15-20 41 ENCEFALO PosiTivo (+)6D (++)
42 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
15-20 43 ENCEFALO NEGATIVO (-) (-) (-)
44 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
15-20 45 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (++)
46 PULMON PosiTivo (-)6D (++)
15-20 47 ENCEFALO PosITIvo (-)6D (++)
48 PULMON NEGATIVO (-) (-) (-)
15-20 49 ENCEFALO PosiTivo (+)6D (++)
50 PULMON PosiTivO (-)6D (++)
15-20 51 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (++)
52 PULMON PosiITivo (-)6D (++)
15-20 53 ENCEFALO PosiTivo (-)6D (++)
54 PULMON PosiTivo (-)6D (++)

D= DiAS DE INFECCION ~ ( +) AGLUTINACION LIGERA (IMAGEN 2)  (++ ) AGLUTINACION MODERADA (IMAGEN 3)
(+++ ) AGLUTINACION ABUNDANTE (IMAGEN 4)
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CUADRO 2. NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS A OJO AzUL EN TOTAL Y POR EDAD
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CUADRO 3. TITULOS DE LAS RESPUESTAS HOMOLOGAS Y HETEROLOGAS DE CADA VIRUS

CON SU ANTISUERO ESPECIiFICO MEDIANTE LA TECNICA DE SERONEUTRALIZACION
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CUADRO 4. TiTULOS DE MUESTRAS DE SUEROS DE CAMPO CONFRONTADOS CONTRA 6
AISLAMIENTOS VIRALES

16 4 8 2 4 NEGATIVO
4 32 8 16 16 32 POSITIVO
4 4 4 16 4 NEGATIVO
8 4 4 8 8 NEGATIVO
2 4 2 4 4 NEGATIVO
8 4 4 8 16 NEGATIVO
2 4 4 4 8 NEGATIVO
2 2 4 4 NEGATIVO
2 8 16 4 16 16 NEGATIVO
2 32 32 64 64 64 POSITIVO
64 256 256 256 256 256 POSITIVO
64 256 256 256 256 256 POSITIVO
16 4 64 4 8 POSITIVO
4 16 16 128 8 64 POSITIVO
2 8 4 64 8 8 POSITIVO
8 32 32 64 16 64 POSITIVO
2 2 64 2 32 POSITIVO
128 | 256 256 256 256 256 POSITIVO
256 | 256 256 256 256 256 POSITIVO
256 | 256 256 256 256 256 POSITIVO
64 256 128 256 256 256 POSITIVO
16 64 32 128 32 64 POSITIVO
4 16 16 64 16 64 POSITIVO
8 256 64 128 64 128 POSITIVO
8 256 64 256 32 256 POSITIVO
256 | 256 128 256 256 128 POSITIVO
256 | 256 256 256 256 256 POSITIVO
8 32 16 32 64 64 POSITIVO
2 NEGATIVO
8 NEGATIVO
8 32 16 16 16 32 POSITIVO
8 4 16 4 16 NEGATIVO
32 256 128 256 256 256 POSITIVO
2 2 2 4 8 NEGATIVO
4 64 16 16 16 64 POSITIVO
8 2 NEGATIVO
2 16 4 32 8 16 POSITIVO
8 32 16 64 16 64 POSITIVO
4 64 16 64 16 64 POSITIVO
4 64 16 32 16 32 POSITIVO
8 4 16 4 32 POSITIVO
4 4 NEGATIVO
16 8 32 8 64 POSITIVO
8 NEGATIVO
4 8 NEGATIVO
16 8 NEGATIVO
4 8 NEGATIVO
8 4 4 NEGATIVO
2 NEGATIVO
4 4 4 4 8 NEGATIVO
8 NEGATIVO
8 8 8 16 16 64 POSITIVO
16 4 NEGATIVO
4 16 16 256 16 64 POSITIVO
32 128 128 256 128 256 POSITIVO
8 32 32 256 32 128 POSITIVO
32 128 128 256 128 256 POSITIVO
8 32 64 256 32 128 POSITIVO
32 128 128 256 128 256 POSITIVO
4 NEGATIVO
32 256 128 256 32 256 POSITIVO
4 8 8 64 8 128 POSITIVO
8 64 64 256 32 128 POSITIVO

SE CONSIDERA COMO SUERO POSITIVO A PARTIR DE 32 UNIDADES SERONEUTRALIZANTES
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CUADRO 5. NUMERO Y PORCENTAJE DE SUEROS DE CAMPO POSITIVOS Y NEGATIVOS DE

LOS DIFERENTES AISLAMIENTOS VIRALES

NUMERO
PORCENTAJE 20.3 | 43.8 32.8 51.6 32.8 53.1
NUMERO 51 36 43 31 43 30
PORCENTAJE 79.7 | 56.2 31.2 48.4 67.2 46.9
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CUADRO 6. NUMERO Y PORCENTAJE DE SUEROS DE CAMPO POSITIVOS Y NEGATIVOS DE
ACUERDO AL NUMERO DE PARTO O EDAD DE LOS ANIMALES DE LA GRANJA A ESTUDIO
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