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I. RESUMEN

El Rubulavirusporcino (RVP) es el agente etiologico de la enfermedad del ojo azul en
cerdos, la infeccion secaracterizaprincipalmente por alteraciones neurologicas en lechones.
Desde su primer aislamiento, realizado a principios de 1980, a la fecha se han reportado
tres grupos genéticos (1980-2006). En estos grupos se han identificado cepas que producen
diferentes cuadros clinicos en campo. Bajo condiciones experimentales no se ha evaluado
el efecto clinico de aislamientosrecientes. El objetivo de este estudio fue valorar el cuadro
clinico, respuesta humoral y distribucion viral de nuevos aislamientos del Rubulavirus
porcino en lechones infectados experimentalmente. Se emplearon cuatro grupos de seis
lechones hibridos, de cinco dias de edad (G1-84, G2-93, G3-147 y G4-Testigo/control
negativo). Para la infeccion experimental se utilizaron tres diferentes cepas virales, la cepa
de referencia LPM-84 (Michoacidn-1984) y dos cepas aisladas en el afio de 2013 en
Querétaro(Qro/93/2013) y Michoacan (Mich/147/2013).Se inocularon seis cerdos de cada
grupo,por cepa viral y se mantuvieron seis cerdos como testigos sin infeccién. La
inoculacionfue realizada por via oronasal y ocular, empleado una dosis de
1x10°DICCso%/ml. Posteriormente,se evalué el cuadro clinico diariamente y se realizaron
necropsias en tres diferentes dias postinfeccion (dpi). Se analizaron organos del sistema
nervioso, linfatico y aparato respiratorio, cuantificando el titulo viral y la carga de ARN
viral. La seroconversion fue evaluada por medio de la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacion. En los tres grupos experimentales se presentaron cuadros clinicos
asociados a la infeccion a partir de los tres dpi, identificando en grupo G1-84y G3-147 el
cuadro nervioso mas exacerbado. En el G2-93 solamente se identifico un cuadro leve de
incoordinacion y aumento en la temperatura rectal a los cinco dpi. Se identifico la
distribucion del RVP y ARN viral en 6rganos asociados a sistema nervioso, linfatico y
aparato respiratorio, en los lechones analizados en diferentes lapsos de tiempos (5, 10 y 15
dpi). La seroconversion fue evidenciada en los grupos G1-84 y G2-93. Los G1-84 y G3-147
se analizaron como los grupos mas afectados tras la infeccion experimental, ambas cepas
fueron aisladas en el estado de Michoacan. La virulencia de nuevos aislamientos mantiene

sus caracteristicas, mismas que fueron reportadas hace mas de 30 afos.



II. ABSTRACT

Porcine Rubulavirus (RVP) is the etiologic agent of blue eye disease in pigs, the infection
is mainly characterized by neurological disorders in piglets. Since its first isolation, made in
early 1980 to date have reported three genetic groups (1980-2006). These groups have
identified strains produce different clinical pictures in the field. Under experimental
conditions it has not been evaluated the effect of recent clinical isolates. The aim of this
study was to evaluate the clinical, humoral response and viral distribution of new isolates of
porcine Rubulavirus in experimentally infected pigs. Four groups of six hybrid piglets, five
days old (G1-84, G2-93, G3-147 and G4-Witness / negative control) were used. For
experimental infection three different viral strains were used, the reference strain LPM-84
(Michoacén-1984) and two strains isolated in the year 2013 in Querétaro (Qro / 93/2013)
and Michoacan (Mich / 147/2013). Six pigs in each group were inoculated by viral strain
and six pigs as controls remained uninfected. Inoculation was performed by oronasal and
ocular, used a dose of 1 x 106 TCID50% / ml. Subsequently, the clinical picture was
evaluated daily and necropsies were performed on three different days post infection (dpi).
organs of the nervous, lymphatic and respiratory system were analyzed by quantifying the
viral titer and viral RNA loading. Seroconversion was evaluated by the test
hemagglutination inhibition. In the three experimental groups clinical symptoms associated
with infection were presented from the three dpi, identifying G1-84 and G3-147 group the
nervous exacerbated box. In the G2-93 only a slight incoordination box and increased rectal
temperature dpi five were identified. RVP distribution and viral RNA in organs associated
with nervous, lymphatic and respiratory tract, in piglets analyzed at different periods of
time (5, 10 and 15 dpi) system was identified. Seroconversion was evidenced G1-84 and
G2-93 in groups. The G1-84 and G3-147 were analyzed as the groups most affected after
experimental infection, both strains were isolated in the state of Michoacan. The virulence

of new insulation maintains its characteristics, same that were reported over 30 years ago.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de ojo azul (EOA) en cerdos, es causada por el Rubulavirus porcino (RVP)
(Moreno et al., 1986). La EOA se identific6 en granjas de La Piedad, Michoacan a
principios de 1980 (Stephano et al., 1981). La infeccién por él RVP provoca problemas
nerviosos y respiratorios en lechones y cerdos en crecimiento (Stephano ef al., 1988; Reyes
et al., 2002; Reyes et al., 2004; Rivera et al, 2013a). En cerdas gestantes se presentan
abortos y fetos momificados, ademas se ha observado infertilidad, epididimitis y orquitis en
verracos (Ramirez et al., 1997; Herndndez et al., 2004; Rivera et al., 2013b). La infeccion
puede producir opacidad corneal, y se presenta del 1-10% de los casos (Stephano et al.,
1988). La EOA es endémica en las zonas centrales y centro-occidentales de México
(Escobar et al., 2012), histéricamente se ha detectado por serologia en 16 de los 32 estados
de México (Fuentes, 1992). Aunque solo se han informado casos de la EOA en México, se
han detectado Paramyxovirus porcinos relacionados en otros paises, como Australia,
Canada, Japon e Israel (Martinez ef al., 2006). Existen tres grupos genéticos caracterizados
con base en la secuencia del gen de la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y al efecto
clinico que producen en campo (Reyes et al., 2002; Sanchez et al., 2008). Recientemente se
han caracterizado genéticamente nuevos aislamientos del RVP (Gémez et al., 2014; Cuevas
et al., 2016). Sin embargo, las caracteristicas clinicas bajo condiciones experimentales no

han sido evaluadas.

3. MARCO TEORICO
3.1. Importancia de la enfermedad del ojo azul

La EOA es un enfermedad endémica en la zona central y centro-occidental de México,
recientemente el RVP ha sido detectado por serologia en cuatro estados del centro de
Meéxico (Escobar et al., 2012). La EOA afecta a cerdos lactantes, en los que se manifiesta
de forma aguda y fatal, causando morbilidad del 20 al 65% y mortalidad cercana al 100%
de los afectados (Martinez et al., 2006). La infeccidon en una piara reproductora, provoca
una baja en la fertilidad, aumento del porcentaje de muerte fetal (hasta 19%), incremento de
lechones momificados (hasta 36%), disminucion del total de lechones nacidos (-4.1) y
aumento en la mortalidad de los lechones durante las primeras semanas (hasta 50%); La

infeccién en verracos causa orquitis y la calidad del semen disminuye, esto incrementa la



tasa de desecho; En general, en la etapa de produccion, se presenta una alta cantidad de
cerdos con retraso en el crecimiento y problemas respiratorios, por lo que se emplea en

mayor cantidad antibioticos, con el consecuente gasto econdmico que esto representa

(Kirkland et al., 2006)

La EOA en su primera descripcion, fue considerada una de las cuatro enfermedades mas
importantes en los porcinos, las cuales incluian: rinitis atréfica, enfermedad de Aujeszky,
parvovirus porcino y gastroenteritis trasmisible. La EOA ademas de causar impacto
productivo en la granja es considerada una barrera comercial para la exportacion. Se
considera que en conjunto estas enfermedades afectan la porcicultura generando pérdidas
econdmicas anuales por méas de 20 millones de ddlares, con respecto a la explotacion y
comercializacién de animales vivos y productos de origen de cerdo, Unicamente en la
region central y centro-occidente de México. Actualmente, enfermedades como el sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), influenza porcina, circovirus porcino y diarrea
epidémica porcina, son ademas de la EOA, las enfermedades virales en cerdos con mayor
impacto econdomico. (Fuentes er al., 1992; Morrilla et al., 2002; Cuevas et al., 2012;

Martinez et al., 2016).

3.2. Distribucion geografica

Entre 1988 y 1995 en los estados de Puebla, Campeche, Quintana Roo, Sonora, Morelos,
Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Querétaro, D.F, Colima, Veracruz, Aguascalientes,
Tlaxcala, Zacatecas, Tabasco, Oaxaca y Chiapas se encontraron cerdos seropositivos a esta
enfermedad (Martinez et al., 2016).En el afio 2011, se mostr6 una seroprevalencia hasta del
36% en el bajio, mientras que los estados del sureste fueron negativos (Escobar ef al., 2011;

Martinez et al., 2016).



3.3. Agente etioldgico

La EOA es causada por el RVP, nombrado originalmente virus de La Piedad, Michoacan
(LPMYV). Este virus fue aislado por primera vez a principios de la década de 1980 y solo ha
sido reportado en México (Fuentes et al., 1992). El RVP es un virus hemaglutinante que
produce efecto citopatico y genera células gigantes multinucleadas (sincitios) en cultivos
celulares. (Martinezer al., 2006). El RVP tiene similitud genémica con los virus de
Mapuera, de la parotiditis humana, los virus de parainfluenza humana 2 y 4 y el virus 5 de
simio (Sundqvist et al., 1991; Berg et al., 1991, 1992). Este virus no presenta reaccion
antigénica cruzada con los virus parainfluenza 1, 2, 3 y 4, con los virus de la enfermedad de
Newcastle, del sarampion, el sincitial respiratorio ni con el virus de la parotiditis (Moreno

et al., 1986; Stephano., 1999). No obstante, la enfermedad no se considera zoonotica.

El material genético del RVP es de cadena sencilla de ARN en sentido negativo, no
segmentada, formada por 15180 bases (Lamb et al., 2000;Wang et al., 2007).El genoma del
RVP contiene seis genes que codifican diferentes proteinas estructurales y no estructurales,
en la siguiente disposicion 3'-NP-P-M-F-HN-L-5. La proteina HN es la responsable del
reconocimiento del receptor viral y de su adhesion a las células blanco de la infeccion. Esta
proteina es la mas inmunogénica y estimula la produccion de anticuerpos neutralizantes.
(Cuadro 1) (Linné et al., 1992;Hernandez et al., 2004; Reyes et al., 2004; Santos et al.,
2004).


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=s0301-732x2004000200003&script=sci_arttext#r88
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Cuadro 1. Caracteristicas de las proteinas del Rubulavirusporcino (Tomado de Santos et

al., 2004).
Masa
Gen [Péptido Nombre molecular
(kDa)
NP NP | Nucleoproteina 68
P P Fosfoproteina 52
v v N.D
C C N.D
I I N.D
M M Protelng de 40
Matriz
F F, Protel‘n’a de 59
Fusion
F» 12
N Hemagh'ltl'nlna— 66
neuraminidasa

L L Proteina de alto 200
peso molecular

Caracteristicas, ubicacion y actividades
relacionadas

La proteina de la nucleocéapside tiene una funcién
estructural, misma que le brinda proteccion al
genoma y le confiere wuna conformacion
tridimensional del substrato de la polimerasa.

Se asociada a la nucleocapside. Tiene la funcion
de formar el complejo polimerasa con la proteina
L.

Es una proteina no estructural, tiene una actividad
inhibitoria sobre el complejo
polimerasa viral y en la inhibicion de la cascada de
sefales activada por interferén.

Similar a la anterior.

Es una proteina no estructural. Se desconoce su
funcion.

Es una proteina asociada a la membrana, tiene
funcion de participar en el ensamblaje de nuevos
viriones.

Es una glicoproteina transmembranal, promueve
fusion de membranas
viral y celular, tiene actividad hemolitica, y tiene
la actividad de formacion de sincitios.

Es una glicoproteina externa de membrana, esta
asociada a F1 mediante
enlace disulfuro.

Es una glicoproteina transmembranal. Tiene la
funcion del reconocimiento del receptor celular y
adherencia. Activa la hidrélisis de acido sialico,
promueve la fusion célula-virus.

Es una enzima asociada a la nucleocapside. Es
componente catalitico del complejo polimerasa
formado con la proteina P. Su funciéon es la
transcripcion y replicacion.



Al microscopio electrénico se observan virionespleomorficos, la mayoria esféricos de 180
a 300 nm de didmetro, formados por una nucleocapside helicoidal protegida por una
envoltura lipoproteica, que presenta prolongaciones de 8-12 nm, que corresponden a las
glicoproteinas HN y F responsables de las actividades hemaglutinante, hemolitica, de

neuraminidasa y formadora de sincitios (Moreno et al., 1986; Reyes et al., 1999).

El RVP tiene un 41-47% de identidad en la secuencia genética con el virus de la parotiditis
humana (Sundqvist et al., 1991; Berg et al., 1991, 1992, 1997; Svenda et al., 1997); esto
influye para que ambos virus presenten similitudes en actividades biologicas y
caracteristicas patoldgicas, pero las similitudes mas importantes se refieren a su afinidad y
tropismo tisular. Asi, estos dos virus comparten su afinidad por el sistema nervioso central,
por organos del aparato reproductor, por 6rganos glandulares y por organos linfaticos
(Stephano ef al., 1988; Allan ef al., 1996; Wolinsky, 1996; Ramirez ef al., 1997; Ramirez.,
1997; Hernandez et al., 2002).

3.4. Propiedades fisicoquimicas

Entre sus propiedades fisicoquimicas se ha descrito la hemaglutinacion (HA) de eritrocitos
de pollo, gallina, cobayo, bovino, cerdo, caballo, perro, gato, hdmster, conejo, oveja, cabra,
raton, rata, pavo y humano (tipos A, B, AB y O) (Martinez et al., 2006). El virus es sensible
a los solventes de lipidos (éter, cloroformo) y es inactivado con formalina y beta-
propiolactona; ademas muestra resistencia a la actinomicina D. Se inactiva a 56°C después
de 4hrs.; la HA se pierde entre las 48 y las 60h a 56’ C.Se desconoce cudnto tiempo resiste

el virus en condiciones ambientales naturales (Martinez et al., 2006).
3.5. Epidemiologia

La deteccion de anticuerpos contra el RVP en bancos de sueros permitid identificar que el
virus estaba presente en la zona de La Piedad Michoacén por lo menos desde 1972, aunque
no hay registros de infecciones similares ocurridas en esas fechas (Rosales ef al., 1988). El
origen del virus es incierto; analisis filogenéticos muestran que el Rubulavirus porcino
tiene un ancestro comun a todos los paramixovirus, pero excluyen la posibilidad de que este
virus sea una variante de algin otro Rubulavirus (Berg et al., 1997; Svenda et al., 1997,

2002).
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Los cerdos son los Unicos animales afectados clinicamente por el RVP de manera natural.
Experimentalmente, el RVP afecta ratones, ratas y embriones de pollo; En el caso de
conegjos, perros, gatos, y pecaries estos no presentan signos clinicos; sin embargo, los
conejos, gatos y pecaries producen anticuerpos (Stephano et al., 1985a; Stephano et al.,
1988a; Flores, 1991; Arellanes et al., 1994; Cuetero et al. 1995).

Los cerdos con infecciones subclinicas de granjas afectadas, son la principal fuente de
infeccion de la EOA. El RVP se disemina por contacto directo (fluido oronasal) entre
cerdos infectados y cerdos susceptibles. De igual forma la transmision de la EOA puede ser
por semen, ya que el virus se puede recuperar de testiculo, epididimo, prostata, vesiculas
seminales y glandulas bulbouretrales. Ademas el virus puede ser difundido por personas y

vehiculos y posiblemente por los pajaros y el viento.

3.6. Patogenia

El RVP se propaga por via respiratoria, principalmente. La replicacion del RVP inicia en la
mucosa nasofaringea y en 6rganos linfaticos asociados, después se disemina a pulmones y
bronquios en donde se presenta una nueva replicacion, finalmente se disemina por todo el
organismo via hematogena (eritrocitos y monocitos). Después de la multiplicacion en
mucosa nasal, el RVP se difunde a SNC a través de los nervios trigémino y olfatorio, para
después permanecer localizado en el bulbo olfatorio y mesencéfalo (Stephano ef al., 1988;

Allan et al., 1996; Reyes et al., 2004).

Durante la fase de viremia se ha demostrado que el virus se transporta asociado a eritrocitos
del dia 4 al dia 12 post inoculacion y por leucocitos del dia 12 al 20, lo que permite
producir una infeccidn sistémica y replicarse en sitios inmuno privilegiados de diversos
organos linfaticos y reproductores (Hernandez et al., 1998; Reyes et al., 2004; Sanchez et

al.,2014) (Figura 1).
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Figura 1. Patogenia del Rubulavirus porcino. (Sanchez et al., 2014)
3.7. Presentacion de la EOA en diferentes etapas del cerdo
Cerdos lactantes

Durante los primeros brotes de la infeccion con el RVP en la fase aguda de los cerdos
lactantes (2 a 21 dias de vida) se caracterizaron por la presentacion de manifestaciones
nerviosas en forma progresiva y enfermedad respiratoria. La infeccion generalmente
presenta una mortalidad del 80-90%, en lechones de 2 a 15 dias de edad (Stephano, 1982;
Stephanoet al., 1988; Martinez et al., 2006).

Cerdos en crecimiento y engorda

En la fase subaguda los lechones destetados presentan postracion, rigidez de las
extremidades posteriores, debilidad generalizada, fasciculaciones musculares, retraso en el
crecimiento, depresion, excitacion, cabeceo, movimientos dando vueltas, hiperestesia,
alteraciones del comportamiento/agresion y coma. También causa cambios en la capa del
pelo (se vuelve mate/rugoso), erosiones oculares, vejiga alargada y distendida y

estrefiimiento/reduccion en el volumen de heces o diarrea(Taylor, 1999;Stephano, 2000).




En la fase cronica, en los cerdos mayores de 30 dias de edad los signos clinicos son menos
comunes y mas discretos (parecieran clinicamente sanos), con baja o nula mortalidad;
suelen mostrar signos moderados y transitorios que pueden incluir anorexia, fiebre, tos,
estornudos y ocasionalmente, opacidad corneal (Taylor, 1999; Stephano, 2000; Martinez et

al., 2006).

En los cerdos de 3 a 4 meses de edad, las manifestaciones neuroldgicas son escasas y la tasa
de mortalidad es baja (Stephanoer al., 1988; Campos et al., 1989; Ramirez et al., 1997,
Stephano, 1999).

Cerdos reproductores

Cerdas: En las cerdas la enfermedad provoca infertilidad, anormalidades reproductivas,
presentan abortos, aumento de mortinatos y reduccion de la fertilidad, se observan fetos
momificados y disminucién del niimero de lechones que nacen vivos (Stephano et al.,

1988; Campos et al., 1989; Ramirez et al., 1997; Stephano, 1999; Martinez et al., 2006).

Verracos: En el verraco causa falta de libido, hemospermia, y orquitis con epididimitis y
edema de la zona genital, atrofia testicular y una sensible pérdida de fertilidad (Stephano et

al., 1988; Campos et al., 1989; Ramirez et al., 1997; Stephano, 1999).

3.8. Virulencia y variantes virales

Debido a la variabilidad clinica observada a través de los afios, en los diferentes brotes dela
EOA, se analizaron 10 aislamientos virales en 29 afios y se secuencio el gen hemaglutinina-
neuraminidasa para ser comparado con la secuencia del virus origen, “LPMV”. Las cepas

virales analizadas se presentan en el Cuadro 2 (Sanchez et al., 2014).

Cuadro 2. Cepas virales, afo de colecta y cuadro clinico asociado (Sanchez et al., 2014).

Virus Aiio de aislamiento Cuadro clinico asociado
LPMV 1984 Nervioso

PAC?2 1990 Nervioso y reproductivo
PAC 3 1992 Nervioso y reproductivo
PAC 4 1993 Nervioso

PAC 6 2001 Respiratorio




PAC 7 2002 Respiratorio
PAC 8 2002 Nervioso y respiratorio
PAC9 2003 Nervioso y respiratorio
Qro/2013 2013 Retraso en el crecimiento y
cuadro respiratorio
Mich/2013 2013 Retraso en el crecimiento y
cuadro respiratorio

Al comparar los 1728 nucleodtidos correspondientes al ORF del gen HN de cada uno de los
aislamientos, el nimero de mutaciones con respecto a los virus heterélogos se incremento,
es decir, los virus aislados en los afios 90’s con respecto a los virus aislados en el afo 2000
y 2013 presentan de 20 a 30 mutaciones (Sanchezet al., 2014; Gémez et al 2014; Loeza,
2016).

Los aislamientos virales se han asociado con determinados signos; por ejemplo, las cepas
denominadas paramixovirus del ojo azul (POA, 1980), La Piedad Michoacan (LPM, 1984)
y POA2 (1988) son causantes principalmente de meningoencefalitis y neumonia en cerdos
neonatos; mientras que las cepas denominadas Produccién Animal Cerdos 2 (PAC2, 1990)
y 3 (PAC3, 1993), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM), fueron aislados en brotes donde basicamente se
registraron fallas reproductivas. En estos ultimos casos se observaron abortos, mortinatos y
disminuciéon en la fertilidad de las hembras; mientras que en machos se presentd
epididimitis, orquitis y atrofia testicular. Otros aislamientos, tales como PAC1 (1990),
PAC4 (1993) y PACS (1994) se recuperaron de granjas donde se presentaron signos
respiratorios severos y meningoencefalitis en cerdos neonatos y también signos
reproductivos en cerdos adultos (Reyes et al., 2002). Las cepas PAC6-9 fueron aislados de
cerdos en engorda y en reproductores, en estos animales se reportaron cuadros neurologicos
severos (Cuadro 3) (Sanchezet al, 2008; Sanchezet al., 2014). La cepas Qro/93/2013 y
Mich/147/2013, fueron aisladas recientemente por el grupo de trabajo del INIFAP, estas
cepas fueron colectadas en granjas de cerdos con retraso en el crecimiento y con problemas

respiratorios (Martinez et al., 2014).




Cuadro 3. Numero de mutaciones de aminoacidos en la proteina HN (Sanchez et al.,
2014).

LPMV | PAC2 | PAC3 | PAC4 | PAC6 | PAC7 | PAC8 | PACY
PAC2 20 -
PAC3 24 4 -
PAC 4 2 18 22 -
PAC6 22 28 30 20 -
PAC7 22 28 30 20 0 -
PACS8 20 26 38 18 2 2 -
PACY 21 27 29 19 3 3 3 -

3.9. Diagnostico de la EOA

La infeccion por el RVP se puede diagnosticar mediante una combinacion del analisis de la

historia y signos clinicos, serologia, lesiones, aislamiento o deteccion molecular del virus.

El diagndstico puede ser confirmado mediante el aislamiento del virus en cultivo celular.
La deteccion del antigeno y ARN viral se ha realizado mediante hemaglutinacion (HA),
inmunofluorescencia (IF), RT-PCR y gRT-PCR (Allan et al., 1996; Ramirez et al., 1996;
McNeilly et al., 1997; Wiman et al., 1998; Nordengrahn ef al., 1999; Rivera et al., 2013a).

La evaluacion a nivel histolégico puede ser de ayuda para establecer el diagnodstico, las
lesiones que se observan son: encefalitis no supurativa, uveitis anterior, queratitis, orquitis
y epididimitis, presencia de cuerpos de inclusion en tejido nervioso y epitelio corneo,
ademas de neumonia intersticial (Stephano et al., 1988; Kirkland, 2006; Rivera et al.,

2013).
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3.10. Prevencion y control de la EOA

Para el control y erradicacion de la EOA en las granjas positivas, se deben de implementar
diferentes acciones que se basen en el diagndstico y eliminacion. Las pruebas para
poblaciones, tales como inhibicion de la hemaglutinacion permiten la deteccion de animales
convalecientes, es necesario complementar el diagndstico seroldgico con pruebas que
permitan la deteccion del agente viral, una de ellas puede ser la RT-PCR punto final y en

tiempo real (Rivera et al., 2013).

Existen en el mercado dos vacunas comerciales (Innovac Ojo Azul, AVIMEX, Reg.
SAGARPA B0258-070 y Porcimune SOA, Lapisa, Reg. SAGARPA B-2083-017) de virus
inactivado que se usan ampliamente para controlar la enfermedad del ojo azul. En ambos
casos, los laboratorios productores recomiendan aplicar dos dosis con diferentes intervalos
por via intramuscular en cerdos sanos. No obstante de la aplicacion de vacunas, se deben
seguir estableciendo medidas pertinentes de bioseguridad, para evitar la entrada de esta

enfermedad a las granjas.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la patogenia y virulencia de aislamientos recientes del Rubulavirus porcino en

lechones lactantes.
4.2. Objetivos particulares

e Valorar el cuadro clinico en lechones inoculados con diferentes aislamientos del
RVP.

e Identificar la distribuciéon del RVP en o6rganos asociados a sistema nervioso,
respiratorio y linfatico de lechones lactantes.

e Cuantificar la carga viral (virus infeccioso) en cultivos celulares a partir de 6rganos
de lechones inoculados experimentalmente.

e Cuantificar la carga viral (copias de ARN viral) mediante gRT- PCR en 6rganos de
lechones inoculados experimentalmente.

e Cuantificar la respuesta seroldogica producida en lechones inoculados

experimentalmente.
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5. Hipaotesis

Los aislamientos recientes de Rubulavirus porcino presentaran diferencias clinicas,
serologicas y patoldgicas en comparacion con la cepa de referencia aislada en el afo de

1984.
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6. Material y métodos
6.1. Cepas virales

Se emplearon tres diferentes cepas virales para la infeccion experimental, la cepa
LPMV/1984, Qro/93/2013 y Mich/147/2013. La cepa LPMV/1984 fue aislada en un brote
de la EOA en La Piedad, Michoacan, en donde se registraron cuadros neurologicos y alta
mortalidad en cerdos en crecimiento y de engorda (Moreno et al., 1986). La cepa
Qro/93/2013 fue aislada en 2013, en una granja de ciclo completo en donde el cuadro
clinico unicamente incluyd, retraso en el crecimiento y signos respiratorios en cerdos de
crecimiento y engorda (Martinez et al., 2014). La cepa Mich/147/2013 fue aislada en La
Piedad, Michoacdn en una granja que presentd cuadros respiratorios en cerdos en
crecimiento (Martinez et al., 2014). Las cepas empleadas en este estudio (aisladas en el afio
2013), fueron caracterizadas genética y antigénicamente previamente. Ambas cepas

pertenecen al genotipo parental, LPMV y PAC4 (Gémezet al., 2014; Loeza, 2016).

Los aislados virales se replicaron en células PK-15 (rifion de cerdo), mantenidas en medio
minimo esencial de Dulbecco (D-MEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino y con
antibioticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml) (Reyes et al. 1997). La
titulacion de los lotes virales se realizd mediante el célculo de dosis infecciosas en cultivo

celular al 50%, empleando el método de Spearman-Karber.

6.2 Animales de experimentacion
Se emplearon cuatro grupos experimentales de seis lechones cada uno. Los animales fueron
recibidos a los 5 dias de edad y se alojaron en las unidades de aislamiento del CENID-
Microbiologia Animal. Los lechones fueron colocados en una cama de paja, con clima
controlado a 30° C. Se suministro alimentacion artificial con sustituto de leche, cada cuatro
horas, asi como alimento preiniciador y agua a libre acceso. Los cerdos provenian de una
granja libre de la EOA, misma que fue evaluada previamente mediante pruebas seroldgicas
y qRT-PCR en tiempo real. Cada grupo fue ingresado con un intervalo de un mes entre
grupo, en este intervalo de tiempo se realiz6 la descontaminacion y reacondicionamiento

del area.
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6.3. Diseiio e infeccion experimental
Los procedimientos experimentales se llevaron de forma similar para cada grupo. Los
grupos fueron identificados de acuerdo a la cepa con la cual fueron infectados

experimentalmente, las identificaciones se presentan a continuacion:

o (G1-84, grupo de seis lechones inoculados con la cepa LMPV/1984 (cepa de
referencia).

e (32-93, grupo de seis lechones inoculados con la cepa Qro/93/2013 (cepa aislada en
el estado de Querétaro en el afio 2013).

e (3-147, grupo de seis lechones inoculados con la cepa Mich/147/2013 (cepa aislada
en el estado de Michoacan en el afio 2013).

e (G4-T, grupo de seis lechones empleados como testigos sin infectar.

La inoculacion experimental se realizo por las vias (2.5ml) oral, (4ml) nasal y (1ml) ocular,

respectivamente. La dosis viral empleada fue ajustada a un titulo de 1x10° DICCsgos/ml.
6.4. Evaluacion clinica

Desde su llegada y hasta la finalizacion de los ensayos, los cerdos fueron inspeccionados
para identificar signos clinicos asociados a la infeccion experimental. Se registraron en la

bitacora de trabajo los siguientes datos:

e Temperatura rectal.

e Peso corporal.

e Presencia de signos nerviosos (excitacion, tremor, sialorrea, incoordinacion, ataxia,
opistotonos, postracion y muerte).

e Presencia de signos respiratorios (estornudos, tos, disnea, secreciones nasales).

e Presencia de signos digestivos (anorexia, diarrea)

e Otros signos (depresion, secreciones oculares, conjuntivitis)

Cada signo fue considerado como ausente, asignando valor de cero, o presente asignando
valor de uno, con esta valoracion se logr6 cuantificar el puntaje clinico (valor de cero a 16

puntos), mismo que fue registrado en cada grupo experimental.
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6.5. Colecta de muestras, necropsia y evaluacion macroscopica

Se colectaron muestras de sangre para la obtencion de suero el dia cero y cada tres dias
posterior a la infeccion experimental en todos los grupos analizados. Las necropsias fueron
programadas para realizarse a los cinco, 10 y 15diasposinfeccion. La seleccion de los
animales para necropsia fue el cuadro clinico o signos agudos de la enfermedad. La
necropsia de los animales se realizé mediante sedacion con azaperona y sobredosificacion
con pentobarbital sodico. En la necropsia se colectaron 6rganos del sistema nervioso central
(encéfalo anterior, medio y posterior en los 16bulos derechos e izquierdos, cerebelo, plexo
coroideo, nervio trigémino, médula oblonga y médula espinal), respiratorio (mucosa nasal,
traquea, bifurcacion traqueal o traquea posterior, l6bulo craneal, 16bulo medio, l6bulo
caudal y 16bulo accesorio, de ambos pulmones) y linfatico (timo, linfonodo cervical, retro
faringeo, parotideo, submandibular, preescapular, mediastinico, traqueo bronquial, gastro
hepético, mesentérico, inguinal, popliteo, tonsila y bazo), mismos que fueron almacenados
a-196° C en nitrogeno liquido, para su posterior uso. En todos los grupos experimentales se

registraron las lesiones macroscépicas.
6.6. Preparacion de las muestras

Se realizaron macerados de los Organos para emplearlos en el aislamiento viral y la
cuantificacion de ARN viral. El procedimiento se describe brevemente: las muestras de
organos fueron descongeladas de forma gradual, primero fueron transferidas del nitrogeno
liquido a un ultracongelador, en donde permanecieron por dos horas, posteriormente se
almacenaron en temperatura de refrigeracion por una hora, y finalmente se descongelaron
en un recipiente térmico durante 30 minutos. Se colectd un gramo de cada organo y se
colocd en un mortero a temperatura de -70° C, se afiadieron 4ml de DMEM (pH 7.2) frio.
Se macerd con un pistilo y se decantd el sobrenadante en un tubo conico de 15 ml.
Posteriormente, se centrifugdé a 5000 rpm durante 20 minutos. Una alicuota del
sobrenadante fue separada para la extraccion de ARN, el fluido restante fue filtrado bajo
condiciones estériles empleando una membrana de nitrocelulosa de 0.22 micras. Los
fluidos filtrados y las alicuotas para la extraccion de ARN fueron conservados a -70° C

hasta su uso.
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6.7. Aislamiento y titulacion viral

Los fluidos filtrados fueron empleados como inodculos, el procedimiento se describe a
continuacion: se sembraron placas de 96 pozos con la linea celular PK-15, se colocaron
aproximadamente 10,000 células por pozo. Las placas fueron incubadas durante 24 horas
empleando DMEM con 5% de suero fetal bovino. Los pozos de las placas fueron evaluados
para confirmar el crecimiento celular y una confluencia del 80%, se retird el medio de
cultivo y se inocularon 50ul del filtrado estéril, una muestra en cada pozo de la linea A,
posteriormente se realizaron diluciones decuplesydoblesseriadas de cada una de las
muestras hasta alcanzar la dilucionl10?. Se dejo adsorber durante 30 minutos y
posteriormente se agregd6 MEM con 5% de TPB. Los pozos infectados y una serie de pozos
sin infectar (control pozos 11 y 12) se revisaron diariamente, hasta alcanzar un periodo de
incubacion de cinco dias y asi, cuantificar el efecto citopatico. Los sobrenadantes de las
células en cultivo se extrajeron y se realizaron dos pases ciegos, posteriormente se
determind la cantidad de unidades hemaglutinantes por inoculo, empleando eritrocitos de

pavo al 0.8%, bajo el esquema estandar descrito previamente por (Martinez et al., 2006).

6.8. Cuantificacion de la carga viral por qRT-PCR

El ARN total de los fluidos de macerados sin filtrar se extrajo empleando el kit de RNeasy
Mini (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de 350 ul de muestra
se obtuvo 80 ul de ARN total. El ensayo de qRT-PCR se llevo acabo empleando el kit
LightCycler 480 RNA master hydrolisisprobes (ROCHE), con los siguientes volimenes en
la mezcla de reaccion: iniciador delantero (10uM) 0.75ul, iniciador reverso (10uM) 0.75ul,
sonda de hidrolisis (10uM) 0.5ul, activadores de la reaccion 1.3pul, RNA master Mix 7.4 pl,
reactivo para aumentar la eficiencia de la reaccion (enhancer) 1.0ul y 1lpulm de cada

muestra de ARN.

El programa consistio en: 63°C/15 min., transcripcion inversa (900s), 95°C/30s, 95°C/10 s,

60°C/30s y 72°C/30 s., repitiendo 45 ciclos, estos ultimos dos pasos para su amplificacion.

La curva de calibracion se realizdo empleando un ARN sintético elaborado previamente en
el laboratorio, el procedimiento fue realizado de acuerdo a lo descrito por Riveraet al.,

2013.
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6.9. Inhibicion de la hemaglutinacion (IHA)

Los sueros colectados fueron tratados térmicamente, se incubaron a 56° C durante 20
minutos, este procedimiento permite inactivar el complemento de la muestra.
Posteriormente, los sueros fueron adsorbidos afiadiendo 50ul de eritrocitos de pavo al 10%
a una solucion de suero diluido 1:2 con PBS en un volumen final de 100ul. Se afiadieron
50ug de caolin, se homogenizé y se dejo reposar en refrigeracion durante toda la noche. Al
siguiente dia se colectd el suero clarificado y se empled para realizar diluciones dobles
seriadas en una placa de fondo en U, se realizaron diluciones desde 1:10 hasta 1:1280, en
un volumen final de 50ul. A cada pozo con los sueros diluidos se agregaron 50ul de
Rubulavirus porcino (LPMV/84, Qro/93/2013, Mich/147/2013, respectivamente) ajustado
a 8 unidades hemaglutinantes y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, se agregaron 50ul de eritrocitos de pavo al 0.8% y se realizaron las lecturas
a los 30 minutos. El titulo de anticuerpos fue determinado como la ultima dilucién en la que

el suero fue capaz de inhibir la hemaglutinacion del virus.
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7. Resultados
7.1. Animales de experimentacion

Los lechones se recibieron por grupos de seis cada uno. En el primer grupo (G1-84), dos de
los lechones murieron a consecuencia de onfalitis, estos cerdos fueron excluidos del
experimento, por lo que el G1-84 solo contd con cuatro cerdos. En el resto de los grupos no

existieron problemas al iniciar cada experimento.
7.2. Infeccion experimental

La infeccion experimental se llevd a cabo por las vias y dosis mencionadas anteriormente.
Se evalud el estado de salud de cada lechon previo a la inoculacion. Las madres de estos
cerdos habian sido diagnosticadas como libres de la enfermedad del ojo azul, empleando

pruebas serologicas y moleculares.
7.3. Signos clinicos

Posterior a la infeccién experimental, se detectaron signos clinicos asociados a la infeccion

en los grupos G1-84, G2-93 y G3-147. El puntaje clinico observado se presenta en la

Figura 2.
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Figura 2. Puntaje clinico de los cerdos en los diferentes grupos de experimentacion.
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Brevemente, los cuatro lechones del G1-84 presentaron depresion, descargas nasales,
diarrea, hundimiento ocular, lagafias, temblores musculares, sialorrea e incoordinacion, a
partir del cuarto dpi. Uno de los lechones inoculados mostrd depresion, respiracion rapida y
corta acompanado de disnea y descarga nasal, al igual que hundimiento ocular y lagafias en
ambos 0jos, anorexia, espuma en la boca, incoordinacion, opistotonos e hipotermia. De los
seis lechones infectados en el G2-93, dos presentaron una ligera paralisis temporal del tren
posterior, mismo que fue intermitente. Otros dos lechones presentaron uno o mas signos de
acuerdo a la clasificacion previamente descrita, sin embargo, no se contabilizaron valores
similares a los del G1-84. En el G3-147, los lechones mostraron signos moderados de la
enfermedad, tres de los lechones presentaron hundimiento ocular y lagafas, asi como

temblores musculares e incoordinacion leve.

La temperatura rectal de los diferentes grupos se presenta en la Figura 3. No existieron
alteraciones relacionadas con un aumento excesivo de temperatura (fiebre), sin embargo, si
se registraron valores de hipotermia. Estos datos estan relacionados con los signos

nerviosos (incoordinacion y tremores) y a la anorexia de los cerdos mayormente afectados.

Se registr6 el peso de los lechones durante el tiempo que permanecieron en
experimentacion. La tendencia de la ganancia de peso del G4-T fue lineal, en los G1-84 y
(G3-147 se registro una caida en la ganancia de peso a los 10 dpi, posteriormente el G3-147
recuperd peso, sin embargo no regresé a valores comparables con el G4-T. El G2-93
mostrd una menor ganancia de peso a los cinco dpi, sin embargo, a los siguientes dias de

muestreo recuperaron peso, obteniendo valores mas altos que el G4-T a los 15 dpi.

20



42 —G1-84

—G2-93
41 —uG3-147
_ —G4-T
O 40
=
g 39
1 )
g N\
E
g 38
£
S 37
36 -
35
0 5 10 15

Dias posinfeccion

Figura 3. Temperatura rectal registrada en los cerdos durante el experimento.
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Figura 4. Peso corporal promedio resgistrado en los diferentes grupos analizados.



7.4. Necropsia y lesiones macroscopicas
Cada grupo de lechones inoculados y el grupo testigo fueron distribuidos para realizar la
necropsia en tres diferentes tiempos, a los cinco, 10 y 15 dpi. La descripciéon de los

hallazgos macroscopicos se presenta en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Lesiones macroscopicas observadas en los grupos experimentales.

G1-84 G2-93 G3-147
Organos/lesion Sdpi 10 dpi Sdpi 10 dpi 15dpi 5 dpi 10dpi 15 dpi
Lechones No. 1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Linfonodos
Congestion + + + + - - - - + + + + + - + -
Aumento de tamano - - + + - - - - + + + + + + T T
Pulmén
Neumonia - - + + - - + - + + - - - - + -
Congestion - - + + - - + - + + - - - - + -
Encéfalo y cerebelo
Congestion - - + + - - - - + - - - - - + -
Edema - - + - - - - - + _ - _ _ _ + _
Otros
Vejiga pletorica + + + + + + + + + + + + + + + +
Liquido ascitico + - - - + - - - - - - - - - - -
Hidropericardio - - - - - - + - - - - - - - - -
Opacidad de la cérnea - - - - - - - - - - - - - - - B

dpi = dias post inoculacion
+ = Presento alteracion

-= No presento alteracion
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En general en los grupos: G1-84, G2-93 y G3-147, en la necropsia se observo congestion y
aumento de tamano en linfonodos regionales (cervicales, parotideos, inguinales,
mediastinicos y mesentéricos). Se observaron cambios a nivel de tracto respiratorio,
principalmente ligeras zonas neumonicas y de congestion en lobulos medio y caudal. La
vejiga urinaria se observd pletorica en todos los casos, sin alteraciones en rifidon. En tracto
digestivo no se observaron lesiones macroscopicas. En encéfalo y cerebelo se observo
congestion de leve a moderada. En ningtn caso se detectd opacidad de la cornea. En el G4-
T no se detectaron lesiones macroscopicas relacionadas con las descritas en los grupos

experimentales.

7.5. Serologia

La serologia se realizo empleando el antigeno viral similar al que fue inoculado, se
utilizaron ocho unidades hemaglutinantes en la prueba. El punto de corte de la prueba fue
1:20, los sueros que obtuvieron un valor similar o mayor fueron considerados como

positivos. Los titulos de anticuerpos obtenidos se presentan en los Cuadros 5, 6y 7.

Cuadro 5. Titulo de anticuerpos registrado en el G1-84.

Dias L1 L2 L3 L4
posinfeccion
0 10 0 10 0
5 10 0 0 10
10 80 80

Ll1=Lechén1 L2=Lechon2 L3=Lechon3 L4=Lechon4

Cuadro 6. Titulo de anticuerpos registrado en el G2-93.

DPI L1 L2 L3 L4 LS L6
0 0 10 10 0 0 0
5 20 20 20 10 20 40
10 20 20 160 20
15 160 320

L1=Lechén1 L2=Lechon2 L3=Lechon3 L4=Lechon4 L5=Lechon5 Lé6=Lechon6
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Cuadro 7. Titulo de anticuerpos registrado en el G3-147.

DPI L1 L2 L3 L4 LS L6
0 0 0 10 0 0 0
5 0 0 10 0 0 0
10 10 0 0 0

15 640 0

L1=Lechén1 L2=Lechén2 L3=Lechéon3 L4=Lechén4 L5=Lechén5 L6=Lechén 6

7.6. Aislamiento viral y titulacion en cultivo celular

Se aisld y titulo el RVP en cultivos celulares, la titulacion se realiz6 mediante efecto
citopatico y se confirmé mediante la prueba de hemaglutinacion. Los resultados de cada

grupo experimental se presentan por sistema analizado en los Cuadros 8, 9 y 10.

La distribucion del RVP por cepa se presentd de forma homogénea. En el G1-84, el tracto
respiratorio presentd una mayor proporcion de muestras positivas (86%) a los cinco dpi. En
el G2-93, los sistemas en donde se detecto el 100% de muestras positivas fueron el linfatico
y respiratorio a los 10 dpi y el nervioso a los 15 dpi. En el G3-147, se detectaron menor
cantidad de muestras positivas, el sistema en donde se detectd la mayor proporcion fue el

nervioso, con un 22% a los 10 dpi.
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Cuadro 8. Distribucion del Rubulavirus porcino en érganos del sistema nervioso de lechones inoculados experimentalmente.

5 dias posinfeccion 10 dias posinfeccion 15 dias posinfeccion
Grupo experimental/érgano analizado G1-84 G2-93  G3-147 G1-84 | G2-93 G3-147 G1-84 G2-93 G3-147
Sistema nervioso
Encéfalo anterior derecho *1/**1 (1.3) ND 0/2 172 (1) ND 0/2 NA 2/2(1.2) | 02
Encéfalo anterior izquierdo 2/2 (1.5) 172 (1) 0/1 2/2(1)  2/2(1.3) 172 (1) NA 1/1(1.2) | 02
Encéfalo medial derecho 2/2 (1.8) ND 172 (1) 12(1) 1/1(1.2) 02 NA 1/1(1.2) | 172(1)
Encéfalo medial izquierdo 1/1 (1.6) 0/1 0/2 2/2(1)  2/2(1.2) 1/2 (1.6) NA 2/2(1.2) | 0/2
Encéfalo posterior derecho 1/1 (1) ND 0/1 22(1)  2/2(1.2) 172 (1) NA ND 172 (1)
Encéfalo posterior izquierdo 1/1 (1) ND 0/2 172 (1) 1/2 (1.2) 0/2 NA 1/1(1.2)  2/2(1)
Cerebelo 1/2 (1.6) 0/1 0/2 172(1)  2/2(1.2) 172 (1) NA 2/2(1.2) | 02
Plexo coroideo 0/1 0/1 02 12(1)  1/2(1.2) 02 NA 2/2 (1) 02
Nervio trigémino 0/1 0/1 0/2 172 (1) 1/1 (1) 0/2 NA 2/2 (1) 0/2
Médula oblonga 172 (1) ND 0/2 /1(1)  2/2(1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) | 02
Médula espinal 172 (1) 0/1 172 (1) 12(1)  1/1(1.2) 172 (1) NA ND 0/2
Total muestras positivas/total de muestras 11/16 1/7 2/20 14/21 15/17 5/22 15/15 4/24
analizadas
Porcentaje de positivos 68% 14% 10% 66% 88% 22% 100% 18%
Titulo viral promedio (Logio)/total de 0.81 0.14 0.10 0.66 1.10 0.24 1.13 0.18

muestras analizadas
Las muestras con efecto citopatico al segundo pase y con titulo hemaglutinante superior a 1:10 fueron consideradas como positivas al aislamiento viral. Entre
paréntesis se muestra el promedio del titulo en logaritmo base 10.

*: Muestras positivas.
**: Muestras analizadas.
(*/**: Muestras positivas/ muestras analizadas)

NA: NoAplica ND: No Determinado



Cuadro 9. Distribucion del Rubulavirus porcino en 6rganos del sistema linfatico de lechones inoculados experimentalmente.

5 dias posinfeccion 10 dias posinfeccion 15 dias posinfeccion

Grupo experimental/6rgano analizado G1-84 G2-93 G3-147 G1-84 G2-93 G3-147  G1-84 G2-93 G3-147
Sistema linfatico

Timo *0/**2 ND 0/2 ND /1 (1.2) 0/2 NA 1/2(1.2) | 1/2(1)

L. cervical 2/2 (1) 1/1 (1) 0/1 0/2 1/1(1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) | 0/1

L. retro faringeo ND ND 02 2/2 (1) ND 02 NA 0/1 0/1

L. parotideo 0/1 0/1 0/2 172 (1) 2/2 (1) 0/1 NA 2/2 (1) 0/2

L. submaxilar 2/2(1.2) ND 0/2 2/2(1.3) ND 0/2 NA 2/2(1.2) | 0/2

L. preescapular 0/1 ND 0/1 ND ND 0/1 NA 2/2(1.2) | 0/1

L. mediastinico 2/2(1.4) ND 0/2 0/1 1/1 (1) 0/2 NA 2/2(1.2) | 0/2

L. traqueo bronquial 0/1 0/1 0/1 2/2 (1) 2/2(1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) | 0/2

L. gastro-hepatico 172 (1) 0/1 0/2 172 (1) 1/1 (1) 0/2 NA 2/2(1.2) | 02

L. mesentérico 2/2 (1) 172 (1) 172 (1) 0/2 1/1(1.2) 0/1 NA 2/2(1.2) | 1/2(1)

L. inguinal 2/2 (1) 172 (1) 0/2 172 (1) 1/1(1.2) 172 (1) NA 2/2(1.2) | 0/2

L. popliteo 172 (1) 1/1 (1) 0/2 0/1 1/1 (1) 0/2 NA 0/1 0/2

Tonsila 2/2 (1.5) 2/2 (1) 0/2 172 (1) 2/2(1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) | 0/2

Bazo 2/2 (1) 172 (1) 0/2 172 (1) 2/2(1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) | 0/2
Total muestras positivas/total de muestras 16/22 7113 1/25 11/22 15/15 1/25 23/26 2/25
analizadas
Porcentaje de positivos 72% 53% 4% 50% 100% 4% 88% 8%
Titulo viral promedio (Logio)/total de 0.85 0.58 0.08 0.62 1.12 0.04 1.04 0.08

muestras analizadas
Las muestras con efecto citopatico al segundo pase y con titulo hemaglutinante superior a 1:10 fueron consideradas como positivas al aislamiento viral. Entre

paréntesis se muestra el promedio del titulo en logaritmo base 10.

*: Muestras positivas. **: Muestras analizadas.  (*/**: Muestras positivas/ muestras analizadas) NA: No Aplica  ND: No Determinado



Cuadro 10. Distribucion del Rubulavirus porcino en o6rganos del sistema respiratorio de lechones inoculados experimentalmente.

5 dias posinfeccion 10 dias posinfeccion 15 dias posinfeccion
Grupo experimental/6rgano analizado G1-84 G2-93 G3-147 G1-84 G2-93 G3-147  G1-84 G2-93 G3-147
Sistema respiratorio
Mucosa nasal *2/%*%2 (1) 1/1 (1) 0/2 0/1 1/1 (1) 0/2 NA 1/1 (1) 0/2
Traquea ND 172 (1) 0/2 1/1 (1) ND 0/2 NA ND 0/2
Bifurcacion traqueal 1/1 (1) 172 (1) 172 (1) 0/1 1/1 (1.2) 0/2 NA 2/2 (1) 0/2
Lobulo craneal derecho 1/2 (1.3) 172 (1) 0/2 ND 1/1 (1.3) 0/2 NA 2/2(1.2) 072
Lébulo craneal izquierdo 172 (1) 2/2 (1) 172 (1) 0/1 2/2 (1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) | 0/1
Lobulo medio derecho 2/2(1.2) 2/2(1.2) 0/2 1/1 (1) 1/1 (1.2) 172 (1) NA 2/2(1.2)  0/1
Loébulo medio izquierdo 2/2 (1) 1/1 (1) 0/2 172 (1) 1/1 (1.3) 0/2 NA 2/2(1.2) 072
Loébulo caudal derecho 1/1 (1) 2/2 (1) 2/2 (1.2) 172 (1) 1/1 (1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) 072
Loébulo caudal izquierdo 1/1 (1.9) 1/1 (1) 0/2 2/2 (1) 2/2 (1.2) 0/2 NA 2/2(1.2) 072
Lobulo accesorio 2/2 (1.4) 1/1 (1) 0/2 172 (1) 1/1 (1.2) 0/2 NA 1/1(1.2) 072
Total muestras positivas/total de muestras 13/15 13/16 4/20 7113 11/11 1/20 16/16 0/18
analizadas
Porcentaje de positivos 86% 81% 20% 53% 100% 5% 100% 0%
Titulo viral promedio (Logio)/total de 0.94 0.85 0.21 0.53 1.18 0.05 1.13 0

muestras analizadas
Las muestras con efecto citopatico al segundo pase y con titulo hemaglutinante superior a 1:10 fueron consideradas como positivas al aislamiento viral. Entre

paréntesis se muestra el promedio del titulo en logaritmo base 10.
*: Muestras positivas.

**: Muestras analizadas.

(*/**: Muestras positivas/ muestras analizadas)

NA: No Aplica ND: No Determinado



7.7. RT-PCR en tiempo real cuantitativa

A partir de los macerados de organos se cuantifico la carga de ARN viral. La presencia del
ARN viral se detectd en la mayoria de los d6rganos, sin embargo la carga viral en cada
grupo experimental fue diferente. Los resultados se presentan en los Cuadros 12, 13 y 14y
en Anexo. En sistema nervioso se detectd la mayor carga viral promedio (7.79 Log 10) en
el G1-84 a los cinco dpi. En sistema linfatico se detect6 la mayor carga viral promedio
(7.57 Log 10) en el G1-84 a los cinco dpi. En sistema respiratorio se detectd la mayor carga
viral promedio (7.02 Log 10) en el G3-147 a los cinco dpi. Los grupos con menor carga
viral fueron, G3-147, en sistema nervioso y respiratorio y el G2-93 en sistema linfatico, a

los 15 dpi en ambos casos.
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Cuadro 11. Distribucion y cuantificacion del ARN del Rubulavirus porcino en 6rganos del sistema nervioso de lechones inoculados experimentalmente.

5 dias posinfeccion 10 dias posinfeccion 15 dias posinfeccion
Grupo experimental/6rgano analizado G1-84 G2-93 G3-147 G1-84 G2-93 G3-147 G1-84 G2-93 G3-147
Sistema nervioso
Encéfalo anterior derecho 22(9.69)  1/2(9.83)  2/2(8.66) 22(8.11) 12855 12847 NA  12(3.83) 0/2
Encéfalo anterior izquierdo 2/2(833) 1/1(9.73)  1/1(941)  1/2(8.09) 0/2 1/2 (9.92) NA 1/1 (4) 0/2
Encéfalo medial derecho 2/2 (8.55) 0/1 22(6.67)  2/2(840 | 1/2(4.94) 1/2(753) NA ND 072
Encéfalo medial izquierdo 2/2(8.28)  1/1(721)  1/2(7.61) = 2/2(723)  1/2(8.24) 1/2(9.40) NA 1/2 (3.94) 0/2
Encefalo posterior derecho 2/2(7.63)  1/2(738)  1/1(5.42)  2/2(6.79) 0/1 1/2 (9.54) NA ND 0/2
Encéfalo posterior izquierdo 2/2(6.75)  2/2(6.62)  2/2(6.44)  1/2(589) 1/2(7.14) 1/2(7.25) NA 0/1 2/2 (5.76)
Cerebelo 2/2(6.80)  2/2(5.40)  2/2(6.79)  2/2(7.01) | 1/2(543) 1/2(690) NA 0/2 0/2
Plexo coroideo 1/1 (6.33) 0/1 2/2(5.28)  2/2(6.09)  1/2(3.92) 1/2(492) NA 0/2 0/2
Nervio trigémino ND 0/1 12(5.10)  1/2(6.16) 0/1 2/2(6.79)  NA 0/2 072
Médula oblonga 1/1 (7.51) 0/1 2/2(6.19)  2/2(8.72)  1/2(525) 1/2(6.03) NA 0/2 0/2
Médula espinal 2/2(7.12) | 12(437)  2/2(5.82)  1/2(4.70) 0/1 12(5.63)  NA 0/1 1/2 (5.49)
Total muestras positivas/total de muestras 18/18 9/16 18/20 18/22 7/19 12/22 3/15 3/22
analizadas
Porcentaje de positivos 100% 56% 90% 81% 36% 54% 20% 13%
Carga viral promedio (niimero de copias 7.79 3.91 5.96 5.89 2.29 4.05 0.79 0.77

de ARN/ml expresado en Logio)/total de
muestras analizadas
Entre paréntesis se muestra el promedio del nimero de copias de ARN/ml expresado en Logio.

*: Muestras positivas. NA: No Aplica ND: No Determinado
**: Muestras analizadas.

(*/**: Muestras positivas/ muestras analizadas)
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Cuadro 12. Distribucion y cuantificacion del ARN del Rubulavirus porcino en 6rganos del sistema linfatico de lechones inoculados experimentalmente.

5 dias posinfeccion

10 dias posinfeccion

Grupo experimental/érgano analizado G1-84 G2-93 G3-147 G1-84 G2-93
Sistema linfatico
Timo ND 0/2 0/2 ND 0/2
L. cervical 2/2 (9.05) 0/1 1/1(5.75)  2/2(9.05) 0/1
L. retro faringeo ND ND 11 (6.01) ND ND
L. parotideo 1/1(7.49) 1/1(6.87)  1/2(6.43)  1/1(7.49) 1/1(6.87)
L. submandibular 2/2(8.10) = 2/2(6.67)  2/2(6.62)  2/2(8.10) 2/2(6.67)
L. preescapular 1/1(9.96)  1/1(7.14)  1/1(5.79)  1/1(6.96) 1/1(7.14)
L. mediastinico 2/2 (7.18) 0/1 2/2(633)  2/2(7.18) 0/1
L. traqueo bronquial 1/1 (8.15)  1/1(6.28)  1/1(5.21)  1/1(8.15) 1/1(6.28)
L. gastro-hepatico 1/1(643)  1/1(597)  1/2(5.74)  1/1(6.43) 1/1(5.97)
L. mesenterico 2/2 (7.05) 0/1 1/2(5.05)  2/2(7.05) 0/1
L. inguinal 1/1 (6.94)  1/2(6.36)  2/2(6.58)  1/1(6.94) 1/2(6.36)
L. popliteo 2/2(7.54)  1/1(6.93)  2/2(5.74)  22(7.54) 1/1(6.93)
Tonsila 1/1(829)  1/2(7.70) = 2/2(6.92)  1/1(8.29) 1/2(7.70)
Bazo 1/1(6.62)  2/2(538)  2/2(647) 1/1(6.62) 2/2(5.38)
Total muestras positivas/total de muestras 15117 11/18 19/24 1717 11/18
analizadas
Porcentaje de positivos 88% 61% 79% 100% 61%
Carga viral promedio (niimero de copias 7.57 3.96 4.89 4.93 2.02

de ARN/ml expresado en Logio)/total de
muestras analizadas
Entre paréntesis se muestra el promedio del nimero de copias de ARN/ml expresado en Logo.

*: Muestras positivas. **: Muestras analizadas. (*/**: Muestras positivas/ muestras analizadas) NA: No Aplica

G3-147

0/2
1/1 (5.75)
1/1 (6.01)
1/2 (6.43)
2/2 (6.62)
1/1 (5.79)
2/2 (6.33)
/1 (5.21)
1/2 (5.74)
1/2 (5.05)
2/2 (6.58)
2/2 (5.74)
2/2 (6.92)

2/2 (6.47)
21/22

95%
2.35

G1-84

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

15 dias posinfeccion

G2-93

ND
1/2 (3.82)
0/1

0/2
0/2
0/2

0/2
1/2 (3.94)
0/2
1/2 (3.76)
0/2
0/1
0/2

0/2
3/24

12%
0.48

ND: No Determinado

G3-147

1/2 (5.63)
0/1
0/1

0/2
0/2
0/2

0/2
0/2
1/2 (4.71)
0/2
1/2 (5.15)
0/2
0/2

0/1
3/25

12%
0.62
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Cuadro 13. Distribucion y cuantificacion del ARN del Rubulavirus porcino en 6rganos del sistema respiratorio de lechones inoculados experimentalmente.

Grupo experimental/érgano analizado

Sistema respiratorio
Mucosa nasal

Traquea

Bifurcacion traqueal
Lobulo craneal derecho
Lébulo craneal izquierdo
Lébulo medio derecho
Lébulo medio izquierdo
Loébulo caudal derecho
Loébulo caudal izquierdo

Lobulo accesorio

Total muestras positivas/total de muestras
analizadas
Porcentaje de positivos

Carga viral promedio (niimero de copias
de ARN/ml expresado en Logio)/total de
muestras analizadas

G1-84

2/2 (6.86)
ND
1/1 (8.31)
1/1 (7.05)
1/1 (7.88)
2/2 (6.51)
2/2 (6.65)
ND
1/1 (6.10)

2/2 (7.19)
12/12

100%
6.98

5 dias posinfeccion

G2-93

2/2 (5.55)
1/2 (4.15)
1/1 (7.62)
2/2 (9.24)
2/2 (7.31)
1/1 (10.44)
0/1
1/1 (10.23)
1/1 (10.08)

2/2 (9.23)
13/15

86%
7.01

G3-147

2/2 (7.29)
2/2 (5.63)
2/2 (6.04)
2/2 (8.87)
2/2 (5.63)
2/2 (8.59)
2/2 (7.67)
2/2 (8.03)
1/2 (6.97)

2/2 (9.03)
19/20

95%
7.02

10 dias posinfeccion

G1-84

1/1 (4.95)
1/2 (4.92)
1/1 (5.58)
ND
ND
1/1 (5.02)
1/1 (5.73)
1/1 (5.16)
1/1 (5.15)

2/2 (6.95)
9/10

90%
5.04

Entre paréntesis se muestra el promedio del nimero de copias de ARN/ml expresado en Logio.

*: Muestras positivas. NA: No Aplica ND: No Determinado

**: Muestras analizadas.

(*/**: Muestras positivas/ muestras analizadas)

G2-93

0/1
0/1
1/2 (5.49)
1/2 (4.60)
1/2 (5.67)
0/1
0/1
1/2 (6.26)
0/2

0/2
4/16

25%
1.37

G3-147

0/2
0/2
1/2 (6.76)
2/2 (7.58)
0/2
1/2 (8.53)
0/1
1/2 (7.51)
1/2 (6.16)

1/2 (5.59)
719

36%
2.62

G1-84

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

15 dias posinfeccion

G2-93

1/1 (3.74)
ND
0/2
0/2
0/2
0/2

1/2 (3.77)
0/2

1/2 (3.77)

1/1 (3.89)
4/16

25%
0.95

G3-147

1/1 (5.13)
0/2
0/2
0/2
0/1

1/1 (5.49)

1/2 (5.74)
0/2
0/2

0/2
317

17%
0.91
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8. Discusion

La enfermedad del ojo azul fue descrita por primera vez por Stephanoet al. (1981), a
principios de la década de 1980. El agente etiologico fue caracterizado como un
paramixovirushemaglutinante y fue nombrado paramixovirus porcino (PPMV).
Posteriormente, Moreno et al., (1986), aislaron y caracterizaron al PPMV y lo nombraron
virus de La Piedad Michoacan (LPMV), en ambos casos se aislo y caracterizo al agente
etiologico, sin embargo las descripciones de los signos que causaban eran de los cuadros

clinicos reportados en campo.

Posteriormente bajo condiciones experimentales, el cuadro fue reproducido y se logrd
identificar que el LPMV causaba un cuadro neurologico en lechones lactantes (Moreno et
al., 1986; Stephanoet al., 1988), reportaron un cuadro clinico similar, coincidiendo ambos
autores que la opacidad de la cornea es un evento poco comun. En el presente trabajo no
fue posible identificar a ninglin cerdo con este signo, sin embargo si se detectaron cuadros
neurologicos en los diferentes grupos experimentales, siendo mas evidentes en el G1-84 y
el G3-147. La caracteristica de producir alteraciones nerviosas, se mantiene presente en

cepas virales de reciente aislamiento (Mich/147/2013).

En pocos casos se presentaron alteraciones respiratorias, esto puede deberse probablemente
al corto periodo en que fue evaluada la virulencia de las cepas virales y a la edad de los
lechones empleados. Se ha descrito, anteriormente, que cerdos de mayor edad pueden ser
afectados por el RVP a nivel respiratorio (Rivera et al., 2013). De acuerdo al puntaje
clinico, temperaturas rectales, ganancia de peso y lesiones macroscopicas, se determind que
los grupos G1-84 y G3-147, fueron los que resultaron mas afectados clinicamente. Estas
cepas virales fueron aisladas de La Piedad, Michoacén, las caracteristicas clinicas que se
presentaron pueden estar relacionadas por tratarse de virus aislados de la misma region. Sin
embargo, la granja en donde se aisl6 la cepa Mich/147/2013 no presentaba cuadros clinicos
agudos de la EOA, esta situaciéon puede deberse a que la infeccion se ha establecido

endémica y la inmunidad de la granja mantiene una baja prevalencia de signos asociados.

La respuesta serologica reportada en este estudio fue menor a estudios previos. En estudios
de infeccion experimental se ha reportado la seroconversion de los grupos experimentales

desde los 5-7 dpi (Hernandez et al., 1998;Reyes et al., 2002; Rivera et al., 2013a,b), en este
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estudio se evidencid en diferentes dpi y con bajos titulos, esta situacion se puede asociar a
la baja capacidad de los lechones de montar una respuesta inmune frente a infecciones

agudas.

El aislamiento viral, titulo y carga de ARN viral se registraron en todos los grupos
experimentales, se presentaron valores mas altos en los primeros dias posinfeccion. En el
G2-93 se mantuvo la positividad con valores altos a los 15 dpi, en otros estudios se ha
reportado la persistencia del virus en cerdos por periodos prolongados posterior a la
infeccion experimental (Cuevas et al., 2009; Rivera et al., 2013a). En el presente estudio,
debido a la corta duracion esta evaluacion no fue posible, sin embargo los resultados son
similares a los reportados por Allan et al., (1996), quienes senalan la distribucion del RVP
en cerdos de tres y 18 dias de edad. El tropismo del virus puede verse afectado por la
presencia del receptor especifico NeuAc a2-3 galactosa, el cual se distribuye de acuerdo a
la edad, en lechones neonatos es mas comun en sistema nervioso, conforme los cerdos
maduran la distribuciéon aumenta en sistema respiratorio, en cerdos en crecimiento y en

sistema reproductor, en cerdos adultos (Vallejo et al., 2000).

En el presente estudio, de acuerdo al cuadro clinico registrado y a la carga viral se observd

que el sistema nervioso, respiratorio y linfatico son sitios de replicacion del RVP.

Con base en lo registrado se determin6 que la virulencia de nuevos aislamientos mantiene

sus caracteristicas, mismas que fueron reportadas hace mas de 30 afos.
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9. Conclusiones

e Se reprodujo el cuadro clinico de la enfermedad del ojo azul empleando nuevos

aislamientos virales.

e Se observaron diferencias clinicas en el G2-93, con respecto a la cepa de referencia

LPMV/1984.

e Ladistribucion del Rubulavirus porcino fue diferente entre los grupos analizados.

e Las cepas aisladas en La Piedad, Michoacéan conservan las mismas caracteristicas de

virulencia, después de 30 afios de su primera descripcion.

e La cepa Qro/93/2013 no provocé un cuadro agudo de la enfermedad, esta
caracteristica puede deberse al origen geografico, por lo que se comprueba la

hipotesis planteada en el presente trabajo.
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ANEXO

Distribucion grafica de la carga viral del RVP en los diferentes grupos analizados.
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