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RESUMEN

La enfermedad del ojo azul afecta a cerdos de todas las edades y es causada por el
Orthorubulavirus porcino, un virus perteneciente a la familia Paramyxoviridae. La
presencia de este patdgeno se ha reportado Unicamente en México y especificamente en la
region centro-norte-occidente del pais, conocida como El Bajio. Debido a la variabilidad de
los signos asociados con la enfermedad del ojo azul es dificil diagnosticarla clinicamente,
por lo que es importante realizar el diagnéstico definitivo con pruebas de laboratorio. Para
el diagnostico seroldgico, la prueba mas utilizada es la inhibicion de hemoaglutinacion; sin
embargo, en un muestreo realizado a nivel nacional en el afio de 1990 se utiliz6 esta prueba
y se obtuvieron resultados falsos positivos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
concordancia entre tres  modificaciones a la técnica de suero neutralizacion convencional
al analizar sueros de cerdo positivos y negativos contra el Orthorubulavirus porcino. Estas
modificaciones fueron: suero neutralizacion a partir de hemoaglutinacion de sobrenadantes,
suero neutralizacién a traves del efecto citopatico y suero neutralizacion a través de
inmunofluorescencia indirecta. Se compararon los resultados y se observé una correlacion
de 0.991 entre suero neutralizacion a partir de hemoaglutinacion de sobrenadantes-suero
neutralizacion a través de inmunofluorescencia indirecta, 0.9896 entre suero neutralizacion
a traves del efecto citopatico-suero neutralizacion a través de inmunofluorescencia indirecta
y de 0.9981 entre suero neutralizacion a partir de hemoaglutinacién de sobrenadantes-suero
neutralizacion a través del efecto citopatico, por lo que se concluye que cualquiera de estas
variaciones a la técnica de suero neutralizacion es util para corroborar un diagnostico inicial

proveniente de inhibicién de la hemaglutinacion.

Palabras clave: Orthorubulavirus porcino, inmunofluorescencia indirecta, neutralizacion

viral efecto citopatico.



ABSTRACT

Blue eye disease affects pigs of all ages and is caused by porcine Orthorubulavirus, a virus
belonging to the Paramyxoviridae family. The presence of this pathogen has only been
reported in Mexico and specifically in the central-north-western region of the country,
known as El Bajio. Due to the variability of the signs associated with blue eye disease, it is
difficult to diagnose it clinically, so it is important to make a definitive diagnosis with
laboratory tests. For serological diagnosis, the most widely used test is hemagglutination
inhibition; however, in a sample carried out at the national level in 1990, this test was used
and false positive results were obtained. The objective of the present work was to evaluate
the concordance between three modifications to the conventional serum neutralization
technique when analyzing positive and negative swine sera against porcine
Orthorubulavirus. These modifications were: serum neutralization from hemagglutination
of supernatants, serum neutralization through the cytopathic effect, and serum
neutralization through indirect immunofluorescence. The results were compared and a
correlation of 0.991 was observed between serum neutralization from hemagglutination of
supernatants-serum neutralization through indirect immunofluorescence, 0.9896 between
serum neutralization through the cytopathic effect-serum neutralization through indirect
immunofluorescence and 0.9981 between neutralization serum from hemagglutination of
supernatants-neutralization serum through the cytopathic effect, so it is concluded that any
of these variations to the neutralization serum technique is useful to corroborate an initial

diagnosis from hemagglutination inhibition.

Keywords: Porcine Orthorubulavirus, indirect immunofluorescence, serum neutralization,

cytopathic effect.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En 1980 en el centro de Mexico, especificamente en la Piedad Michoacan se presentaron
numerosos brotes de una enfermedad en lechones caracterizados por afectacion del sistema
nervioso central, opacidad de la cornea, asi como una alta mortalidad. Posteriormente en
1982 en una granja de engorda, de la misma zona se observaron cerdos de 10-45 kg con
incoordinacién, marcha sin rumbo o en circulos, golpeaban objetos, opacidad corneal uni o
bilateral (hasta el 20%), convulsiones y una mortalidad del 20%, a este desorden clinico-
patoldgico se le denomind sindrome del ojo azul (SOA) (Stephano & Gay., 1983). Algunos
afios después otros investigadores lo nombraron virus de La Piedad Michoacan (LPMV),
debido al lugar del primer brote (Moreno-Lopez et al.,1986). De acuerdo a los reportes
generados hasta el momento, se sabe que esta enfermedad afecta Gnicamente a cerdos, en
neonatos causa signos nerviosos y en adultos fallas reproductivas (Mendoza-Magaiia et al.,
2001). El Orthorubulavirus porcino es un virus que pertenece a la familia Paramyxoviridae
y se ha restringido al centro de México (Kirkland et al., 2012; Cuevas-Romero et al.,
2015).

1.2 Estructura viral

El Orthorubulavirus porcino pertenece a la familia Paramyxoviridae (Cuadro 1), es un
virus de apariencia pleomorfica, con una envoltura formada por una nucleocépside interna
que contiene genoma de ARN en sentido negativo monocatenario lineal, con un tamafio
aproximado de 15.5 kb (Nagai, 1999).



Cuadrol. Organizacion taxondmica de la familia Paramyxoviridae.

Subfamilia

Género

Patdgenos

importantes

Paramyxovirinae

Respirovirus

Rubulavirus

Morbillivirus

V. Parainfluenza
1,3

V. Sendai

V.Parotiditis,
Orthorubulavirus

porcino

V. Parainfluenza
2,4;

V. Enf. De

Newcastle

V. Hendra

V. Nipah
V. Sarampion

V. Moquillo

Canino

Pneumovirinae

Pneumovirus

Metapneumovirus

V. Sincitial
Respiratorio

V. de la
rinotraqueitis del

pavo

Adaptado de Reyes-Leyva et al., 2002; ICTV, 2023.




Codifica para seis proteinas estructurales: la nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P), la
proteina grande (L) (Svenda et al., 1997), la proteina de matriz (M) y una envoltura externa
de lipoproteinas que contiene peplémeros virales, que consisten en glicoproteinas como la
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la proteina de fusion (F) (Figura 1) (Berg et al., 1991;
Cox & Plemper, 2017). El analisis comparativo de la secuencia del gen M del
Orthorubulavirus porcino revel6 una estrecha relacion con el virus de la parotiditis humana
(MuV), con una homologia del 55 % en la secuencia de nucleétidos y del 46 % en la
secuencia de aminoacidos y (Linné et al., 1992), el analisis del gen F del LPMV también
demostro una cercania con los genes F del MuV y del virus de los simios tipo 5y, por lo

tanto, se clasifico en el género Orthorubulavirus (Berg et al., 1997)



Figura 1. a) Esquema del Orthorubulavirus porcino y sus proteinas constituyentes. b) Mapa
genémico del Orthorubulavirus porcino (Santos-Lopez et al., 2004).



En el microscopio electronico se observan viriones pleomdrficos, la mayoria esféricos de
180 a 300 nm de didmetro, formados por una nucleocépside helicoidal protegida por una
envoltura lipoproteica que presenta prolongaciones de 8-12 nm, que corresponden a las
glicoproteinas transmembranales HN y F implicadas en la union de virus a las células y la
fusion de las membranas (formacion de sincicios) observadas en el Orthorubulavirus
porcino (Figura 2) (Moreno-Lopez et al., 1986; Reyes-Leyva et al., 1999; Morrison y
Portner, 1991;Chang & Dutch, 2012).

Figura 2. Microfotografia electronica donde se observan particulas virales del
Orthorubulavirus porcino (x108,200) (Kirkland et al., 2012)



1.3 Ciclo replicativo

El ciclo bioldgico 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 (Figura 3).
La particula viral se adsorbe a la membrana de la célula por medio de la proteina
HN, que reconoce acido sialico especificamente la configuracion NeuAC (a2-3)Gal
(Reyes-Leyva et al., 1993). Un cambio conformacional de la HN activa la proteina
F, que expone un dominio altamente hidrofébico mediante el cual fusiona las
membranas celular y viral. Este evento ocurre en la superficie celular y a pH neutro.
La integracion de la membrana viral al sistema de membranas celulares provoca la
liberacion de la nucleocapside en el citoplasma. Ya que el viridn trae integrada su
propia polimerasa, al liberarse el ARN viral se sintetiza una copia completa del
genoma en sentido positivo que servird de molde para los nuevos genomas, 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 sintetizado y la proteina
M se acumula en la parte interna de la membrana celular. Las glicoproteinas HN y F
que fueron sintetizadas en el reticulo endoplasmico, son modificadas en el aparato
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 es determinante para el ensamble del virién, que es liberado
de la célula por exocitosis. La replicacion de los rubulavirus se realiza totalmente en
el citoplasma, por lo cual se forman aglomerados de nucleocéapsides que se observan
como grandes inclusiones citoplasmaticas en las células infectadas (Hernandez-
Jauregui et al., 2001).

El material genético viral también puede pasar directamente de una célula infectada
a una celula vecina sin que haya necesidad de que se libere la particula viral, esto es

debido al proceso de fusion de membranas celulares realizado por las proteinas HN

y F.



De esta manera se originan las células multinucleadas o sincitios (figura 4)

caracteristicas de las infecciones por paramixovirus (Reyes-Leyva et al., 2002).
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Figura 3. Representacion grafica del ciclo de los paramixovirus. (Reyes-Leyva et al.,

2002).
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Figura 4. Células multinucleadas que corresponden a la presencia de sincitios (Hernandez-
Jauregui et al., 2001).

1.4 Distribucién geogréfica

Varios virus porcinos de la familia Paramyxoviridae han sido identificados, pero hasta el
presente, la enfermedad de ojo azul y su agente etioldgico se ha reportado Unicamente en
México (Stephano et al., 1999; S. Cuevas-Romero et al., 2016), especificamente en la zona

conocida como “El Bajio” (Figura 5).



Figura 5. Distribucién geogréafica del Orthorubulavirus porcino. (S. Cuevas-Romero et al.,
2016).

La secuencia de aminoacidos comparaciones y andlisis filogenético de la proteina HN
reveld tres linajes genéticamente diferentes: el Grupo 1 comprende PorPV-LPMV/1984 y
PorPV-PAC-4/1993 y es caracterizada exclusivamente por la presencia de trastornos
neuroldgicos signos en lechones; el grupo 2 comprende PorPV-PAC-2/1990, PorPV-PAC-
3/1992 y PorPV-CI-IV y se caracteriza por signos neuroldgicos, alta mortalidad tanto en
lechones como cerdos mayores (3—4 meses) y lesiones en el tracto reproductivo en cerdos
adultos; y el grupo 3 comprende PorPV-PAC-6/2001, PorPV-PAC-7/2002, PorPV-PAC-
8/2002 y PorPV-PAC- 9/2003 y se asocia con signos clinicos neurolégicos en animales
adultos y en lineas comerciales de engorda. (S. Cuevas-Romero et al., 2016). La virulencia
de los nuevos aislamientos mantiene caracteristicas similares a las reportadas hace mas de
30 arios (Figura 6) (Herrera et al., 2017).
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Figura 6. Andlisis filogenético de las secuencias de aminoacidos de la proteina HN del
Orthorubulavirus porcino (Herrera et al., 2017).

Nueve mutaciones de aminoacidos distinguieron los virus PAC6-PACY altamente
neurovirulentos, mientras que cinco mutaciones caracterizaron a los virus PAC2 y PAC3 de
baja neurovirulencia (Sanchez-Betancourt et al., 2008).

En 2012 se publicaron los resultados del analisis de los titulos de anticuerpos séricos contra
los aislados PAC-4/1993, PAC-6 /2001 y PAC-9/2003 de Orthorubulavirus porcino, este
analisis se hizo mediante el ensayo de inhibicidn de la hemaglutinacion (HI, por sus siglas
en inglés). El estudio incluyé 1013 cerdos no vacunados, de los estados de Guanajuato,
Jalisco, Michoacan y el Estado de México. Los resultados revelaron diferencias antigénicas
entre los aislamientos evaluados (Escobar-Lopez et al.,2012).
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1.5. Signos clinicos

Debido a que la glicoproteina HN reconoce acido sialico, especificamente la configuracion
NeuAC(a2-3) Gal los signos clinicos de la enfermedad del ojo azul son variables
dependiendo de la edad del cerdo. EI SNC del recién nacido expresa abundantemente
NeuS5Ac 02,3Gal, pero débil o escasamente expresado en la etapa adulta. La maduracion del
SNC indujo cambios drasticos en la expresion de acido sialico, estos cambios incluyen la
disminucion o pérdida completa de residuos NeuAc o 2,3Gal, principalmente en las
estructuras olfativas y la corteza cerebral (Vallejo et al., 2000).

Los lechones de 2 a 15 dias de edad son los mas susceptibles, por lo general sucumben a los
trastornos del sistema nervioso dentro de las primeras 48h después del inicio de los signos
clinicos, con una mortalidad de hasta el 90%. Al presentar fiebre, pelaje aspero y
arqueamiento de la espalda, seguidos por una ataxia progresiva, debilidad, rigidez muscular,
temblor, postura anormal y la muerte (Allan et al., 1996; Stephano A, 2002). Hasta el 10%

de los lechones infectados desarrollan opacidad corneal (Stephano et al., 1988).

Cuando se inocul6 Orthorubulavirus porcino en el masculo, este entr6 en contacto con los
nervios periféricos de las extremidades posteriores y fue transportado al SNC, no causo la
muerte (Ramirez-Herrera et al., 2001), pero si se inoculan via oronasal presentan
alteraciones neuroldgicas a partir de 3 dias post infeccion, esta presentacion puede ser con
signos leves como: ligera incoordinacion motora y aumento de la temperatura rectal o signos
mas exacerbados como: depresion, descargas nasales, diarrea, hundimiento del globo ocular,
secreciones oculares, temblores musculares, sialorrea y falta de coordinacion (Herrera et al.,
2017). Puede unirse a neuronas de cerdo en las regiones del cerebro como tejido neuronal
del tronco encefalico, bulbo olfatorio, hipocampo, cerebelo, corteza cerebral frontal,
temporal y parietal (Mendoza-Magafa et al., 2001).

La mortalidad es baja en cerdos mayores de 30 dias con signos moderados (Stephano et al.,
1988), y los trastornos nerviosos se vuelven escasos. Aunque en etapa de crecimiento la
enfermedad de ojo azul genera problemas respiratorios por si solo, también existe

sinergismo con otros agentes infecciosos como el Ortomixovirus que provoca influenza

11



(Cuevas-Romero, et al., 2013; Rivera- Benitez et al., 2013; Rivera-Benitez et al., 2016).

En cerdos en etapa de crecimiento que padecieron la enfermedad el virus se puede recuperar
de secrecion nasal aun después de los 23 dias post infeccion (Rivera-Benitez et al., 2013).
Los verracos pueden desarrollar orquitis, epididimitis, y atrofia testicular (Stephano et al.,
1988). El analisis del semen en verracos mostro que la infeccion no disminuye el volumen
del eyaculado, pero se observaron alteraciones en la concentracion, motilidad y morfologia
de los espermatozoides. Ademas, se detect6 antigeno viral en semen, la fraccion de plasma
seminal o en la fraccion de esperma (Solis et al., 2007). Con el estudio realizado al semen de
verracos persistentemente infectados se identifico que el semen representa una fuente
importante de virus y es un factor de riesgo para la propagacion de la enfermedad del ojo
azul en las poblaciones porcinas (Rivera-Benitez et al., 2013).

Las cerdas pueden volver al celo con mas frecuencia o experimentan abortos, mortinatos o

fetos momificados (Hernandez-Jauregui et al., 2004).

1.6 Inmunidad

Durante la infeccién por Orthorubulavirus porcino se producen anticuerpos tanto contra
proteinas internas (M y NP) como externas (HN y F) (Hernandez-Lo6pez et al., 1998). Se ha
demostrado que las glicoproteinas HN y F son importantes para provocar una respuesta
neutralizante del virus, la glicoproteina HN induce los anticuerpos neutralizantes mas
eficientes contra los paramixovirus, aunque la mejor respuesta protectora se logra si los
anticuerpos se producen contra ambas proteinas (HN y F) (Norrby et al., 1975; Paterson et
al.,1987; Spriggs et al., 1988 ; Siafiez-Estrada et al., 2020).

Hernandez-Lépez et al., (1998), analiz6 la respuesta inmune humoral frente al
Orthorubulavirus porcino en cerdos adultos infectados experimentalmente. La produccién
de anticuerpos se determind mediante pruebas de virus suero neutralizacion (VSN) y la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion (HI). La seroconversion comenzo a los siete
dias post infeccion y alcanzé el pico de produccion a las cinco semanas post infeccion,

estos titulos se mantuvieron altos hasta el final del estudio (siete semanas).

12



El reconocimiento de las glicoproteinas estructurales se realiz6 por medio de la técnica de
Western blot, la cual mostré qué a las dos semanas post infeccion habia anticuerpos contra
HN, mientras que la respuesta contra la proteina M fue a partir de las cuatro semanas post
infeccion. Se identificaron anticuerpos contra la proteina NP a las cinco semanas post
infeccion y no se identificaron anticuerpos contra las proteinas F, P o L a las siete semanas.
La inmunogenicidad del Orthorubulavirus porcino se confirmé mediante la induccion de
una respuesta proliferativa en células mononucleares de sangre periférica (PBMC por sus
siglas en inglés) de cerdos infectados; esta respuesta fue evidente a las dos semanas post
infeccion, mostrando un pico a las cuatro semanas post infeccion. Las PBMC de cerdos no
infectados no proliferaron después de la incubacion in vitro con antigeno viral. Este trabajo
de investigacion revel6 que la subpoblacion de células T CD4+ CD8- corresponde al
proceso agudo de la infeccién y la subpoblacion CD4+CD8+ corresponde al proceso

crénico asociado a células de memoria.

En otro estudio realizado por Rodriguez-Ropon et al., (2003), se observé que los cerdos de
cinco dias de edad infectados no mostraron signos clinicos durante los primeros 6 dpi. A
los siete dpi se observaron signos respiratorios, que iban desde un aumento de la frecuencia
respiratoria hasta disnea grave. Estos signos fueron seguidos de fiebre, ataxia, debilidad,
rigidez muscular y temblores, adopcién de una posicién de perro sentado, movimientos
involuntarios que concluian en muerte. En las amigdalas y ganglios linfaticos se detectaron
porcentajes significativamente mayores de la subpoblacion de células T CD2+ y CD8+,
también se encontraron linfocitos en sangre periférica, mientras que los porcentajes de
CD4+ y los linfocitos MHC de clase 11 se redujeron significativamente.

Se infectaron también cerdos de 17 dias d edad que mostraron porcentajes de CD2+ y
CDA4+ elevados, al igual que los linfocitos MHC de clase Il en sangre periférica también
aumentaron significativamente; el porcentaje de linfocitos MHC de clase Il permanecio
elevado a los 15 dias pi. Lo que indica que este virus induce cambios en las subpoblaciones

de linfocitos en sangre periférica.
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1.7 Diagnostico serologico

La enfermedad del ojo azul en cerdos se describié por primera vez en 1980 en El Bajio
(Stephano et al., 1983), durante ese afio en la region se producia el 75% de la produccion
porcina total del pais (Ernesto et al., 2010). Para conocer la distribucion de
anticuerpos contra esta enfermedad, entre 1989 y 1990 se tomaron muestras sanguineas a
los cerdos de 27 de los 32 estados que conforman la Republica Mexicana. La prueba
seroldgica que se utilizé fue la inhibicion de la hemoaglutinacion, los resultados mostraron
que 13 estados tenian animales con anticuerpos contra el virus que provoca la enfermedad
del ojo azul, estos estados fueron Campeche, Colima, Estado de México, Jalisco, Sonora,
Quintana Roo, Hidalgo, Puebla, Michoacan, Guanajuato, Morelos, Veracruz y Querétaro
(Fuentes et al., 1992).

Cuando se evaluan anticuerpos contra influenza, en aves, caballos, cerdos o perros es
frecuente el utilizar la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion cuya confiabilidad es alta
(Killian, 2020). Sin embargo, la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién para la
enfermedad del ojo azul se ha considerado poco confiable debido a que la prueba ha dado
falsos positivos debido a la variabilidad de protocolos que maneja cada laboratorio. Existe
un trabajo de investigacidn en donde también se evaluaron sueros positivos y negativos a
través de la inhibicion de la hemaglutinacion. En este trabajo se lograron resultados
positivos en sueros negativos cuando el suero no fue tratado para retirar inhibidores no
especificos antes de hacer la prueba serolédgica (Hidalgo-Lara et al., 2021).

Existe otra investigacién donde se evalud la hemaglutinacién con el Orthorubulavirus
porcino

utilizando eritrocitos de pollo, bovino, caballo, cerdo, conejo, cobayo y perro a diferentes
concentraciones (0.5%, 0.75% y 1.0%), a diferentes temperaturas (25° C y 37° C), e incluso

diferentes tipos de placas usadas en la prueba (fondo en “U” y “V?”).
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Se lleg6 a la conclusion que los eritrocitos menos convenientes para ser utilizados en la
prueba de hemoaglutinacion son los de cobayo, cerdo, perro y conejo. También se
determind que la temperatura menos Optima a utilizar en esta prueba son los 37 °C
(Albarran-Rodriguez et al., 2022).

La prueba que se utilizo en el primer estudio epidemioldgico de ojo azul en México utilizé
eritrocitos de cobayo a 37°C (Fuentes et al., 1992). Con esto eritrocitos y a esta temperatura
se generd la elucion en menos de 30 min. Al observarse sedimentacion en la mayoria de los
sueros analizados se concluyo que existian anticuerpos contra la enfermedad del ojo azul en
la mayoria de los estados de la Republica Mexicana. Los trabajos mas recientes de
(Hidalgo-Lara et al., 2021) y (Albarran-Rodriguez et al., 2022) permitieron la
estandarizaron de la técnica de hemaglutinacion e inhibicion de la hemaglutinacion en la
enfermedad del ojo azul; sin embargo, es importante tener otras técnicas que respalden los
resultados que se obtengan a partir de esta primera prueba, sobre todo en los casos
sospechosos.

La familia de paramixovirus contiene muchos virus patdgenos humanos comunes, incluidos
los virus del sarampion, de la parotiditis, la parainfluenza, el virus sincitial respiratorio, el
metapneumovirus humano y los henipavirus zoonéticos, Hendra y Nipah. La activacion y
desencadenamiento de la proteina de fusion es un proceso esencial en la infectividad viral
que dan como resultado la formacién de sincitios, un efecto citopatico (EC) caracteristico,
pero no exclusivo de esta familia (Chang & Dutch, 2012). Es conveniente aprovechar esta
caracteristica del virus para usarlo como un método de diagnéstico tanto para la

identificacion del virus como para la identificacion de anticuerpos.

La técnica de inmunofluorescencia (IF) es un método que detecta antigenos o anticuerpos
en una muestra determinada. Estos ensayos emplean colorantes fluorescentes, tambien
conocidos como fluordéforos, que permiten la visualizacion mediante microscopia de
fluorescencia. Hay dos tipos diferentes de IF directa e indirecta, la serologia de
inmunofluorescencia utiliza este Gltimo tipo. Inicialmente, los antigenos inmovilizados son
reconocidos por los anticuerpos presentes en las muestras de suero. Posteriormente, se

introducen anticuerpos de deteccion marcados con fluoréforos, permitiendo su
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visualizacion y cuantificacion (Dowlatshahi et al., 2021). El procedimiento para la IF es
relativamente complejo, lleva mucho tiempo, es costoso, sin embargo, por ser una prueba

muy sensible es una opcidn de diagnadstico.
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2. JUSTIFICACION

La enfermedad de ojo azul es endémica de México, especificamente de la region centro
occidente y para diagnosticarla lo mas comin es detectar anticuerpos. La prueba
diagnostica mas ofrecida y empleada en los laboratorios que ofrecen este servicio es la
inhibicién de la hemaglutinacion debido a que es barata, rapida y no requiere de esterilidad,
sin embargo, esta prueba fue utilizada en las primeras investigaciones epidemioldgicas y se
obtuvieron resultados falsos positivos. Al comparar los resultados de diferentes técnicas
como la técnica virus suero neutralizacion a través de hemoaglutinacion de sobrenadantes,
virus suero neutralizacion a través de inmunofluorescencia indirecta y virus suero
neutralizacion a traves de la lectura del efecto citopéatico se puede determinar si son Utiles
como pruebas confirmatorias ante un diagnostico dudoso y considerando que esa prueba
con resultado dudoso sea la inhibicion de la hemaglutinacion.

En esta tesis se compararan variaciones a la técnica de VSN, con tres métodos de revelado
diferente y seran: virus suero neutralizacion con hemoaglutinacion de sobrenadantes, virus
suero neutralizacion con inmunofluorescencia indirecta y virus suero neutralizacion a través

de la lectura del efecto citopatico.
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3. HIPOTESIS

Existe un alto grado de concordancia entre la técnica virus suero neutralizacion a través de
hemoaglutinacion de sobrenadantes, virus suero neutralizacion a través de
inmunofluorescencia indirecta y virus suero neutralizacién a través de la lectura del efecto
citopatico para la identificacion de anticuerpos contra el Orthorubulavirus porcino en

cerdos.
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4. OBJETIVO GENERAL

Comparar tres diferentes métodos de lectura a partir de la prueba de virus suero

neutralizacion para la identificacion de anticuerpos contra Orthorubulavirus porcino.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar la correlacion entre virus suero neutralizacion  con
hemoaglutinacién de sobrenadantes, virus suero neutralizacién con
inmunofluorescencia indirecta y virus suero neutralizacion a través la lectura
del efecto para la identificacion de anticuerpos contra Orthorubulavirus
porcino para saber si existe relacion entre estas.

e Determinar si alguna lectura es méas confiable que otra y asi poder elegir la
mas exacta.
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6. MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

Se cultivaron células de plexo coroideo ovino (SCP de ATCC) en medio esencial minimo
de Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU) suplementado con suero fetal bovino al
10% (SFB, Gibco, Grand Island, NY, EE. UU).

Virus

La cepa usada en este estudio fue la cepa PAC3/1992 debido a su alta actividad
hemoaglutinante, ademas de su antigenicidad cruzada con algunas otras cepas de
Orthorubulavirus porcino (PAC2/1990 y PAC4/1993).

La cepa PAC3/1992 del Orthorubulavirus porcino (Jalisco/1992; nimero de acceso al
GenBank: EF413173) fue replicada en cultivo celular de SCP, en medio minimo esencial
de Dulbecco (D-MEM) suplementado con 2 % de suero fetal bovino. Se titul6 el virus
mediante el método de Reed y Muench para obtener el valor en dosis infecciosas en cultivo
celular al 50% (DICC50%) a través de inmunofluorescencia, hemoaglutinacion a partir de
los sobrenadantes del cultivo celular y efecto citopatico. La cepa viral se propagd y titulé en

células SCP, posterior a su titulacion el lote viral se almacené a -80 °C.

Sueros

Las muestras fueron obtenidas del banco de sueros del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Microbiologia Animal (CENID-MA), perteneciente al Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Se emplearon 27 sueros

especificos para la cepa PAC-3, y 17 sueros negativos frente al virus.
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Suero neutralizacién a través de hemoaglutinacion de sobrenadantes

La prueba se realiz6 con ligeras modificaciones a lo previamente descrito por Hernadndez-
Lopez et al., (1998). Se realizd inactivacion del suero a 56 °C durante 30 min,
posteriormente el suero fue diluido con D-MEM suplementado con 2% de SFB. Se
realizaron diluciones dobles seriadas de todos los sueros iniciando 1:4 hasta 1:8192 en
microplacas de 96 pozos con fondo plano, con un volumen final de 50 pl. Posteriormente,
se afiadieron 50 pl del PAC-3/1992 ajustado a 300 DICC50%, la placa se incub6 a
temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente, se agregaron 100 pl de suspension de
células SCP (10* células/pozo) y se incubaron durante 72 h a 37°C con una atmoésfera del
5% de CO2.

El punto final se determind mediante hemoaglutinacién a partir de sobrenadante (HAS); 50
pl de cada pozo y 50 pl de eritrocitos frescos de ave (Gallus gallus domesticus) al 0.5% se
colocaron en una placa con fondo en U. El reciproco de la ultima dilucién del suero que
neutralizd completamente el virus hemoaglutinante fue considerado como el titulo de

anticuerpos neutralizantes.
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Figura 7. Esquema de la prueba de hemoaglutinacién realizada a partir de
sobrenadantes, donde la sedimentacion muestra la presencia de anticuerpos que inhiben la
accion aglutinante del Orthorubulavirus porcino al contrario de la aglutinacion.
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Suero neutralizacion a través de efecto citopatico

La prueba de suero neutralizacion se realizé como se describié previamente, pero para su
lectura la placa se tifio con cristal violeta al 0.05% en metanol y el efecto citopatico se
observo al microscopio. El punto final se determind a partir de la dilucion mas alta donde
se observé el efecto citopético. El reciproco de la ultima dilucién del suero que neutralizo
completamente la produccion de virus fue considerado el titulo de anticuerpos

neutralizantes.
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Figura 8. Esquema de la prueba de suero neutralizacion a través del efecto
citopatico donde el color morado indica sueros con presencia de anticuerpos
que neutralizan la accién del virus sobre el monoestrato celular.

Suero neutralizacién a través de inmunofluorescencia

La prueba de suero neutralizacion se realizd como se describié previamente, en este caso
las placas se fijaron a las 72 h con 50 pl de acetona al 80% en PBS que se mantenia a -
20°C. La solucién se dejo en placas hasta que se volatilizd, posteriormente se realiz6 un
lavado con 100 ul de agua destilada, se decantd el contenido, se afiadieron 50 pl de un
anticuerpo anti-IlgG de cerdo conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en una
dilucion 1:320 a cada pocillo y se incubé durante 1 h a 37°C.
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Después se realizd un lavado con 100 pl de agua destilada, se visualizd la sefial con un

microscopio de fluorescencia invertido (Olympus, Corporation, Tokio, Japdn).
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Figura 9. Esquema de la prueba de suero neutralizacion a través del efecto
citopético donde el color morado indica sueros con presencia de anticuerpos que
neutralizan la accion del virus sobre el monoestrato celular.

Disefio experimental
Se evaluaron 27 sueros especificos contra la cepa PAC-3, y 17 sueros negativos. Para

cuantificar los anticuerpos de cada suero se realizaron las pruebas de suero
neutralizacion a través de inmunofluorescencia (abreviado Unicamente como IF)
hemoaglutinacién a partir de sobrenadantes (abreviado Unicamente como HAS) y lectura
del efecto citopatico (EC). De cada prueba se realizaron tres ensayos, para evaluar el
error de medida de cada prueba y de esta manera determinar la repetibilidad de cada

protocolo.
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Estudio estadistico

Con el programa JMP 16.1 se obtuvieron los valores de media de cada una de las

variables y la correlacion existente entre cada una de ellas.

Se calcul6 el coeficiente Kappa para evaluar la concordancia entre las pruebas de IFA,
HASy EC.
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7. RESULTADOS

Se realizaron tres métodos distintos para evaluar la suero neutralizacion a través de la
IF, HAS y EC. De cada prueba se realizaron tres repeticiones para evaluar el error de

medida de cada prueba y de esta manera determinar la repetibilidad de cada protocolo.

Con cada prueba se obtuvo la titulacién de anticuerpos en los sueros, este valor se
convirtio a logaritmo base 2. Solo se muestran los resultados de los sueros positivos, ya

que los negativos todos fueron igual a cero (Cuadro 1).

En el caso de la suero neutralizacion con efecto citopatico se evalud la presencia de
anticuerpos, al observar el monoestrato celular intacto se consideraron positivos a la
presencia de anticuerpos. Si en los pozos habia formacion de sincicios o destruccion del
monoestrato celular, el suero se considerd negativo (sin presencia de anticuerpos que

neutralizaran la accion del virus en las células) (Figura 7).

En la suero neutralizacion con inmunofluorescencia los pozos que presentaron
fluorescencia se consideraron positivos a la presencia de anticuerpos ya que el
anticuerpo marcado con fluoresceina se une a la IgG de cerdo y este Gltimo a su vez se
une al virus en la célula, al no observar fluorescencia se consideraron negativos a la

presencia de anticuerpos (Figura 8).

En la neutralizacion con hemaglutinacion se tomaron sobrenadantes y se colocaron en
placas con fondo en U para posteriormente enfrentarlos con eritrocitos de ave al 0.5%,
un pozo con aglutinacion fue indicativo de ausencia de anticuerpos ya que se permitio la
multiplicacion viral, un pozo con sedimentacion se consider6 lo contrario, presencia de

anticuerpos.

Para comparar el grado de concordancia primero se calcularon la media aritmética, la

desviacion estandar, el porcentaje de positivos y negativos de cada prueba (Cuadro 2).
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Figura 10 . Tincion con cristal violeta a las 72 h. O bjetivo 20X A)
Efecto citopatico (ausencia de anticuerpos), B) Suero positivo (presencia de
anticuerpos).
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Figura 11. Inmunofluorescencia a las 72 horas A) Fluorescencia que indica
presencia de anticuerpos en el pozo, objetivo 10X, B) Monoestrato integro sin
fluorescencia que corresponde a un pozo negativo (ausencia de anticuerpos).
Obijetivo 10X, C) Presencia de fluorescencia. Objetivo 40X, D) Pozo negativo.
Objetivo 40X.
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Cuadro 2. Valor del titulo de los sueros positivos obtenidos en cada

repeticion por prueba seroldgica.

Suero Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
IF HA EC IF HA EC IF HA EC

1 8 8 8 16 8 16 16 8 8

2 16 8 8 16 16 16 16 8 8

3 256 | 512 512 | 512 512 512 512 | 512 512
4 512 1024 512 512 1024 1024 512 1024 512
5 256 @ 128 256 @ 512 512 512 256 @ 512 256
6 16 8 8 16 16 16 16 16 16

7 32 16 8 32 16 32 32 16 16

8 64 64 64 64 64 64 64 64 64

9 128 | 128 64 128 128 128 128 | 128 128
10 128 128 64 128 128 256 128 128 128
11 512 512 512 | 512 | 512 512 512 | 512 512
12 512 @ 512 512 | 512 512 512 512 512 256
13 256 256 256 | 512 | 512 512 512 | 256 256
14 128 64 64 256 | 128 128 128 128 128
15 64 64 64 128 | 128 128 128 128 128
16 0 64 64 64 64 64 64 64 64

17 128 | 128 128 128 @ 128 128 128 256 128
18 128 128 64 128 128 128 256 128 256
19 128 | 128 64 128 64 64 64 128 128
20 64 128 128 256 256 256 256 256 256
21 256 = 256 128 = 512 512 512 512 | 512 256
22 128 64 64 256 | 128 64 256 128 64

23 256 128 128 256 @ 256 256 256 | 256 256
24 128 128 64 128 64 32 128 64 64

25 128 | 128 32 256 | 128 128 128 | 128 128
26 256 @ 128 128 256 128 256 256 128 128

27 128 | 128 128 128 @ 128 128 256 | 128 128
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Cuadro 3. Medias aritméticas para la suero neutralizacion con inmunofluorescencia (IF),
suero neutralizacion con sobrenadantes (HAS) y suero neutralizacion a través de efecto
citopatico (EC) n=44 incluyendo testigos negativos.

Pruebas
IF

HAS

EC

Media
4.3
4.2
4.1

Desv. Est.
3.7
3.7
3.6

Min
0.0
0.0
0.0

30

Max
9.0
10.0
9.3

%Positivos
62.2
62.2
62.2

%Negativos
37.8
37.8
37.8



Al calcular los valores de media de cada una de las variables, fue posible medir si existia
una relacion positiva o negativa entre ellas a través del calculo de la correlacion.
También se determin0 si esta relacion era significativa o no. En la figura 3 se observa
que existe una correlacion positiva entre las pruebas y que esta relacion es significativa
de acuerdo al valor de P (<.0001).
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Figura 12. Grafica de dispersién que muestra la correlacion entre las
variables suero neutralizacion con sobrenadantes (HAS)-
suero neutralizacion con inmunofluorescencia (IF), suero
neutralizacion a través de efecto citopatico (EC)- suero
neutralizacion con inmunofluorescencia (IF) y suero
neutralizacion a través de efecto citopatico (EC)- suero
neutralizacion con sobrenadantes (HAS).

32



Coeficiente Kappa

Para evaluar la concordancia entre las diferentes pruebas diagndsticas se calculo el
coeficiente Kappa. Los coeficientes Kappa de las pruebas fueron de uno en todos los
casos, lo que indica que los resultados de diagndstico son consistentes entre las tres

pruebas.
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8. DISCUSION

La comparacion entre técnicas diagnosticas de laboratorio que requieren de distinto
material y grado de preparacién del personal que lo ejecuta, brinda informacién util para
decidir si es una prueba que se puede aplicar directamente en campo por los médicos de una
granja o si se requiere tomar muestras y enviarlas a un laboratorio especializado. VVon Lode,
(2005) menciona que existen dos corrientes en el diagndstico clinico, las pruebas rapidas y
la otra corriente seria el uso de pruebas inmunologicas més elaboradas. La prueba
serologica que mas se utiliza para la deteccion de anticuerpos contra el Orthorubulavirus
porcino es la inhibicion de la hemaglutinacion, A pesar de esto, en la actualidad, las
autoridades de salud animal en México no tienen establecida una prueba diagnostica oficial
para la enfermedad del ojo azul en cerdos para la identificacion del virus ni de los
anticuerpos generados por los animales; asi como tampoco hay para otras enfermedades

endémicas.

(Vannier et al., 1997; Zheng et al., 2022) mencionan que para lograr controlar o erradicar
una enfermedad se requiere que existan buenas vacunas y un buen diagnéstico seroldgico.
El diagndstico seroldgico nos permite visualizar el estatus de una enfermedad dentro de la
produccién pecuaria, también nos permite dar seguimiento a las medidas de control y
manejo orientadas a controlar la enfermedad. Sumado a esto permite evaluar la respuesta

gue genera una vacuna en los animales.

En México para evaluar la enfermedad del ojo azul existen pocos laboratorios que ofrezcan
pruebas serolégicas. La prueba que ofrecen estos laboratorios es la inhibicién de la

hemaglutinacion.

En un trabajo de investigacion en donde se buscd conocer la prevalencia del
Orthorubulavirus porcino en diferentes estados de La Republica Mexicana se utilizo la de
inhibicion de la hemaglutinacion. La prueba se hizo con eritrocitos de cobayo y a 37°C.
México tiene 32 Estados, en este trabajo de investigacion se obtuvieron muestras de sueros

de cerdos de 27 Estados de la Republica Mexicana. El resultado que se obtuvo fue que 13
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estados tenian animales con anticuerpos contra el Orthorubulavirus porcino (Fuentes et
al,1992). Debido a la condicion geografica y las caracteristicas de la produccién porcina
varios de estos Estados que resultaron positivos, siempre han estado libres de la
enfermedad, sin embargo, la serologia indicaba que existian animales con anticuerpos
contra esta enfermedad. Esto se debié a la falta de estandarizacion de las técnicas de
hemaglutinacion e inhibicién de hemaglutinacién provocando asi que se generaran

resultados falsos positivos.

En la enfermedad del ojo azul en cerdos para la prueba de hemaglutinacion o la inhibicion
de la hemaglutinacion, no se tiene estandarizado que especie de eritrocito a utilizar,
tampoco estd estandarizado el tiempo de lectura, la concentracién de eritrocitos, la
temperatura para realizar la prueba y el tipo de placa para ser utilizada. Debido a esto en la
actualidad la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion para el Orthorubulavirus porcino
tiene poca credibilidad para el diagndstico debido a que los laboratorios utilizan de manera
indistinta los eritrocitos de ave, bovino o cobayo. En la investigacion realizada por
Albarrén et al, 2021 observé que al modificar cada uno de estas variables se modifican los

resultados.

Estos autores llegaron a la conclusién de que no se pueden utilizar los eritrocitos de las
diferentes especies animales de forma indistinta, debido a que los resultados son diferentes
al modificar los eritrocitos de la especie animal, la concentracion de eritrocitos, la

temperatura, el tipo de placa y el tiempo de lectura.

Algo similar podria estar sucediendo con la prueba de suero neutralizacion, ya que en
México existen laboratorios que ofrecen esta prueba de suero neutralizacion para el
diagnostico del Orthorubulavirus porcino, sin embargo, ellos no estan obligados a

compartir los parametros que utilizan en el desarrollo de esta prueba.

El objetivo del presente trabajo fue comparar la prueba de suero neutralizacion a través de
inmunofluorescencia, suero neutralizacion con hemoaglutinacion a partir de sobrenadantes
y suero neutralizacion con lectura del efecto citopatico, especificamente se analizé el grado

de concordancia entre pruebas para evaluar la exactitud de estas.
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Se tomé como estandar a la prueba de suero neutralizacion con lectura del efecto citopatico
y se compararon suero neutralizacion a través de inmunofluorescencia, suero neutralizacion
con hemoaglutinaciébn a partir de sobrenadantes. Para realizar la prueba de
hemoaglutinacion a partir de sobrenadantes se tomaron los sobrenadantes a las 72 horas. A
pesar de que el titulo viral en el sobrenadante del cultivo se midié por 120 horas, este
alcanzé el mayor aumento tres dias después de la infeccion de los monoestratos celulares,
esta informacion coincide con lo reportado por Hirose et al., en el 2021 en un estudio
realizado con el Coronavirus humano (HCoV), que es otro virus ARN.

Al estudiar la concordancia entre las pruebas de suero neutralizacién a través de
inmunofluorescencia, hemaglutinacion a partir de sobrenadantes y efecto citopatico se pude
concluir que es indistinto el método diagnostico que se elija porque todas son altamente
concordantes, mostrando una correlacion entre ellas superior a 0.9. Por lo anterior, si el
laboratorio cuenta con recursos humanos capacitados para el manejo de las tres técnicas se
puede elegir cualquiera de estas pruebas para evaluar anticuerpos contra el
Orthorubulavirus porcino cuando se sospeche de la presencia de este en la granja, de lo
contrario se recomienda que se haga la lectura de la suero neutralizacion con efecto
citopatico o suero neutralizacion con hemaglutinacién a partir de sobrenadantes, ya que no
implica un procesamiento posterior ni se requiere de un microscopio especial para su

observacion.

La metodologia y los resultados que se obtuvieron en esta investigacion pueden ser
ofrecidos a las autoridades sanitarias para proponer el control y la erradicacién de la

enfermedad de 0jo azul en México.
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Lista de abreviaturas y siglas

°C

ul
ARN
ARNmM
CD2+

CD4

CD4*CD8"*

CD4CD8*

CD8

CO2
DICC50%
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Grados centigrados
Microlitros

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Molécula de adhesion celular cuyos
ligandos son CD58 (en no roedores) y
CDA48 (en roedores)

Receptor especifico de moléculas de tipo 11
del complejo mayor de
histocompatibilidad, clave en el proceso de
reconocimiento de antigeno por linfocitos

T cooperadores

Linfocitos dobles positivos en el cerdo que
participan en la respuesta celular de

memoria.

Linfocitos que participan en el control de la

Infeccion.

Receptor especifico de moléculas de tipo |
del complejo mayor de
histocompatibilidad. Se expresa en

linfocitos T citotdxicos
Di6xido de carbono

Dosis infectantes en cultivo celular al 50%



DMEM

F
GenBank
HN

HI

kg

L

LPMV

nm

PAC
PBS
pH

SFB

SCP
SNC

SOA
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Medio minimo esencial de Dulbeco
Proteina de fusion
Base de datos de secuencias genéticas
Proteina hemaglutinina-neuraminidasa
Inhibicion de la hemoaglutinacion
Kilogramo
Proteina de alto peso molecular
Virus La Piedad Michoacéan
Proteina de matriz
Nucleoproteina
Nandmetros
Fosfoproteina
Produccion animal cerdos
Solucién amortiguadora de fosfatos
Potencial de hidrogeniones

Suero fetal bovino

Plexo coroideo ovino

Sistema nervioso central

Sindrome de ojo azul
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