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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar todos los parametros productivos
afectados por el rubulavirus porcino y realizar la prueba de Inhibicion de la
Hemaglutinacion (IH) con siete diferentes aislamientos virales obtenidos en
México. El estudio fue realizado en una granja de produccion porcina multisitios
con 15,000 hembras en produccion, localizada en el estado de Jalisco, México.
Los parametros productivos fueron evaluados durante el brote de la enfermedad y
comparado con parametros productivos normales. Se realizdé un analisis
serologico transversal, del cual se obtuvieron sueros positivos que se utilizaron
junto con los siete virus en la prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion, para
identificar las diferencias virales. Los parametros productivos mas afectados
fueron el porcentaje de fertilidad a servicio, porcentaje de fertilidad a parto, nimero
de lechones, lechones nacidos vivos, porcentaje de fetos momificados, numero de
lechones destetados por cerda, porcentaje de mortalidad predestete, numero de
partos por cerda por afno y mortalidad de las hembras. En la IH fueron
identificadas diferencias entre los aislamientos virales y el virus aislado de
encéfalo de lechén fue el mas reconocido por los sueros, esto indica que es el

virus causante del brote en la granja.

Palabras clave: Rubulavirus porcino, Enfermedad del Ojo Azul, parametros

afectados, diferencias virales.



ABSTRACT

The purposes of the present study were to identify the productive parameters
affected by the porcine rubulavirus infection and to evaluate sevent viruses isolated
in México were using Inhibition Haemmagglunitation (IH) test. The study was done
in a multisite farm with 15,000 sows, located at Jalisco, México. All productive
parameters were evaluated during an out break of blue eye disease. Transversal
serology analysis was done to the hole line of production using IH test to identify
the presence of viral antibodies, and positive samples were used to identify
differences between sevent viruses. The parameters more afected were fertility to
service percentage, fertility to farrowing percentage, total number of piglets, piglets
born alive, mummified fetuses percentage, number of piglets weaned per sow,
mortality in pliglets percentage, number of farrowings per sow per year and sow
mortality percentage. In IH test differences between the viruses were identifyed
and the virus isolated from piglet brain was the more rocognized and seems to be
the virus that caused the outbrake.

Key words: Porcine Rubulavirus, Blue eye disease, parameters afected, viral
diferences.
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EVALUACION DE LAS AFECCIONES PRODUCTIVAS Y CARACTERIZACION
DEL RUBULAVIRUS PORCINO

INTRODUCCION

El Rubulavirus porcino, perteneciente a la familia de los paramixovirus, es un virus
esférico que mide de 100 a 300 nm y tiene gran similitud con el virus de la
parotiditis humana, por tal motivo la signologia clinica presente en la enfermedad
del Ojo Azul, presenta también signos neuroldgicos en individuos de corta edad,
asi como inflamacion testicular en individuos adultos. Sin embargo la signologia
clinica provocada por el Rubulavirus porcino, en los dos primeros afos de su
aparicion, era predominantemente nerviosa y se caracterizaba por provocar ataxia,
debilidad, pedaleo e incoordinacion en lechones menores de treinta dias de edad,
con una mortalidad que alcanzaba hasta el 90%; en este mismo ano (1980) los
lechones mayores a 30 dias de edad no presentaban signologia tan marcada y la

mortalidad era practicamente nula.

En 1983 se observaron brotes severos de encefalitis en cerdos de 15 a 45 Kg de
peso, acompanados con signos respiratorios como tos, disnea y estornudos,
presentando mortalidad hasta del 30% (Stephano HA, 1984). También se hizo
evidente la falla reproductiva en hembras, y los parametros afectados fueron: el
porcentaje de repeticiones, mortinatos y fetos momificados, asi como un ligero
aumento de abortos (Stephano y Gay, 1984; Stephano y Gay, 1985a).

Hasta antes de 1998 se pensaba que los sementales eran refractarios a la
enfermedad, sin embargo, en este afo se presentaron |los primeros casos de
orquitis, epididimitis y atrofia testicular con severas alteraciones en la calidad del
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semen, asociados a la infeccién por el Rubulavirus porcino, anteriormente llamado

paramixovirus porcino. (Campos y Carbajal, 1989).

En la actualidad algunas granjas de Jalisco, presentan signologia clinica
respiratoria y nerviosa en animales mayores a 90 dias de edad, es decir, un patron
nuevo en comparacion con el presentado en anos anteriores; por tal motivo este
estudio pretende realizar aislamientos virales de animales mayores de 90 dias de
edad asi como de lechones que presenten la signologia clinica antes mencionada,
con la finalidad de realizar la técnica de Inhibicidon de la Hemoaglutinacion, con
sueros positivos de las granjas actuales y aquellos virus provenientes de animales
con signologia clinica sugerente a la enfermedad del Ojo Azul, obtenidos de 1980
a 1995, que indique si el reconocimiento antigénico es diferente para cada uno de

los virus aislados.

También se pretenden identificar todos aquellos parametros productivos afectados
por el virus que se encuentra circulando actualmente en estas granjas, durante un
rebrote, en donde aparentemente la etapa productiva mas afectada es la de

engorda.
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Antecedentes

La enfermedad del ojo azul afecta a cerdos de todas las edades y es provocada
por un virus del género Rubulavirus de la Familia Paramyxoviridae (Ramirez et al.,
1997). Los primeros casos de esta enfermedad se identificaron en 1979 en granjas
porcicolas de La Piedad, Michoacan; en las que se presentaron signos clinicos
nerviosos principalmente en lechones menores a 30 dias de edad. En 1980 se
reportaron brotes en los estados de Jalisco y Guanajuato, en 1983 en el D.F.,
Nuevo Ledn, Hidalgo, Tlaxcala, Tamaulipas, Puebla, Campeche y Querétaro.
Desde su aparicion ha sido un problema de dificil control y su difusién abarcd
hasta 1992, 16 estados de la Republica Mexicana (Fuentes ef al., 1992).

Etiologia.

Los Paramixovirus conforman una familia de virus patdogenos que producen
importantes problemas a la salud humana y veterinaria. Entre los cuales se
encuentran el virus sincitial respiratorio y los virus de parainfluenza causantes de
infecciones de vias respiratorias bajas en nifios y animales jévenes. Dentro de
esta familia también se incluyen virus que producen infecciones neurolégicas y
sistémicas, como el virus del sarampion, el del moquillo canino, el de la
enfermedad de Newcastle aviar y el de la parotiditis humana (Ramirez MH, 1997).

El virus de la parotiditis es reconocido por producir inflamacion de las glandulas
salivales paroétidas, sin embargo en casi la mitad de los casos hay complicaciones
neuroldgicas, como meningitis, que pasan desapercibidas o son mal
diagnosticadas, pero que causan un importante detrimento a la salud y al
desarrollo infantil. En ocasiones la infeccion viral puede abarcar el parénquima
nervioso produciendo encefalitis, la cual deja graves secuelas nerviosas en los
nifos afectados. Aunado a esto, el virus de la parotiditis se replica en diversos
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tejidos linfaticos y glandulares incluyendo las células beta de los islotes de
Langerhans del pancreas, por lo que se le ha asociado con la generacion de
diabetes y también puede replicarse en células epiteliales y germinativas de
organos reproductivos masculinos causando inflamacion testicular y esterilidad en
jovenes pospuberes (Stephano y Gay, 1985a).

El Rubulavirus porcino posee un alto grado de homologia estructural y genética
con el virus de la parotiditis humana y comparte con él su tropismo tisular y sus
caracteristicas patoldgicas, ya que también provoca alteraciones en sistema
nervioso central de cerdos neonatos y en tejido reproductivo en cerdos adultos;
ademas es capaz de replicarse en diversos tejidos glandulares y linfaticos. Por lo
que es un modelo adecuado para estudiar los factores de patogenicidad de los

paramixovirus.

Estructura Viral

Los Rubulavirus estan constituidos por seis proteinas estructurales: la polimerasa
o proteina de alto peso molecular (L), la nucleoproteina (NP), la fosfoproteina (P),
la proteina de matriz (M) y dos glicoproteinas, la hemaglutinina-neuraminidasa
(HN) y la dglicoproteina de fusion (F). Las glicoproteinas HN y F son
transmembranales y su mayor parte se encuentra expuesta al exterior del virién,
dejando un pequeno segmento intraviral que hace contacto con la proteina M, que
se ubica en la parte interna de la membrana. Las unidades de la NP se unen
mediante interacciones hidrofébicas al ARN gendémico para dar origen a la
nucleocapside; cada NP se enlaza a seis nucleétidos inmediatamente después de
la sintesis del ARN gendmico y no se separan durante la replicacion ni la
transcripcion, asi que a diferencia de los virus de ARN positivo, el genoma de los
virus de ARN negativo nunca se encuentra desnudo (Lamb y Kolakofsky, 1996). A
la nucleocapside se asocian cerca de 50 complejos con actividad polimerasa, cada



INTRODUCCION

uno de ellos esta formado por 3 unidades de proteina P (P3) y una de proteina L,
que actuan como componentes cataliticos aunque también se encuentran viriones
que poseen el mismo numero de complejos P sin proteina L (Lamb y Kolakofsky,
1996; Kolakofsky et al, 1998). Otras dos proteinas, V y C, se han identificado en
las células infectadas pero no forman parte de la estructura del virion, son
codificadas por el genoma viral y se sintetizan al editarse el gen P (Berg et al.,
1992). Al parecer estas proteinas participan en la regulacion de la transcripcion y

la replicacién viral.

El Rubulavirus porcino tiene forma esférica y mide de 100 a 360 nm, tiene una
nucleocapside semejante a una hélice o espiral, contenida dentro de una
membrana lipoprotéica proveniente de la célula huésped. Esta contiene dos
proteinas de suma importancia en la biologia del paramixovirus; la proteina de
fusion (F) que participa en la unién del virus a la membrana para su posterior
penetracion a la célula, también es la principal responsable de la fusion con
células vecinas ocasionando la propagacion de la infeccion en el area local. La
otra proteina es la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) que posee dos dominios
funcionales: uno con capacidad para aglutinar eritrocitos y otro que se encarga de
la eliminaciéon de grupos de acido sidlico. Este virus se caracteriza por aglutinar
una gran variedad de glébulos rojos de mamiferos y aves como cerdo, vaca,
caballo, cabra, gato, cuyo, hamster, rata, raton, conejo y humanos tipo A, B, AB y
O, pollos, patos, etc (Stephano et al. 1988; Ramirez ef al., 1996). Esto se debe a
que su proteina HN reconoce un tipo de acido sialico que esta presente en todos
esos eritrocitos (Reyes-Leyva ef al. 1993 y 1997a).
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Ciclo biolégico

El ciclo biol6gico de los rubulavirus incluye las fases de reconocimiento, adsorcion
a la superficie celular, fusibn de membranas, penetracion a la célula,
desnudamiento, transcripcion, replicacion del genoma, ensamble y liberacion de
viriones. La particula viral se adsorbe a la membrana de la célula por medio de la
proteina HN, que reconoce un receptor especifico, generalmente glicosilado,
posteriormente un cambio conformacional de la proteina HN activa a 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 un pH
neutro, por lo que es independiente de enzimas lisosomales como ocurre en otros
virus. La integracion de la envoltura viral al sistema de membranas celulares
provoca la liberaciéon de la nucleocapisde en el citoplasma. Ya que el virién trae
integrada su propia polimerasa, al liberarse el ARN viral se sintetiza una copia
completa del genoma en sentido positivo que servira de molde para los nuevos
genomas, y por otro lado, se inicia la sintesis de los ARN mensajeros que
codifican cada una de las proteinas virales. Los productos de la traduccion se
dirigen al sitio de ensamble, 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 proteinas, HN y F, que fueron sintetizadas en el reticulo endoplasmico son
glicosiladas 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 y de ésta con las
glicoproteinas es determinante para el ensamble del virién, que es liberado de la
célula por exocitosis (Lamb y Kolakofsky, 1996).

La replicacion de los Rubulavirus se realiza totalmente en el citoplasma, por lo
cual se forman aglomerados de nucleocapsides que se observan como grandes
inclusiones citoplasmaticas en las células infectadas (Hernandez-Jauregui et al.,
2001).
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El material genético viral también puede pasar directamente de una célula
infectada a una célula vecina sin que haya necesidad de que se libere la particula
viral, esto es debido al proceso de fusidn de membranas celulares realizado por
las proteinas HN y F, de esta manera se originan las células gigantes
multinucleadas o sincitios caracteristicas de las infecciones por paramixovirus
(Lamb y Kolakofsky, 1996).

Epizootiologia

La enfermedad de Ojo Azul se ha mantenido desde 1980 en el centro de México,
en los primeros anos se aislé el paramixovirus de Ojo Azul (POA) de diferentes
brotes en los estados de Michoacan, Jalisco y Guanajuato. La enfermedad se
disemin6 rapidamente a los estados de Querétaro, Estado de México y Distrito
Federal debido a la intensa movilizacion de cerdos; sin embargo, la evidencia
serolégica indicd la presencia de anticuerpos contra el paramixovirus del Ojo Azul
(POA) en cerdos reproductores y en animales menores a 45 dias de edad, en al
menos 16 estados de la Republica Mexicana (Fuentes ef al., 1992).

Hasta el momento se sabe que el cerdo es el unico animal afectado clinicamente
por el Rubulavirus, cuando la infeccion se da de manera natural, sin embargo
experimentalmente afecta a embriones de pollo y ratones; por otro lado los
conejos, perros y gatos también se han inoculado de forma experimental pero no

presentan signologia clinica (Stephano y Gay, 1985b; Stephano et al., 1988).

Se han hecho estudios donde se observa que el virus puede diseminarse a través
de gente y fomites, y posiblemente a través de las aves y el viento (Stephano,
1992).
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Signos clinicos

Los primeros brotes de la enfermedad (Stephano HA, 1982) se caracterizaron por
la presentacion de signos nerviosos con elevada mortalidad (80-90%) en lechones
de 2 a 15 dias de edad. La afeccion nerviosa se presentaba en dos formas: en
algunos casos los lechones parecian clinicamente sanos y subitamente quedaban
postrados lateralmente, en otros casos, los animales afectados mostraban signos
nerviosos progresivos. En cerdos mayores de 30 dias de edad los signos clinicos
eran menos comunes y mas discretos, con baja o nula mortalidad (Stephano,
2002; Taylor, 1999).

Cuando la enfermedad comienza generalmente se observa fiebre, pelo erizado y
lomo arqueado, algunas veces acompafnado por constipacion o diarrea.
Posteriormente hay signos nerviosos tales como ataxia, debilidad, rigidez
principalmente en las patas traseras, temblores musculares y posturas anormales,
como posicion de perro sentado (Stephano, 2000; Stephano , 2002; Taylor, 1999).

A partir de 1983 se observaron brotes severos de encefalitis y signos respiratorios
con mortalidad hasta del 30% en cerdos de 15 a 45 Kg de peso (Stephano et al,
1985a). En este afno también se hizo evidente la falla reproductiva cuando se
realizé una evaluacion sobre los parametros afectados y se identificd un aumento
de repeticiones, mortinatos y fetos momificados, y un ligero aumento de abortos
(Stephano y Gay, 1984; Stephano y Gay, 1985).

En 1988 se observo orquitis, epididimitis y atrofia testicular con severas
alteraciones en la calidad del semen, asociados a la infeccion por el paramixovirus
de ojo azul. Para este afo en lechones nacidos bajo un brote, la morbilidad era
del 20 a 50% y la mortalidad oscilaba entre el 89 y 90% (Campos y Carbajal,
1989).
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En 1998 se observaron casos severos de esta enfermedad asociados con el virus
del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (VPRRS), donde los
parametros reproductivos mostraron alteraciones mas severas que con el
Rubulavirus o VPRRS solos. En cerdas gestantes se observo anorexia, en
algunas opacidad corneal y la falla reproductiva afect6 diferentes parametros por 2
a 11 meses, generalmente por cuatro meses. Disminuy6 el numero de lechones
nacidos vivos (LNV), aumenté el nimero de fetos momificados y la mortalidad en
lechones, y por lo tanto el numero de lechones destetados se redujo
dramaticamente. También se increment6 el niUmero de repeticiones, con caida de
la tasa de parto e incremento en el intervalo de dias de destete a primer servicio,
aumentando los dias no productivos de las hembras. El aborto no ha sido una
caracteristica comun, pero se ha observado en algunas hembras en porcentaje
variable en brotes agudos. También hay marcado incremento en mortinatos y fetos
momificados, lo que consecuentemente causa reduccion en el nimero de nacidos
vivos y posteriormente en el nimero de nacidos totales (Stephano, 2000a).

También existen reportes de animales que presentan signologia respiratoria como
disnea, tos y estornudos, asociados a la enfermedad del Ojo Azul, pero estan
asociados a problemas infecciosos bacterianos. Sin embargo se han realizado

aislamientos virales a partir de pulmon y otros érganos
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Patogenia

El virus se transmite a otros animales por la aspiracibn de microgotas
contaminadas cuando éste es eliminado a través de descargas nasales (Collier y
Oxford, 2000; lorio et al., 1986; Bowden ef al., 2001; Chua et al., 2000), siendo la
ruta natural de infeccion la nasofaringe. Cuando la gota es muy grande queda
atrapada en la mucosa oronasal y el virus busca una célula susceptible para
replicarse, cuando las gotas son muy pequenas el virus ingresa con la aspiracion y
se localiza en los conductos aéreos inferiores (Collier y Oxford, 2000).

La multiplicacion inicial del virus se lleva al cabo en la mucosa nasofaringea y el
tejido linfatico asociado, después se disemina por via aérea a bronquios vy
pulmones en donde se vuelve a replicar y de ahi se disemina a todo el organismo
por via sanguinea (Reyes —Leyva, 2004; Stephano et al., 1988b; Allan et al., 1996;

Ramirez-Herrera ef al., 1997).

El ingreso del virus al sistema nervioso central ocurre a traves de las
terminaciones nerviosas que se encuentran en la porcion olfatoria de la mucosa
nasal, el virus asciende por los nervios olfatorios a los Iébulos olfatorios y al
hipocampo, de aqui se disemina al tallo cerebral y cerebelo donde se replica
abundantemente (Allan et al., 1996; Reyes-Leyva et al. 1997b). Aunque, hay
propuestas de que el virus ingresa al sistema nervioso por via sanguinea
atravesando la barrera hematoencefalica (Ramirez-Herrera et al., 1997b).

Durante la fase de viremia el virus se transporta asociado a eritrocitos y monocitos
(Reyes-Leyva, 2004; Garcia, 1999; Hernandez et al., 1998) lo que le permite
producir una infeccién sistémica y replicarse en sitios inmunoprivilegiados de
organos linfaticos y reproductores (Reyes-Leyva, 2004).
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Respuesta Inmune

Los anticuerpos y los linfocitos T son los principales sistemas efectores para
resolver la infeccion viral. Los anticuerpos pueden reconocer virus en forma libre o
células infectadas por virus. Ellos controlan las infecciones neutralizando las
particulas virales o produciendo la muerte de las células infectadas a través de
citotoxicidad mediada por complemento o por células citotoxicas. Las proteinas
importantes en estos procesos son las glicoproteinas de superficie o proteinas de
la capside externa y aunque se producen anticuerpos contra componentes
internos del virion éstos no son importantes en la neutralizacion de la infeccion.
Cambios en la estructura o en la expresion de las proteinas de superficie pueden
ser importantes mecanismos mediante los cuales los virus evitan el
reconocimiento y la eliminacién por anticuerpos (Ahmed y Biron, 1999).

En contraste con los anticuerpos, las células T s6lo pueden reconocer al antigeno
en la superficie de células presentadoras y en asociacién con las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) del hospedero. El receptor de
linfocitos T reconoce péptidos virales unidos a moléculas celulares. Una
importante consecuencia de este modo de reconocimiento es que los linfocitos T
no pueden reconocer virus libres y su actividad antiviral esta confinada a las
células infectadas. El mecanismo primario utilizado por los linfocitos T CD8+ para
controlar la infeccion viral es eliminar a las células infectadas por virus. Las células
CD8+ también controlan el crecimiento viral produciendo citocinas antivirales como
el interferbn gamma y el factor de necrosis tumoral, que interfieren con la
replicacion viral. Los linfocitos CD4+ juegan un papel central en la inmunidad
antiviral y participan en el control de la infeccion por medio de diversos
mecanismos. Ellos producen citocinas antivirales, estan involucrados en la
activacion y reclutamiento de macrofagos y ayudan mediante la sintesis de
citocinas, en la produccion de anticuerpos y en la respuesta citotéxica mediada por
linfocitos CD8+ (Ahmed y Biron, 1999).

11
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La respuesta humoral contra el rubulavirus porcino se inicia con la produccion de
anticuerpos desde la primera semana posinfeccion. Durante las primeras 4
semanas los titulos se incrementan entre 4 y 6 log” y a partir de la quinta semana
llegan a incrementarse hasta 8.5 log2 (Hernandez et al/, 1998). En la infeccion
natural se han encontrado anticuerpos hasta 18 meses después de presentada la
infeccion (Stephano, 2000a). La inmunidad humoral es de gran importancia en el
control de la diseminacion sistémica de la infeccion ya que titulos elevados de
anticuerpos coinciden con la desaparicion de la viremia (Reyes-Leyva et al., 2004).
Los anticuerpos generados estan dirigidos contra la proteina HN y son capaces de

inhibir la hemaglutinacién y neutralizar la infeccion viral (Hernandez et al, 1998).

Los anticuerpos contra el rubulavirus porcino pueden ser inducidos utilizando
como antigeno virus inactivado con formalina y esta inmunidad puede transmitirse
a la camada al vacunar a cerdas en gestacion. Los anticuerpos adquiridos
pasivamente logran controlar la infeccién y reducir los indices de morbilidad y

mortalidad en la poblacién vacunada (Hernandez-Jauregui et al, 1992).

Ensayos in vitro muestran que los anticuerpos especificos contra el rubulavirus
porcino o contra determinantes antigénicos de la proteina HN poseen actividad
neutralizante (Zenteno y Cuevas, 1997). No obstante estos resultados
alentadores, hasta el momento no se ha logrado producir una vacuna que sea lo
suficientemente efectiva para controlar la infeccion en el campo, al respecto han
encontrado que las diferentes cepas del Rubulavirus que circulan en la poblacién
porcina poseen diferencias antigénicas que les permiten evadir la respuesta
inducida por algun otro serotipo viral (Ramirez-Mendoza et al., 1994; Reyes-Leyva
et al, 2002).

En relacion a la respuesta inmune celular, los primeros cambios que se observan
después de la infeccion es un aumento en el nimero de linfocitos T totales (CD3+)
y citotoxicos (CD8+) esto ocurre durante la primera semana, demostrando la

importancia de estas células en el control de la infeccion. Un evento importante es
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un notable indice de estimulacion muy bajos con los mitdgenos concanavalina A y

fitohemaglutinina (Hernandez et al., 1998).

Stephano (1998) reportd que existe una alta susceptibilidad a padecer infecciones
secundarias en los animales infectados con Rubulavirus porcino. Esto puede estar
relacionado con la reduccion en el numero de leucocitos, principalmente de
linfocitos CD4+, que ocurre en la tercera semana posinfeccién (Hernandez et al.,
1998); lo que podria resultar del reclutamiento de células inmunes en los tejidos
para participar en el control de la infeccion (Reyes-Leyva, et al. 2002) esto es
sugerido por la abundancia de células mononucleares observadas en los tejidos
infectados (Ramirez-Mendoza, 1997).

Se ha demostrado que los linfocitos CD4+CD8- estimulados por el virus se
transforman en linfocitos CD4+CD8+, una poblacion celular abundante en la
sangre porcina. Los estudios realizados demuestran que esta poblacion de
linfocitos T responde de manera especifica al virus para convertirse en células de
memoria productoras de citocinas de tipo 2 (principalmente IL-10) inductoras de
inmunidad humoral. Este tal vez sea un mecanismo inducido por los rubulavirus
para modular la respuesta antiviral y sobrevivir en el hospedero (Hernandez et al.,
2001,2002). Estas células pueden diferenciarse de las células en reposo por la
alta expresion del marcador de superficie CD29 y del disacarido GalR3l,3GalNAc
reconocido por las lectinas PNA y de Amaranthus leucocarpus (Hernandez et al.,
2002).

La importancia de la respuesta inmune celular en el control de la infeccién viral fue
evaluada midiendo la capacidad proliferativa de las células mononucleares de
sangre periférica a un antigeno viral inactivado por calor y a lectinas mitogénicas y
determinando subsecuentemente el fenotipo de los linfoblastos proliferantes. Una
fase de inmunosupresion fue identificada en los animales infectados, se mostro
que durante la tercera semana de la infeccion se presenta una disminucion del
19% de linfocitos T, de 28% de linfocitos B y de 53% de monocitos en
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comparacion con los valores promedios observados en los animales sanos
utilizados como testigos (Hernandez et al., 1998). Este fenomeno puede ser
resultado de la infeccion de células mononucleares que se han identificado
durante la segunda fase de viremia que se presenta durante la infeccion por
Rubulavirus la cual ocurre entre los 14 y 21 dias postinfeccion (Reyes-Leyva, et al.
2004). La identificacion de antigeno viral en el interior de células mononucleares
circulantes y en células inmunes de noédulos linfaticos indican que el mismo
sistema inmune es blanco de la infeccidn viral, aunque no se presente una notable
alteracion en los mecanismos de respuesta como ocurre en virus verdaderamente

inmunosupresores (Reyes-Leyva, 2002).

Lesiones

Las lesiones macroscopicas que se pueden encontrar en las infecciones
ocasionadas por el Rubulavirus porcino son conjuntivitis, equimosis y diferentes
grados de opacidad de la cornea, principalmente en lechones menores de treinta
dias de edad. En sementales provoca inflamaciéon de los testiculos y del
epididimo, con un marcado aumento en el diametro debido al edema en casos
agudos; cuando el curso progresa se observa una marcada epididimitis y orquitis.
Cuando el epididimo es afectado puede tornarse granular y se observa orquitis
con fibrosis y adherencias a la tunica albuginia; ocasionalmente pueden
encontrarse hemorragias en la tunica, epididimo o testiculo (Campos y Carvajal,
1989; Stephano et al, 1990).

Las lesiones microscopicas se localizan principalmente en cerebro y meédula
espinal donde se puede observar encefalitis no supurativa, afectando
principalmente la materia gris del talamo, cerebro medio y corteza cerebral,
incluyendo una gliosis difusa y multifocal, infiltracion perivascular con linfocitos,

células plasmaticas y reticulares, necrosis neuronal, neurofagia, meningitis y
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coroiditis. También es caracteristico de este virus provocar en neuronas cuerpos
de inclusion intracitoplasmaticos debido a que es un virus RNA y su replicacion se
lleva a cabo en el citoplasma (Stephano y Gay, 1985a; Ramirez y Stephano, 1982;
Pérez et al, 1988).

En adultos las lesiones histolégicas que se observan son en el epididimo, que
incluye la formacion de granulomas espermaticos y degeneracion vacuolar del
epitelio del ducto (Ramirez-Mendoza et al, 1997).

Inmunopatologia

Hasta el momento no se han realizado experimentos para conocer la participacion
del sistema inmune en el dafo a los tejidos durante la infeccion por Rubulavirus
porcino. No obstante, observaciones indirectas indican que la respuesta inmune
esta involucrada al menos en dos eventos patolégicos. Stephano et al, (1988a) ha
propuesto que la opacidad de la cdérnea es una reaccion de hipersensibilidad
mediada por complejos inmunes. La gran respuesta de anticuerpos circulantes
contra el Rubulavirus porcino observada en las infecciones experimentales y la
identificaciébn de una abundante expresion de receptores virales en el tejido ocular
hacen suponer que efectivamente hay una deposicion de complejos inmunes en la
camara anterior del 0jo, lo que produce la opacidad corneal. El otro evento es la
formacion del granuloma epididimario que se presenta en los cerdos adultos: Al
parecer el virus llega al epididimo transportado por células inmunes que infiltran el
tejido, la abundante replicacion viral en ese sitio y en los conductos seminiferos
producen la atraccion de gran cantidad de células inmunes, monocitos, linfocitos T
y células plasmaticas que en su afan de destruir las células infectadas terminan
por danar las paredes de los conductos, dejando escapar a los espermatozoides al
tejido intersticial, lo que genera un circulo vicioso de activacién celular e
incrementd del dafio a los tejidos circundantes (Reyes-Leyva et al. 2002). El
granuloma que se forma puede llegar a ser tan grande que es aparente a simple
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vista como un engrandecimiento testicular anormal. El dafio al tejido puede ser tan
importante que induzca la involucion y la atrofia del testiculo afectado (Ramirez et
al., 1997).

Diagnéstico

Se realiza por medio de pruebas serologicas, siendo la inhibicion de la
hemaglutinacion (HA) la prueba mas utilizada para determinar la difusion del virus
de la enfermedad del ojo azul EOA en México; aunque también se han utilizado la

seroneutralizacion (SN), ELISA e inmunoperoxidasa (Morilla et al., 2000).

Se han hecho diversos estudios para determinar cual es la prueba serolégica mas
confiable para el diagnéstico, en uno de los cuales se compararon las pruebas de
ELISA, SN e IH en 46 animales después de un brote de campo y se encontré que
la SN tenia una sensibilidad del 89.1 %, ELISA de 89.1 % e inhibicion de la
hemoaglutinacion del 84 %; en 35 animales inmunizados con una vacuna
experimental se encontré una sensibilidad de la SN del 94 %, ELISA 914 % e |H
de 80 %.; en 94 animales vacunados que se encontraban en una granja durante
un brote y se encontré una sensibilidad de ELISA del 91.5 % e IH de 98.9 %.
Morilla et al. (2000) concluyeron que las mejores pruebas son SNy ELISAy que la
IH puede emplearse como prueba de piara ya que detecta a un pequefio

porcentaje de falsos positivos.

Recientemente, se desarrolld la prueba de inmunoperoxidasa (IP), la cual tiene
ventaja de que se vende como un Kit listo para usarse y puede ser utilizado
facilmente para el diagndstico en los laboratorios que cuenten con poco equipo; en
un estudio serologico se demostro tiene el 100 % de correlacién con la prueba de
seroneutralizacion (SN) (Morilla et al., 2000).
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El diagndstico también se basa en la deteccidon del virus por medio de
aislamientos virales, inmunofluorescencia indirecta u observacion en tejidos
infectados por microscopia electrénica. Las lineas celulares mas utilizadas para
realizar el aislamiento viral, son: Vero (rindn de mono verde africano), PK-15 (rifidn
de cerdo) (Hernandez et al.,, 1997), ST (testiculos de cerdo), BHK-21 (rindn de
hamster lactante). En estas células el virus produce el efecto citopatico
caracteristico consistente en la formacion de sincitios; y en las células PK-15
también se han observado cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos (Stephano y
Gay, 1986).
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Prevencién y control

Se sabe que este virus se inactiva con agentes quimicos como éter, formalina y
beta propiolactona o a temperaturas de 56°C en un periodo mayor a 4 horas
(Taylor, 1999).

Para el control o eliminacion de la Enfermedad del Ojo Azul son necesarias varias
acciones que dependeran del tipo de granja. En el pié de cria es necesario no
mezclar animales de diferentes corrales, eliminar cerdos que presenten la
signologia clinica caracteristica, evaluar a todos los sementales de la granja vy
eliminar aquellos que sean positivos a la enfermedad, utilizar inseminacion artificial
por lo menos por seis semanas, intensificar el diagnéstico de gestacién, con
machos y ultrasonido en todas las hembras, incrementar el nimero de servicios en
la medida que se incrementen las repeticiones, cerrar la granja por lo menos
durante 16 semanas (Campos y Carbajal, 1992). '

En el area de lactancia es necesario evitar el estrés, reducir el manejo de
animales, no mezclar lechones, mantenerlos secos y a la temperatura adecuada,
de acuerdo a su edad, sacrificar a lechones enfermos, manejar las salas “todo
dentro — todo fuera”, lavar y desinfectar, salas y corrales, cuando salgan todos los
animales (Campos y Carbajal, 1992).

En el sitio dos y tres es necesario evitar el hacinamiento, cuidar la temperatura de
acuerdo a la edad, cuidar la ventilacion, no mezclar animales de diferentes edades
u origen, actuar de forma inmediata en caso de que exista otra enfermedad
(Campos y Carbajal, 1992).

Para prevenir la enfermedad se han desarrollado diversas vacunas, en una de
ellas se utilizé rubulavirus porcino inactivado y se determinaron los niveles de
inmunoglobulinas en los animales vacunados mediante la prueba de

seroneutralizacidn; asi se comprobé que hubo el 71 % de proteccion, conferida a
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través del calostro, en cerdos destetados a los 4, 28 y 38 dias de edad
provenientes de las hembras vacunadas; mientras que el 100% de los hijos de las

hembras no vacunadas murieron al ser desafiados (Fuentes et al. 1994).

Otro tipo de vacunas se han generado con la implementacion de técnicas
moleculares, en donde Zenteno-Cuevas (1997) identific los epitopes especificos
de la proteina HN del Rubulavirus porcino que fueron incorporados a la proteina
OmpC de Salmonella typhi y expresados en bacterias Escherichia coli para
posteriormente ser evaluados en ratones y conejos; estos antigenos
recombinantes generaron una respuesta de anticuerpos capaces de reconocer y
bloquear la actividad de la proteina HN y en consecuencia la actividad citopatica
del Rubulavirus.

Al identificar todos los aspectos relacionados con la enfermedad del Ojo Azul, en
el marco tedrico anteriormente descrito, es importante resaltar que la enfermedad
se ha presentado en animales de todas las edades, y con signologia diferente en
cada uno de ellos; por tal motivo la presente investigacion pretende identificar, las
posibles diferencias entre aislamientos virales obtenidos a través de los anos,
mediante la técnica de Inhibicidén de la hemaglutinacion.
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JUSTIFICACION

Para saber mas acerca de esta nueva enfermedad viral enzodtica en México, se
propone realizar estudios que ayuden a conocer los factores que influyen en la
transmision y presentacion de esta enfermedad, asi como las causas que
predisponen a la enfermedad y a la diferente signologia clinica, presente en
cerdos de diferentes edades en un sistema de produccién porcina multisitios; para
encontrar dichas propuestas es necesario realizar el aislamiento viral de tejidos
provenientes de animales con signologia clinica sugerente a esta enfermedad, asi
como sueros positivos, obtenidos de granjas positivas que mediante la técnica de
Inhibicidn de la hemaglutinacién permita identificar si existen diferencias entre los

aislamientos virales obtenidos en diferentes anos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar el comportamiento del rubulavirus porcino durante un brote, para
determinar si la presentacion clinica de la enfermedad, asi como las afecciones
que provoca, han cambiado a través del tiempo; lo cual puede estar asociado a las
posibles diferencias virales, entre aislamientos obtenidos en diferentes brotes a
través del tiempo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Evaluar los efectos productivos y reproductivos provocados por esta

enfermedad.

e Realizar un muestreo seroepidemiolégico para determinar el comportamiento

del virus.

e Realizar el aislamiento viral de tejidos de cerdos con cuadros clinicos

sugestivos a EOA.

e Realizar la caracterizacién inmunolégica de los virus aislados mediante la
técnica de Inhibicion de la hemaglutinacion.
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HIPOTESIS

Ya que las caracteristicas clinicas observadas durante el brote de la enfermedad
del ojo azul, estudiado difieren de las reportadas previamente, es probable que los
ensayos inmunolégicos demuestren que este brote fue causado por una variedad
de virus diferente, y en conjunto con el monitoreo seroepidemiolégico permitira
identificar el comportamiento del virus a nivel de campo, lo cual determinara las

causas de la diferente signologia clinica observada a través de los anos.
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MATERIAL Y METODOS
A) Caracteristicas de la granja.

La presente investigacién se realizé en un sistema de produccién porcina en tres
sitios multiples, localizado en San Juan de los Lagos, Jalisco. El clima
predominante es templado con lluvias en verano y con una temperatura media
anual de 22 °C.

Cuenta con dos “sitios uno” con capacidad para 7,500 hembras cada uno y cuya
finalidad zootécnica es la produccidn de animales para abasto, cuya carne es

comercializada en otros paises.

En esta granja se realizan evaluaciones serologicas periddicas para diferentes
enfermedades como: sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS),
enfermedad del ojo azul (OA), enfermedad de Aujezky, fiebre porcina clasica y
parvovirus porcino, por tal motivo es importante hacer notar que cuenta con un
programa de control y erradicacion de enfermedades que sirve para mantener el

mejor estado sanitario dentro de la granja.

Para identificar las alteraciones causadas por el rubulavirus porcino se estudiaron
todos los parametros reproductivos y productivos, después de identificar un
incremento en el porcentaje de animales seropositivos a este virus. Los
parametros analizados fueron: fertilidad, promedio de animales nacidos vivos por
camada, cerdos destetados por cerda, porcentaje de momias, peso promedio de
nacidos vivos, mortalidad predestete, peso promedio de lechones destetados,
edad promedio al destete, cerdos destetados por hembra al afo y porcentaje de
mortalidad; asi como también los parametros productivos tales como: ganancia
diaria de peso, porcentaje de mortalidad, dias a mercado, kilogramos ganados y
edad a venta.
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La identificacion de los parametros productivos afectados se realizé6 mediante el
programa Pig—Champ y se compar6 con los parametros normales (Taylor, 1999 y
parametros de las granjas antes del brote), para identificar las principales
alteraciones provocadas por el Rubulavirus porcino y compararlas con el perfil
serolégico. Asi se hizo evidente la presencia de animales positivos, en la mayoria

de las etapas productivas, a excepcion del sitio 2.

A.1) Sitios 1.

El sistema de producciéon cuenta con dos sitios 1 con capacidad para alojar a
7,500 hembras cada uno, ahi se alojan unicamente las hembras reproductoras en
la etapa de gestacion y maternidad, en salas suficientes para permanecer durante

los 114 dias de gestacion y 21 dias lactancia.

Las dos granjas se encuentran separadas y delimitadas por una cerca perimetral,
cuentan con arco y vado sanitario donde se fumigan sin excepcion todos los
vehiculos que ingresan al perimetro de la granja, asi como un bafo en donde el
personal y visitas deben utilizar obligatoriamente. Ademas cuenta con ropa estéril
exclusiva para trabajo en granja que se otorga a toda la persona que ingresa a las

granjas.

Los silos de alimento, el tanque de gas y el embarcadero se encuentran en la
frontera de la barda perimetral por lo que ningun proveedor tiene acceso a las
instalaciones. Por otro lado cada edificio cuenta con comederos y bebederos

automaticos; por todo esto se consideran como granjas tecnificadas.

El destete de lechones se da a los 21 dias de edad promedio y se llevan a cabo

todos los manejos zootécnicos y sanitarios necesarios para procurar el bienestar
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de hembras y lechones. Los lechones producidos en este sitio se separan de su

madre a dicha edad y pasan al sitio dos.

A.2) Sitios 2:

En estos sitios cerca de 4,000 lechones permanecen de los 21 a los 60 dias de
edad, tienen capacidad para alojar a toda la produccién proveniente de las granjas
sitios 1 y estan divididos por edificios, también se encuentra dividido cada corral
por una cerca perimetral y cuanta con las mismas caracteristicas que se citan para
el sitio 1.

A.3) Sitios 3:

Estos sitios tienen la capacidad para alojar 16,000 cerdos cada uno, los que salen
a rastro a los 180 dias de edad, con un peso aproximado de 100Kg, para su
comercializacion en canal y también los silos, tanque de gas y embarcadero se
encuentran en la frontera de la barda perimetral y cuentan con las medidas de
bioseguridad descritas anteriormente.

A.4) Cuarentena
Esta tiene capacidad para alojar a las hembras, que ingresan a la granja,
provenientes de fuentes externas (casas productoras de pie de cria), asi como

provenientes de sus sitios tres (autorreemplazos).

Esta ubicada en una zona estratégica para evitar contacto con otros animales asi

como gente externa a la granja. No es permitida la entrada de ninguna persona
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ajena y cuenta con todas las medidas de bioseguridad necesarias antes

mencionadas.

En esta cuarentena se les practica un monitoreo serologico a todas las cerdas
para identificar el estado inmunitario en que se encuentran y determinar cuales se
encuentran en un estado 6ptimo para su ingreso a sitios uno.

A.5.) Posta de sementales

Esta granja también se encuentra separada de los otros sitios de produccion y
mantiene sementales de alto valor genético altamente seleccionadas para la
produccién. Cuenta con un laboratorio para procesamiento del semen vy
elaboracion de pajillas que se utilizan para la inseminacion artificial a las hembras
del sitio uno.

B) Monitoreo serolégico

Se realiz6 un monitoreo serolégico transversal cada cuatro meses a un total de
300 cerdos, incluyendo las cerdas productoras y a la linea de produccion.

A las cerdas que se encuentran en los sitios uno se les realiz6 un monitoreo
serolégico para realizar la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién (IH) hacia la
enfermedad del Ojo Azul; los sueros fueron identificados con la fecha del
muestreo asi como la identificaciéon de la cerda incluyendo el numero de parto al
que corresponde. Identificando cerdas de 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 o mas partos.
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Con el monitoreo serolégico de la linea de produccion se obtuvieron muestras de
suero de animales de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 y mayores de
180 dias de edad para analizar la misma prueba seroldgica.

Por otro lado para obtener un patron seroldgico lineal se realizd un muestreo
sanguineo transversal a 10 lechones provenientes de hembras positivas hasta su

salida a rastro.

Una vez identificadas las muestras de suero fueron transportadas en refrigeracion
al laboratorio diagnéstico del Departamento de Producciéon Animal; Cerdos, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

B.1) Prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacién.

De las muestras sanguineas se obtuvo la mayor cantidad de suero posible, para
esto es necesario, que desde el momento que se obtiene la sangre se mantenga
el Vacutainer sin anticoagulante de forma transversal, una vez obtenido el suero
se inactivan las proteinas del complemento incubando en bafo Maria a 56°C/30

minutos.

Para adsorber y eliminar inhibidores inespecificos de la hemaglutinacioén, los
sueros fueron tratados de la siguiente manera: En una placa de 96 pozos de fondo
en “V’ se ponen 200 pl del suero, se adicionan 100 ul de caolin y 100 ul de
eritrocitos de bovino al 5% y se deja incubar a 4°C durante 24 horas.

Adsorbidos los sueros se depositan en microplacas de 96 pozos con fondo en “U”
50 pl de PBS (solucién de fosfatos con pH de 7.2) en todos los pozos, 50 ul del
suero problema (sobrenadante) en la linea “A’, se realizan diluciones dobles
seriadas de la linea A a la H y se eliminan al final 50 pl. En este momento se debe

considerar que las dos dUltimas hileras sirvan como controles (+ y -).
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Posteriormente se agregan 50 ul de antigeno viral con 8 UHA, en cada pozo a
partir de la linea A a la H, se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente y
se adicionan 50 pl de eritrocitos de bovino al 0.5%, en cada pozo. Por ultimo se

deja incubar a temperatura ambiente de 30 a 60 minutos.

Como control positivo se utilizara un suero con un titulo conocido de anticuerpos
inhibidores de la hemaglutinacion, PBS, antigeno viral y eritrocitos. En este caso
se considera la muestra como positiva al observar un botdén formado al

sedimentarse los eritrocitos.

El control negativo es la adiciéon de un suero conocido que no contiene anticuerpos
antivirales, PBS, antigeno viral y eritrocitos. En este caso no hay anticuerpos, por

tal motivo el antigeno se une a los eritrocitos y hay hemaglutinacion.

En la prueba de IH se considera que un suero es positivo cuando presenta un
titulo igual o mayor a 1:16.Una vez identificados los animales positivos y negativos
se realizaron las graficas y cuadros correspondientes a cada perfil serolégico
realizado durante los anos 2000, 2001 y 2002, para realizar el analisis de la

informacion.
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C) Aislamientos virales.

Para realizar el aislamiento viral se utilizaron dos grupos de cerdos: menores de
30 dias y los otros mayores de 90 dias de edad, que presentaron signos clinicos

respiratorios y/o nerviosos asociados con la enfermedad del Ojo Azul.

C.1) Necropsias.

La técnica de necropsia para los cerdos muertos y sacrificados se realizé de

acuerdo a la metodologia descrita por Aluja y Constantino (2002).

Se obtuvieron 27 muestras de encéfalo y 27 de pulmon; a partir del encéfalo se
obtuvieron porciones del cerebro, I6bulos olfatorios y corteza cerebral; del pulmén
se obtuvieron muestras de todos los I6bulos (figura 2 y 3).

Cada tejido se maceré por separado, se disolvid en medio de cultivo y
posteriormente fue filtrado a través de prefiltros y filtros de 1.2, 0.6, 0.45 y por

dltimo se utilizaron filtros estériles de 0.22 micras.

Con 1 ml de cada sobrenadante filtrado se infectaron monoestratos de la linea
celular Vero de 24 horas de formacion (Imagen 4) y a los 3 dias se observa para
identificar si existe efecto citopatico (ECP) (Imagen 5).

A los 3 y 6 dias post infeccion se obtuvieron 200 :| del sobrenadante para
confrontarlo con 50 :I de glébulos rojos de ave (Imagen 6), bovino y cuye (por
separado) para detectar hemaglutinacion provocada por la presencia del

Rubulavirus porcino, reportando a esta muestra como positiva (Imagen 7 a 9).
Las muestras de organos y tejidos producto de las necropsias también fueron

analizadas por histopatologia utilizando formalina buferada al 10% como

conservador y después tefiidas con hematoxilina-eosina y leidas al microscopio
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con la finalidad de encontrar lesiones sugerentes a Ojo Azul, como cuerpos de

inclusion intracitoplasmasticos y gliosis difusa.

También se analizaron algunos monoestratos de células infectadas, con
microscopia electronica, para identificar la presencia del virus (Imagenes 10y 11).

D) Caracterizacion inmunolégica

Se realizé la caracterizacion inmunolégica de siete virus mediante la prueba de |H
confrontando los virus aislados recientemente, asi como tres aislamientos virales
realizados afios atras, con los sueros de campo positivos a la enfermedad de Ojo
Azul.

D.1) Metodologia

Una vez analizadas las 54 muestras de tejidos se utilizaron 3 de los virus aislados
en el ano 2002; el primer virus fue aislado a partir de encéfalo de un lechén menor
a 30 dias de edad (E-L), el segundo proviene de encéfalo de un animal de mas de
90 dias de edad (E-E) y el tercero fue aislado a partir de pulmoén de un animal de
mas de 90 dias de edad (P-E). Por otro lado se aisl6 un virus proveniente de
encéfalo de un animal adulto del estado de Guanajuato en el afio 2003,
denominado PAC A.

Las tres cepas restantes fueron remitidas para diagnéstico al Departamento de
Produccion Animal Cerdos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
entre los afos 1980 a 1995, procedentes de la zona porcicola del bajio de la
Republica Mexicana, a los cuales se les denominé PAC1 (Michoacan/1990), PAC2
(Jalisco 1990) y PAC 3 (Jalisco 1992).
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Para realizar la IH, se utilizaron los 7 virus antes mencionados a un titulo de 8 UH
(unidades hemaglutinantes) y aquellos sueros positivos provenientes de los
perfiles serologicos de la granja en estudio, referentes al objetivo 2.

Los sueros fueron divididos en: sueros positivos provenientes de lechones
menores de 30 dias de edad, mayores a 90 dias, sueros de hembras
reproductoras de 0 partos, 1er parto, 2° parto, 3er parto 4° parto, 6° parto, 7° parto
y 8° parto. Cabe mencionar que en el monitoreo serolégico de donde se
obtuvieron estos sueros positivos, no presentaron seropositividad las hembras de

5° parto, por tal motivo se excluyeron de este ensayo experimental.

Para este analisis inmunoldgico se utilizé la misma metodologia descrita en la
técnica de IH, sin embargo al realizar la confrontacion de los diferentes antigenos
con los sueros positivos obtenidos de las granjas en estudio se interpretaron los

resultados de acuerdo a la reaccion antigeno anticuerpo.

D.2) Interpretacion de resultados
Cuando el reconocimiento entre estos fue:

* Nulo = se observa hemaglutinacién porque no hay anticuerpos que reconozcan a

ese antigeno.

* Moderado = Se observan titulos bajos, ya que los anticuerpos presentes en el
suero no reconocen totalmente a ese virus.

« Total = Se observan titulos altos, porque hay unién y reconocimiento antigeno

anticuerpo.
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D.3) Preparacion de los virus para la técnica de IH.

Los siete virus antes mencionados fueron replicados individualmente en
monoestratos celulares de 24 horas de formacion de la linea celular Vero 15,
provenientes de rindn de mono verde africano.

Mediante la técnica de IH se realiz6 la caracterizacion inmunolégica de los
diferentes virus aislados a través del tiempo, sin embargo es indispensable
recordar que los virus deben estar a un mismo titulo para que los resultados sean

confiables.

La titulacion se realiz6 de la siguiente manera:

- En placas de 96 pozos se adicionan 50ml de PBS (todos los pozos).
- Se colocan 50ml de la muestra a titular (1a hilera vertical).

- Se diluyen hasta el penultimo pozo. (Dejando el ultimo pozo como control sin

virus); se pone el control positivo.

- Se adicionan 50 ul de eritrocitos de bovino al 0.5%.
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RESULTADOS
Afecciones productivas y reproductivas.
Parametros del sitio 1

Se determinaron cuales eran los principales parametros afectados por el
rubulavirus porcino reportados para el sitio 1; para lo cual fue necesario realizar
una comparacion con la informacién de afos anteriores. Los resultados fueron los

siguientes para cada una de las granjas:

El porcentaje de repeticion se incrementd de un 7-15 % a 28 y 24 % para la

granja A y granja B, respectivamente (cuadro 1).

La tasa de paricion de la granja A disminuyd hasta en un 20 % ya que este

parametro fue del 63.2 % y para la granja B el 60% (cuadro 1).

El nimero de lechones nacidos totales (LN) disminuy6 a 9.6 y 10.3 para la granja
A y granja B, respectivamente. Esto repercutié en otros parametros productivos
directamente relacionados con el niumero de lechones, como son: numero de
lechones nacidos vivos (LNV) y lechones destetados; La granja A tuvo una
disminucion en el parametro LNV a 8.1 y de 8.8 para la granja B (cuadro 1).

En el caso del numero de lechones nacidos muertos (LNM), se observé que se
incrementd hasta 11.9 y 8.8% respectivamente para ambas granjas (cuadro 1).

Por otro lado el porcentaje de fetos momificados se aumenté de 2.5% hasta 4.2 y

5.5% respectivamente para la granja Ay B (cuadro 1).
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El nimero de cerdos destetados por hembra disminuyé de 9.8 a 6.8 y 7.6 para
ambas granjas, afectando considerablemente el numero de cerdos que ingresaron
al sitio 2 y que posteriormente llegan a finalizacion. Se encontré una mortalidad
predestete (MPD) de 15.9% y 11.9% para la granja A y B, respectivamente

(cuadro 1).

La tasa de mortalidad de las hembras se incrementé a 13 y 12.2% para la granja A

y B, respectivamente (cuadro 1).

Parametros del Sitio 2

Es importante mencionar que los sitios 2 no presentaron signologia clinica
sugerente a la Enfermedad del Ojo Azul y tampoco se afectaron los parametros

productivos.

Parametros del sitio 3

Por otro lado los sitios tres presentaron signologia clinica provocada por el
Rubulavirus porcino observandose problemas nerviosos, opacidad de la cornea y

problemas respiratorios (Imagen 1).

En tres granjas sitios tres se observd un incremento de la mortalidad, alcanzando
el 19% (Cuadro 1). Por tal motivo la pérdida economica observada por el
incremento de la mortalidad fue de $9'120,000.00 M. N. ya que el numero de
cerdos muertos fue de 9,120.
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Monitoreo seroepidemiolégico

B Perfil serologico a la enfermedad del Ojo Azul de la Granja A (sitio 1).

Respecto a los resultados de los perfiles serolégicos se observa que en la granja
A, en el mes de marzo del ano 2000, las cerdas reproductoras de todos los partos
eran serolégicamente positivas a la enfermedad de Ojo Azul, encontrando hasta el
100% de seropositividad entre las cerdas de 6 o mas partos. Cuatro meses
después (monitoreo julio 2000) el porcentaje de hembras positivas por nimero de
parto disminuyd a excepciéon de las hembras de 4° parto, que estando en 20%

paso al 30% de hembras con seropositividad (cuadro 2, figura 1).

Para finales del afno 2000 las hembras de 0 y 1 parto eran 100% negativas, es
decir ingresaron a la granja hembras nuevas negativas y las de primer parto se
mantuvieron asi. Las hembras de 2°, 4° y 6° parto se encontraban con menos
seropositividad, sin embargo las hembras de 3° y 5° parto incrementaron casi el

doble con respecto a la serologia anterior (cuadro 2, figura 1).

Para los perfiles serolégicos correspondientes a los meses de febrero y junio del
2001 se observo un comportamiento similar, pero el incremento del porcentaje
promedio de animales positivos en este periodo se atribuye al 70% de hembras

positivas de 4° parto (cuadro 2, figura 1).

Por ultimo para el mes de noviembre del 2001 un dato importante en este perfil
serolégico (cuadro 2) fue el marcado incremento de hembras positivas de 0 y 1
parto, asociado a la introduccion de hembras negativas que seroconvirtieron
dentro del sitio 1. Por tal motivo cuatro meses después (perfil de marzo 2002)
hasta el 90% de las hembras de primer parto eran positivas.
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m Perfil seroldgico a la enfermedad del Ojo Azul de la Granja B (Sitio 1).

En esta granja se puede observar a través del perfil serolégico que la introduccion
de la enfermedad se presenté a través del tiempo, ya que en el primer perfil
seroldgico, con fecha en el mes de marzo del 2000, el 100% de las hembras era

serolégicamente negativas (cuadro 3, figura 2).

El primer brote que se presenta en esta granja fue en el mes de julio del 2000, en
donde el 11 % de las cerdas de 3er parto eran positivas, para finales del mismo
afno (noviembre), las hembras de segundo parto seroconvirtieron a la enfermedad
en un 21%, y en ese mismo monitoreo se observa que el 11% de las cerdas
fueron positivas. Siete meses después (perfil de junio del 2001), solamente las
cerdas de 2° y 4° parto fueron 100% negativas, sin embargo para noviembre del
mismo ano sélo las cerdas ingresadas recientemente (cero partos) fueron 100%

negativas (cuadro 3, figura 2).

Las hembras de O partos en la serologia del mes de noviembre del 2001 eran
negativas a la enfermedad del Ojo Azul, cuatro meses después, esas hembras
(ahora de un parto) continuaron negativas. Sin embargo la enfermedad se empez6
a hacer méas evidente en las hembras de cero partos para el mes de junio del
2002, en donde el 90% eran positivas. Y respecto a las hembras que para este
monitoreo eran de 1er parto el 50% eran serolégicamente positivas (cuadro 3,
figura 2).

También se realiz6 un muestreo serolégico longitudinal a hembras que entraron
negativas a la granja y posteriormente seroconvirtieron, asi como a 10 lechones
provenientes de estas hembras realizando a estos un muestreo serolégico a los
15, 56, 84, 115y 145 dias de edad.

A finales del ano 2002 ésta granja presentaba seropositividad en las hembras de
1°, 2°, 4°, 5° y 6° parto, por tal motivo se puede pensar que la enfermedad se
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disemind en la granja desde el momento que ingreso el virus, sin obtener buenos

resultados en su control (figura 2).

B Perfil seroldgico de la linea de produccion proveniente de granja A.

En el cuadro 4 se observa que en marzo del 2000 los animales de la linea de
produccién serologicamente negativos eran los de 60 a 90 dias. Se observa que
hasta el 80 % de los lechones de 15 dias eran positivos en este mes.

Cuatro meses mas tarde (julio 2000) se observa, que los animales que se
encuentran en el sitio 2, de 30 dias en adelante y animales de hasta 135 dias (ya

estando en sitio 3) se mantienen negativos a la enfermedad.

En el mes de noviembre de 2000 los animales de 45 hasta 165 dias eran
serologicamente negativos (cuadro 4), este es un dato muy interesante, ya que en
el mismo cuadro se observa que un afo mas tarde se presentd un patrén
serolégico similar, inclusive con animales negativos desde los 45 dias hasta su
salida a rastro, por lo que podria estar involucrado el ciclo de la enfermedad, ya

que es una enfermedad autolimitante.

En el afio 2001 esta enfermedad presentd del 10 al 40% de animales positivos de
15 a 30 dias de edad. Los animales con mas de 105 dias en los perfiles
serolégicos de febrero y junio se encontraban positivos, sin embargo en el mes de
noviembre estos animales mostraron valores negativos (cuadro 4, figura 3).

Durante el afo 2002 se presentaron los mismos patrones al afio anterior, ya que

en el primer monitoreo seroldgico, correspondiente al mes de marzo el 30% de los
animales de 15 dias eran positivos a la enfermedad del Ojo Azul, de los 30 a los
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105 dias fueron negativos, y de los 120 dia en adelante se observo seropositividad

con un rango de 20 al 70%.

En el mes de junio del 2002 todos los animales resultaron serolégicamente
negativos; para noviembre del mismo afo soélo existia un 10% de animales
positivos de 45 dias de edad y 20% y 40% de positivos para las edades de 150 y
165 respectivamente (cuadro 4, figura 3).

En la figura 3 se observa claramente un patron de seropositividad a la enfermedad
del Ojo azul en animales menores a 30 dias y mayores a 105, ya que los animales
de 45 a 90 dias fueron serolégicamente negativos en un 100% a excepcion de
animales de 45 dias del mes de marzo del 2000 y noviembre del 2002.

® Perfil serologico de la linea de produccién proveniente de granja B.

En el cuadro 5 y la figura 4, que reunen los 9 perfiles serol6gicos obtenidos
durante los afos 2000, 2001 y 2002, se puede observar que los animales
seropositivos a 0jo azul se localizan principalmente entre la poblacion de 105 dias
de edad en adelante, los cuales se encuentran en el sitio 3 y hasta el 90% de ellos

son positivos a la enfermedad.

También se observa la presencia de un brote en junio del 2002 que provocd hasta

el 80% de animales serolégicamente positivos (figura 4).

Por otro lado se puede observar que en marzo del 2000 un bajo porcentaje de

animales de 15 y 30 dias de edad fueron positivos (figura 4).
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Aislamientos virales

De los 27 animales de donde se obtuvieron las muestras de encéfalo y pulmén 16
de ellos eran animales de 90 a 120 dias de edad y 11 de ellos eran de 15-20 dias
de edad. En el cuadro 6 y 7 se observa que 20 de los 27 animales fueron

positivos.

En el cuadro 7 se puede observar el tejido de procedencia (encéfalo o pulmén) de
cada virus aislado; de las 54 muestras estudiadas, 34 de ellas fueron positivas; 18

provenientes de encéfalo y 16 provenientes de pulmén (cuadro 7).

Al agrupar los aislados virales de acuerdo a la edad de los animales, de un total
de 34 aislamientos realizados, 22 provenian de animales del grupo de 20-90 dias
de edad y 12 del grupo de animales de 15-20 dias de edad (cuadro 7).

Al analizar la procedencia de los virus por grupo de edad, se observa que de las
12 muestras positivas de lechones de 15 a 20 dias de edad 8 (66%) se obtuvieron
de encéfalo y 4 de las muestras positivas (34%) provienen de pulmoén (cuadro 7).
Sin embargo el patron de los animales adultos es diferente, ya que, de las 22
muestras positivas, provenientes de animales de 90 a 120 dias de edad, el 55%

se obtuvo de pulmén y el 45% de encéfalo (cuadro 7) (Imagen 2 y 3).

En el cuadro 6 se observan aquellos animales, en donde sélo en uno de sus
tejidos se obtuvo el virus. De los cerdos identificados con los nimeros 3y 7 (100 y
120 dias de edad respectivamente) se obtuvieron virus a partir de pulmén. Sin
embargo de los cerdos 17, 18, 21 y 24 (lechones de 15-20 dias de edad) los

aislamientos virales fueron unicamente de encéfalo.

En los cuadros 6 y 7, se observa el nimero de pase en el que se encontro el virus
y el tejido de procedencia, asi como el rango de edad de cada cerdo. De los 22
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aislamientos virales de cerdos adultos, 8 de ellos (4 de pulmon y 4 de encéfalo) se
aislaron en el primer pase, 6 aislamientos en el segundo pase (2 de encéfalo y 4
de pulmdn) y en el tercer pase, se aislaron los 8 virus restantes (4 a partir de

encéfalo y 4 de pulmédn).

Por otro lado los 10 aislamientos de tejidos provenientes de lechones menores a
30 dias de edad se obtuvieron; 2 en el primer pase (de encéfalo) y 10 en el
segundo pase (6 de encéfalo y 4 de pulmdn) (cuadro6y 7).

Es importante mencionar que se hace referencia a los dos cuadros, ya que, el
cuadro 7 representa un analisis en forma de resumen de todos los datos obtenidos
en el aislamiento viral correspondientes al cuadro 6.

Caracterizacion Inmunolégica

Cuando realizamos la confrontacion de los siete diferentes virus aislados
encontramos datos muy interesantes que se pueden interpretar de la siguiente
manera de acuerdo a las respuestas homdlogas, es decir la reaccién antigeno
anticuerpo de cada uno de los virus con su suero, cabe mencionar que sélo se
aplica a los virus aislados de la granja en estudio, debido a que los demas virus
pertenecen a granjas donde posiblemente existan variaciones en los diferentes

aislamientos:
Las reacciones antigeno-anticuerpo de los virus aislados del pulmén (P-E) y del

encéfalo (E-E) de cerdos en engorda, presentan un patrén similar de

reconocimiento con los sueros de campo de la linea de produccion (cuadro 7).
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Por otro lado se observa que el virus proveniente de encéfalo de lechon (E-L)
tiene un titulo de 64 para sueros positivos de lechones menores a 30 dias y se

comporta de forma similar a los virus PAC 1 y PAC A (cuadro 7).

También se realiz6 el andlisis de los datos de forma heterdloga, es decir, los virus
que son reconocidos por los anticuerpos presentes en sueros de granjas que no

corresponden a la de los aislamientos:

Se observa que los virus P-E y E-E son reconocidos por los anticuerpos de las
hembras de mas de dos partos. El virus E-L presenta la misma tendencia que los

anteriores, pero con diferente titulo.

Analizando a los virus externos de esta granja se puede mencionar que los virus
PAC 1 y PAC A tienen el mismo patrén de reconocimiento por los sueros positivos
de cerdos de la linea de produccidn, pero no corresponden a los titulos de las
hembras reproductoras. Los virus PAC 2 y PAC 3 presentan estas caracteristicas
en la linea de produccion (cuadro 7).

Cabe mencionar que estas reacciones antigeno-anticuerpo aportan informacion
tan importante, como saber, si existen diferencias entre los aislamientos virales e
identificar qué virus es mas reconocido por los sueros de las diferentes etapas.

Esto nos dice el tipo de virus que se encuentra actualmente circulando en la
granja, asi como, los virus a los que han estado expuestas las hembras
reproductoras y que han generado anticuerpos hacia ellos, ejemplificado con las
hembras de 5° parto que son las que reconocen a la mayoria de los virus de forma
muy clara, de acuerdo al titulo alcanzado (cuadro 7).
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DISCUSION

Respecto a las principales afecciones productivas provocadas por el Rubulavirus
porcino, se observa la importancia que tiene esta enfermedad en los sitios uno, ya
que ocasiona problemas productivos, afectando parametros productivos como el
porcentaje de repeticion, el cual presenté un incremento de un 7-15% a28y 24 %
para los sitios 1 A y B respectivamente comparado con lo que reportan los
parametros productivos normales (Taylor, 1999) y con algunos otros autores que
reportan la presencia de esta enfermedad en granjas de ciclo completo afectando
el mismo parametro con valores hasta del 22.1% permaneciendo estos
parametros en un periodo de 2 - 6 meses (Stephano, 2000) y provocando una
infertilidad hasta del 20% (Campos, 1992; Stephano y Gay, 1984; Stephano,
1992b; y 2000).

Otro de los datos reportados por Stephano, (2000) es la tasa de paricion de las
granjas afectadas por el Rubulavirus con una disminucion del 6 al 30.2 %,
respecto a los parametros normales. En este estudio se observa que la tasa de
paricion disminuy6 21.8 % y 25% para las dos granjas sitios uno, ya que del 85%
que se considera como parametro normal, disminuyo para la granja A al 63.2 % y
para la granja S B hasta el 60%. (Stephano, 2000).

Por otro lado en el nimero de lechones nacidos totales se encontré disminucion a
9.6 y 10.3 para A y B respectivamente, obteniendo una disminucién similar a la

reportada en este parametro por Stephano (2000).

Los parametros afectados, mencionados anteriormente provocan grandes
pérdidas econémicas en las granjas porcinas de nuestro pais y los parametros
productivos directamente relacionados con la fertilidad de las hembras asi como
con el numero de lechones nacidos totales, afectan directamente al nimero de
lechones nacidos vivos (LNV) que también se vio afectado y que fué de 8.1 y 8.8
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para las granjas A y B respectivamente. En donde los reportes generados por
Stephano et al. (1986b) indican una disminucion que presenta un rango de 0.8 a
4.1 respecto a los parametros normales, reportados por Taylor (1999) el cual es
de 11.5 LNV. Sin embargo hubo una similitud con lo reportado por CONASA
(1995) en donde este parametro disminuia hasta 7.3 LNV, de hembras que solian
mantener un promedio de 9.3 LNV.

En cuanto al numero de lechones nacidos muertos (LNM), se espera un
porcentaje del 4-6% en esta etapa (Taylor, 1999), sin embargo en la granja Ay B
fue de 11.9 y 8.8%, respectivamente, lo cual esta dentro de los rangos provocados
por el Rubulavirus porcino, segun Stephano (2000), que reporta un incremento en
el porcentaje de este parametro de 4.5 a 19.6%, cuando la granja presenta un
brote. Por otro lado CONASA (1995) reporta el 12 %, en granjas con condiciones

similares.

El porcentaje de fetos momificados aumenté de 2.5% que se considera como
parametro normal, hasta 4.2 y 5.5% para ambas granjas, respectivamente, siendo
estos casi lo doble del parametro normal esperado en las granjas porcinas con
esta infraestructura, superando asi al 36.2% de incremento de este parametro,
publicado por Stephano (2000); también Mercado et al. (1997) reportan que
experimentalmente las cerdas inoculadas en el segundo tercio de gestacion
presentan un ligero incremento en el nimero de fetos momificados después de la
segunda semana de inoculacion (Mercado et al., 1997; Stephano, 2000; Taylor,
1999).

Es importante destacar que en esta investigacion, no se observaron diferencias en
el numero de partos por hembra por ano en comparacién con los parametros
normales (Taylor, 1999), debido a que el incremento de los animales positivos a la
enfermedad de Ojo Azul fue ocasionado por la introduccion de hembras negativas
a los sitios uno, que mas tarde seroconvirtieron y que fue controlado
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eficientemente antes de alcanzar afecciones mayores. Para esto fue necesario un
monitoreo serolégico con la finalidad de identificar a las cerdas serolégicamente
positivas y tomar las medidas necesarias para evitar la exacerbacion del brote y el

incremento de la alteracidn en mas parametros productivos.

Desde la aparicion de esta enfermedad se han identificado altos indices de
mortalidad predestete provocados por el Rubulavirus porcino, incrementando
hasta el 51%, respecto a los parametros normales en esta etapa productiva
(Stephano, 2000). En este estudio la mortalidad predestete (MPD) de la granja A
fue de 15.9% y de 11.9% para la granja B. Por tal motivo se observa una
disminucién en el nimero de cerdos destetados por camada, en donde el valor de
este parametro fue de 6.8 y 7.6 para la granja A y B, respectivamente, siendo un
parametro normal de esta granja 9.8 lechones destetados por cerda, antes de la
entrada de |la enfermedad del Ojo Azul.

Otro parametro afectado fué la tasa de mortalidad de las hembras, que siendo el
promedio normal de 6-7%, aumentd a 13 y 12.2% para la granja A y B
respectivamente (Taylor, 1999). Stephano (2000) ha reportado que el porcentaje
de mortalidad en hembras reproductoras va de 0.3 hasta 13 %, sin embargo estos
valores son obtenidos de granjas de ciclo completo, no en granjas establecidas en
sitios diferentes, por tal motivo, es importante resaltar que la mortalidad alcanzada
en las hembras reproductoras, es alta debido al brote de esta enfermedad en
animales que no habian sido expuestos al virus, ya que como se menciona en
material y métodos, las hembras ingresan al sitio uno solo si son negativas a la
enfermedad del Ojo Azul.

Respecto al nimero de partos por hembra por ano el valor obtenido para la granja
A fue de 2.2, Santa Elena 2.6, mientras que el valor reportado por Taylor (1999) es
de 2.4 partos por hembra al ano, es decir, que este parametro no fue afectado

debido a que el brote inici6 en el sitio uno, originado por la introduccién de
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hembras serolégicamente positivas, pero las medidas de control implementadas
en el momento del brote, evitaron que este parametro se viera afectado; por tal
motivo, el anestro prolongado en el 25% de las reproductoras durante cinco

meses, como lo reporta Guillén (1984), no fue observado.

Es importante mencionar que durante el brote de la enfermedad existian hembras
de mas de un parto que si habian tenido exposicidon previa a la enfermedad, por tal
motivo, en el sitio uno, existian lechones con anticuerpos maternos que no
presentaban la enfermedad aunque fueran serolégicamente positivos, esto evitd
que los parametros de los cerdos en crecimiento se vieran afectados, a diferencia
de los reportado por Stephano y Gay (1985b), en donde los cerdos de 15 a 45 kg
de peso presentaban del 5 a 20% de mortalidad y severas manifestaciones del
sistema nervioso central y respiratorias. Sin embargo, los animales en la etapa de
finalizacion que se encontraban en el sitio tres presentaban signologia clinica
sugerente a la enfermedad del Ojo Azul; es decir, problemas nerviosos, opacidad
de la cornea y problemas respiratorios evidentes como lo reportan varios autores
en diversas edades (Hernandez-Jauregui et al, 1992; Stephano HA, 1983,
Stephano HA, 1989). Sin embargo, Martinez et al., (1998), menciona que la
enfermedad afecta principalmente a verracos, cerdas y crias lactantes y en menor
grado a cerdos en crecimiento muchos de |los cuales no mueren, discrepando con
este reporte, ya que en este estudio se observd claramente que los cerdos de
engorda presentaron importantes alteraciones nerviosas y respiratorias

alcanzando altos porcentajes de mortalidad. (Martinez et al., 1998).

El sitio tres fue afectado, ya que la signologia nerviosa era evidente y se observo
signologia respiratoria como disnea, tos y estornudos similar a lo observado por
Hernandez et al. (1992). Se observaron lesiones en los I6bulos pulmonares
(Stephano HA, 1992), sugerentes a un proceso neumonico bacteriano y el
porcentaje de mortalidad en cerdos de 75 a 180 dias de edad en el periodo mas

critico de la enfermedad fué de 19% en tres sitios finalizadores, por tal motivo las

45



DISCUSION

pérdidas econdmicas senaladas en los resultados alcanzaron esas dimensiones.
Cabe mencionar que no existen reportes donde se alcance dicha mortalidad y
pérdidas econdmicas asociadas a la presencia del Rubulavirus porcino en cerdos
de finalizacién, sin embargo si existen reportes que mencionan que la presencia
de las complicaciones respiratorias en cerdos en finalizacion, provocadas por el
Rubulavirus porcino, afecta del 25 al 30% del hato (Hernandez J, 1992; Hjertner B,
1997).

En cuanto a los resultados de los perfiles serologicos existen pocos reportes sobre
monitoreos transversales, sin embargo, se ha visto que existen altos porcentajes
de seropositividad en la zona del bajio de nuestro pais debido a las condiciones en
las en que se encuentra la porcicultura de dicha zona (Stephano, 1992). La técnica
de la Inhibicion de la hemaglutinacion fue realizada como la reporta Ramirez ef al.
(1996) en un articulo sobre la modificacion de algunas variables para identificar
con mayor especificidad al Rubulavirus porcino, en donde los resultados mas
confiables obtenidos mediante esta técnica se lograron con eritrocitos de bovino al
0.5% y con un antigeno obtenido de cultivo celular con 8 unidades

hemoaglutinantes y a temperaturas cercanas a 25°C.

Esta prueba seroldgica ha sido la mas utilizada en México para determinar la
difusion del Rubulavirus porcino y establecer el patron de circulacién viral dentro
de las granjas porcinas como se obtuvo en el presente estudio (Martinez et al,
1986). Es utilizada desde el inicio de la aparicion de la enfermedad, debido a la
facilidad y especificidad que se presenta por la reaccion antigeno anticuerpo.
También se han realizado evaluaciones de esta técnica, en donde, |la sensibilidad
alcanzada durante una evaluaciéon en una granja con brotes de la enfermedad del
Ojo Azul, fue de 98.9% de sensibilidad (Morilla et al., 2000), sin embargo este
ultimo reporte se realizé con un antigeno que alcanzaba un titulo de 1:32, en
donde se consider6 que un suero positivo era con una dilucion de 1:80 en
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adelante a diferencia del titulo de nuestro antigeno como se menciond en los

resultados.

En esta investigacion se observa que la seropositividad en las hembras
reproductoras es diferente a través de los afos, asi como su presencia de acuerdo
al numero de parto en el que se encuentran. Sin embargo, es importante resaltar
que los resultados concuerdan con lo reportado por Morilla et al., (2000), en donde
los porcentajes de positividad a la enfermedad de Ojo Azul variaron de 40 a 100%,
para las hembras de 1er hasta 5° parto, respectivamente. Los resultados
serolégicos en hembras reproductoras son variables, ya que el porcentaje de
seropositividad varia de acuerdo al momento del muestro serolégico y el manejo
de la granja, asi como el tipo de sistema de produccién en el cual se esta
realizando el monitoreo, por tal motivo los porcentajes de hembras positivas al

Rubulavirus porcino puede variar.

También se puede ver en la figura 2, en la granja Santa Elena, como
seroconvirtieron las hembras del afio 2000 al 2002, incrementando gradualmente
el nimero de hembras positivas, a partir del segundo muestreo del afio 2000, en
donde las hembras empezaron a seroconvertir hasta llegar al 90% de
seropositividad en algunos muestreos (Morilla et al., 2000).

En el monitoreo serolégico de julio del afno 2000 el porcentaje de hembras
positivas por numero de parto disminuyo a excepcion de las hembras de 4° parto,
que paso de 20% a 30% de seropositividad, corroborando que estos porcentajes
difieren con los reportados por Morilla et al., (2000) y Stephano et al. (1988b).

El muestreo seroldgico longitudinal de 10 lechones provenientes de hembras
positivas, a los 15, 56, 84, 115 y 145 dias de edad, fue importante para identificar
los niveles de anticuerpos obtenidos a traves del calostro y la permanencia de
éstos en la primera serologia, realizada a los 15 dias, para posteriormente
presentarse sélo un 9% de seropositividad a los 115 dias de edad. Rosales et al
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(1987) reportaron que en las granjas afectadas clinicamente las cerdas pueden
tener anticuerpos IH detectables y sus lechones pueden ser negativos o los
lechones ser seropositivos y las hembras seronegativas, asi como también es
posible encontrar granjas donde los animales clinicamente enfermos sean
serolégicamente negativos a la enfermedad del Ojo Azul (Rosales et al., 1987).
Por otro lado, Morilla et al.,(2000) reporta la presencia de anticuerpos maternos
durante los 2 primeros meses de edad, lo cual no se observd en este monitoreo
longitudinal, ya que no se detectdé seropositividad en animales de 60 dias de
edad.

En los animales de la linea de produccion de hembras provenientes de ambas
granjas se observa que existen animales serolégicamente negativos de edades de
45 a 70 dias, durante los 2 afios de monitoreo serolégico; este perfil es semejante
al descrito por Martinez et al. (1987) y por Morilla et al., (2000) los cuales
atribuyen la presencia de seropositividad a partir del dia 75 por la disminucion de
los anticuerpos maternos, alrededor de los 2 meses de edad, y es posible que
entre el segundo y tercer mes de edad ocurra una infeccion que se refleja por el

incremento del nUmero de cerdos seropositivos a partir del tercer mes de edad.

Es importante mencionar que en la serologia de la linea de produccion de la
granja A (cuadro 5) en el mes de noviembre del 2001 y noviembre del 2002 son
similares, ya que existia 0% de positividad en los animales de 45 hasta 165 dias,
este es un dato interesante, ya que se observa un patron serologico similar para
estos afos en la linea de produccién de la granja B, por lo que podria estar
involucrada la autolimitacién de la enfermedad sin llegar a cerrar su ciclo, debido a
que los sitios tres no tienen un manejo “todo-dentro, todo-fuera” que permita que
la enfermedad se autolimite (Stephano et a., 1986a).

Los diferentes patrones observados en afos distintos corresponden al estado

inmunitario de los animales, asi como de las caracteristicas zoosanitarias de la
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granja. Por tal motivo la seropositividad, de las granjas ubicadas en la zona del
bajio y occidente de la Republica Mexicana, presenta un rango de 20 al 70%
(Fuentes et al, 1992; Stephano et al., 1988b; Stephano, 1998, Stephano, 2002).

Como conclusién del monitoreo serologico realizado en esta investigacion es
importante hacer notar la presencia de anticuerpos contra el Rubulavirus porcino
en el suero de todos los animales, con excepcion de aquellos que se encuentran
en el sitio 2, es decir animales de 30 a 60 dias de edad. Lo cual indica que la
diseminacion de la enfermedad se da en las hembras reproductoras y que
posiblemente la presencia de anticuerpos maternos evite la presencia de la
enfermedad en animales de estas edades, por tal motivo, al disminuir los
anticuerpos maternos y encontrarse inmunodeprimidos provoca la recirculacion
del virus en animales que llegan al sitio tres, en donde se encuentran desde los 60
dias hasta su salida a rastro, que fluctia alrededor de los 180 dias de edad.

Los aislamientos virales se realizaron en la linea celular Vero, las cuales tienen un
origen de rifndn de mono verde africano, sin embargo existen otras lineas celulares
que pueden ser utilizadas para la identificacion del Rubulavirus porcino como las
células de rindn de cedo (PK-15) (Hjertner et al, 1997; Hernandez et al, 1997),
testiculos de cerdo (ST), rifién de hamster lactante (BHK) en donde el virus
también causa efecto citopatico y en células PK-15 se han observado cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticos, debido a que es un virus RNA. (Stephano y Gay,
1986; Moreno et al, 1986, Moreno et al, 1995).

Al analizar el numero de aislamientos virales obtenidos de acuerdo a la edad de
los cerdos y al tejido de donde estos provienen; de las 12 muestras positivas de
lechones de 15 a 20 dias de edad 8 (72%) se obtuvieron de encéfalo y 4 (36%)
provienen de pulmén, por tal motivo es importante relacionar la edad del animal
con el posible aislamiento viral, ya que Reyes-Leyva ef al. (1993 y 1997b) han
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reportado la relacion directa que existe entre la edad del animal y el tropismo viral,
debido al reconocimiento celular que tiene el virus sobre la molécula NeuAc2,3-
Gal y la cantidad de esta molécula, en diferentes tejidos de acuerdo al grado de
desarrollo y maduracion del animal. En donde se encuentran mayores
concentraciones de esta molécula en sistema nervioso de lechones a diferencia
de los verracos, en los cuales la concentracion mas alta se encontré en tejido

testicular.

Por otro lado cabe mencionar que el virus se puede identificar desde el tercer dia
post infeccion en la mucosa nasal y en el bulbo olfatorio, para el séptimo dia en
las estructuras mesencefalicas como hipocampo, talamo e hipotalamo de donde
puede ser aislado, y si el virus ingres6 por microgotas podra ser identificado en
I6bulos pulmonares craneales (Allan et al. 1996; Reyes-Leyva et al. 1997b).

También destaca el nimero de aislamientos provenientes de pulmén, de los
cuales 16 de ellos fueron en animales de 90 a 120 dias de edad y 11 en animales
de 15-20 dias de edad, esto quiere decir que el aislamiento a partir de este tejido
representa una alternativa mas para la deteccién del Rubulavirus porcino, de tejido
provenientes de animales de engorda con signologia respiratoria, ya que el virus
ingresa por microgotas y se localiza en pulmones provocando neumonia
intersticial (Collier y Oxford, 2000; lorio et al, 1986; Bowden et al., 2001; Chua et
al., 2000). Sin embargo, también se ha encontrado en otros tejidos como higado y
bazo (Correa et al., 1986; Moreno et al., 1986).

Respecto a la utilizacion de la técnica de inhibiciéon de la hemaglutinacion para
realizar la caracterizacion inmunologica donde se determinaron las posibles
diferencias entre aislamientos virales obtenidos a través de los afios, es
importante mencionar que esta investigacion es la primera donde se utiliza dicha
técnica para identificar diferencias virales, de acuerdo a las respuestas obtenidas
por el reconocimiento antigeno anticuerpo de la confrontacion de un mismo suero
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con antigenos del mismo género que fueron aislados de diferentes brotes en

diversas granjas de la zona Bajio y Occidente de nuestro Pais.

Cuando se realizé la confrontacion de los siete diferentes virus con cada suero se
observo que existe una relacion entre los diferentes aislamientos virales, ya que

todos fueron reconocidos por los sueros de la granja.

Sin embargo, de acuerdo a los resultados podemos decir que se observan
diferencias entre los siete diferentes aislamientos virales, ya que no fueron
reconocidos por los anticuerpos, presentes en el suero, de la misma forma. Los
virus P-E (pulmén de engorda) y E-E (encéfalo de engorda), presentaron el mismo
patron de reconocimiento con los sueros de campo de la linea de produccion y
puede indicar que es el mismo virus, sin embargo, no fueron reconocidos de la
misma forma por los sueros de las hembras reproductoras. Reyes-Leyva et al.
(2002) han reportado las diferencias en reconocimiento antigénico entre diferentes
cepas virales, utilizando un diagrama que reune los resultados de diferentes

ensayos inmunoldgicos.

Por otro lado se observa que el virus proveniente de encéfalo de lechon (E-L)
tiene un titulo de 64 para sueros positivos de lechones menores a 30 dias y se
comporta de forma similar a los virus PAC 1 y PAC A, por tal motivo se puede
pensar que estos tres virus tienen un mismo origen, aunque se hayan aislado en
diferentes afos y en diferentes granjas; y que presentan diferencias estructurales
con respecto a los demas aislamientos virales como las reportadas por Reyes-
Leyva ef al., (2002), quienes al evaluar las reacciones antigénicas cruzadas entre
diferentes aislados virales propusieron que algunos de ellos podrian ser variantes
silvestres de los virus aislados en los primeros brotes de la enfermedad del ojo

azul.
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CONCLUSIONES

El brote afect6 la productividad del sistema, ya que se redujo el nimero de
LNV y se incrementé la mortalidad predestete, asi como aquellos
parametros productivos que son afectados por la disminucion de la fertilidad
en las hembras reproductoras. Cabe mencionar que en este brote la etapa
de engorda también fue afectada severamente con altos porcentajes de

mortalidad.

Los aislamientos virales fueron obtenidos principalmente de animales de
engorda, sin embargo, la mayoria de los aislamientos provenientes de los
lechones, fueron a partir de encéfalo, y por el contrario, se logré aislar un
mayor numero de virus a partir de pulmén de aquellos animales de mas de
90 dias de edad.

La inhibicion de la hemaglutinacion utilizadas para el monitoreo serolégico
asi como para la identificacion de diferentes cepas virales, permitié conocer
que los virus si presentan diferencias entre ellos y que mediante esta

técnica se pude identificar al virus que se encuentra circulando en la granja.

La recapitulacion a través de los anos que se ha escrito en esta tesis,
marca claramente las variaciones en la signologia clinica presente en
animales de diferentes edades a traves del tiempo; lo cual da pié a la
continua busqueda de informacion, acerca de las posibles diferencias
gendmicas existentes entre los diversos aislamientos virales, que permita
determinar todas las posibles cepas virales distribuidas en nuestro pais

para controlar la enfermedad del Ojo Azul de una forma adecuada.
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CUADROS

CUADROS

Cuadro 1. Parametros productivos afectados por la Enfermedad del Ojo Azul
de enero a abril del 2002

Granja A Granja B Normales
- Porcentaje de repeticion (%)  28.0 246 7-15
- Tasa de pariciéon (%) 63.2 60.6 85
-LN (#) 9.6 10.3 12
-LNV (#) 8.1 8.8 115
- LNM (%) 11.9 8.8 4-6
- Fetos momificados (%) 4.2 5.5 2.5
- Cerdos destetados / cerda (#) 6.8 7.6 9.8
- MPD (%) 15.9 11.9 8-12
- N° partos/ hembra/ afno 22 26 24
- Tasa de mortalidad hembras(%) 13 12.2 2.2-3

LN= Lechones nacidos totales
LNV= Lechones nacidos vivos
LNM= Lechones nacidos muertos
MPD= Mortalidad pre-destete
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CUADROS

Cuadro 2. Analisis serolégico a la Enfermedad de Ojo Azul
en la granja A.

Namero de parto
Serologia 0 1 2 3 4 5 6+ Prom.
mar-00 60,0 73,0 50,0 80,0 20,0 60,0 100,0 63,3
jul-00 10,0 10,0 30,0 10,0 30,0 20,0 91,0 28,7
nov00 0,0 0,0 12,0 29,0 8,0 71,0 72,0 27,4
feb-01 0,0 0,0 17,0 15,0 27,0 29,0 693 22,5
jun-01 0,0 11,0 11,0 30,0 70,0 40,0 59,5 31,6
nov01 720 60,0 9,0 67,0 9,0 80,0 55,5 50,4
mar-02 90,0 30,0 50,0 0,0 0,0 30,0 420 346
jun-02 27,0 9,0 0,0 0,0 10,0 14,0 35,0 13,6
nov-02 30,0 20,0 10,0 50,0 40,0 0,0 10,0 22,9

Prom= promedio

Este cuadro representa el analisis serologico, de las cerdas de 0 a 6 partos, hacia la
enfermedad del Ojo Azul durante los afios 2000,2001 y 2002.
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CUADROS

Cuadro 3. Analisis serologico a la Enfermedad de Ojo Azul
en la granja B.

Nimero de parto
Serologia 0 1 2 3 4 5 6+ Prom.

mar-00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

jul-00 0,0 0,0 0,0 11,0 0,0 0,0 0,0 1,6
nov-00 0,0 0,0 21,0 0,0 0,0 11,0 3,0 50
feb-01 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 1.7 1.7
jun-01 330 50,0 0,0 10,0 0,0 11,0 106 164
nov01 0,0 200 560 400 250 200 245 265
mar-02 0,0 0,0 440 67,0 250 0,0 26,0 231
jun-02 90,0 50,0 0,0 50,0 0,0 14,0 0,0 29,1
nov-02 0,0 30,0 30,0 0,0 60,0 20,0 60,0 28,6

Prom= promedio

Este cuadro representa el analisis serologico, de las cerdas de 0 a 6 partos, hacia la
enfermedad del Ojo Azul durante los afios 2000,2001 y 2002.
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CUADROS

Cuadro 4. Analisis seroldgico a la Enfermedad del Ojo Azul

de la linea de produccion proveniente de la granja A.

Dias de edad
Serologia 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180-195 Prom.
mar-00 80,0 30,0 300 00 00 0,0 10,0 10,0 30,0 20,0 60,0 50,0 26,7
jul-00 11,0 550 00 00 00 00 00 00 00 500 300 200 138
nov-00 10,0 200 00 00 00 00 00 00 00 00 500 450 104
feb-01 10,0 10,0 0,0 00 0,0 0,0 40,0 20,0 50,0 70,0 50,0 0,0 20,8
jun-01 30,0 300 00 00 00 0,0 40,0 200 20,0 20,0 0,0 10,0 14,2
nov-01 40,0 300 00 OO0 OO0 00 OO0 00 OO0 00 00 0,0 5,8
mar-02 300 00 00 00 00 00 0,0 20,0 70,0 60,0 40,0 500 225
jun02 00 00 OO OO 00 OO0 OO0 00 00 OO0 00 100 0,8
nov-02 00 00 100 00 00 00 00 0,0 0,0 20,0 40,0 20,0 7.5

Prom= promedio

Porcentaje de animales positivos de la linea de produccion, de acuerdo a la edad, durante
los afios 2000, 2001 y 2002.

65



CUADROS

Cuadro 5. Analisis serolégico a la Enfermedad del Ojo Azul

de la linea de produccién proveniente de la granja B.

Dias de edad
Serologia 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180-194 Prom.
mar-00 10,0 100 00 00 00 00 00 600 100 70,0 100 400 325
jul-00 430 00 00 00 00 00 00 0,0 40,0 60,0 70,0 800 244
nov01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 10,0 450 4.6
feb01 00 00 00 00 00 0,0 10,0 20,0 60,0 60,0 50,0 0,0 16,7
jun01 00 00 OO OO0 00 0,0 10,0 20,0 10,0 200 00 0,0 5,0
nov01 00 00 00O 00 00 00 00 0,0 30,0 0,0 900 500 14,2
mar-02 200 00 00 00 00 00 00 10,0 90,0 20,0 30,0 0,0 14,2
jun02 00 00 80,0 00 00 00 00 00 00 00 300 10,0 10,0
nov02 00 00 OO 00 00O OO0 00O 00 00 00 00 10,0 0,8

Prom= promedio

Porcentaje de animales positivos de la linea de produccion, de acuerdo a la edad, durante
los afios 2000, 2001 y 2002.
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Cuadro 6. Aislamientos virales (por tejido)obtenidos de cerdos con

signologia sugerente a la Enfermedad del Ojo Azul.
Animal MTRA TEJIDO EDAD RESULTADO 1° 2°  3er

1 1 |encéfalo| 100 Negativo (=) [ (=)]1(=)
pulmén Negativo (-) [ ()] ()
2 3 |encéfalo| 100 Negativo (-) 1(-)1()
4 | pulmén Negativo (-) [(-)](-)
3 5 |encéfalo] 100 | Negativo (=) | {=)l{=)
6 | pulmén Positivo | (-)6d |(+++)
4 7 |encéfalo| 115 Positivo | (-)6d | (+) |[(+++)
8 [pulmén Positivo [ (-)6d | (+) [(+++)
5 9 |encéfalo| 60 Positivo  [(-)6d | (-) | (+)
10 | puimén Positivo  [(-)6d | (-) | (+)
6 11 |encéfalo| 80 Positivo | (-)6d | (-) |(+++)
12 | pulmon Positivo | (-)8d | (-) | (+)
7 13 |encéfalo| 120 | Negativo (=) L=} li=)
14 | puimén Positivo | (-)6d | (+) |[(+++)
8 15 |encéfalo| 95 Positivo | (-)6d | (++)
16 | pulmén Positivo | (-)6d | (++)
9 17 lencéfalo] 90 Positivo | (+)3d |(+++)
18 | pulmén Positivo | (+)3d|(+++)
10 19 |encéfalo| 105 Positivo | ( +)3d [(+++)
20 | pulmdn Positivo  [(+)3d |(+++)
11 21 |encéfalo] 95 Positivo | ( +)3d [(+++)
22 | puimén Positivo  |(+)6d| (++)
12 23 |encéfalo| 95 Negativo (=) 1(=)1(-)
24 | pulmén Negativo (=) 1 (=)](-)
13 25 |encéfalo| 100 Negativo (-) (=) 1(2)
26 | pulmén Negativo (-) | (-)](-)
14 27 |encéfalo| 100 Positivo | +)3d[(+++)
28 | pulmén Positivo | ( + )6d [(+++)
15 29 |encéfalo| 120 Positivo | (-)6d | (-) [(+++)
30 |pulmén Positivo | (-)6d | (-) [(+)
16 31 |encéfalo] 110 Positivo | (-)6d| (-) | (*+)
32 | pulmén Positivo [ (-)6d | (-) | (+)
17 33 |encéfalo| 15-20 Positivo | (-)6d | (++)
34 | pulmén Negativo (=) [ ()
18 35 |encéfalo|15-20| Positivo |(-)6d| (++)
36 | pulmén Negativo (-) [ (-)
19 37 |encéfalo|15- 20| Negativo (-) [(-)
38 | pulmon Negativo (-) [ (=)
20 30 |encéfalo[15- 20| Negativo (-) [ (-)
40 | pulmén Negativo (-) | (-)
21 41 |encéfalo[15- 20| Positivo |(+)6d] (++)
42 | pulmén Negativo (-) (=)
22 43 |encéfalo|15-20] Negativo (-) [ (-)
44 | pulmén Negativo (-) [ (=)
23 45 |encéfalo|15-20| Positivo (-)6d | (++)
46 | pulmén Positivo | (-)6d | (+4)
24 47 |encéfalo|15- 20| Positivo (-)6d | (++)
48 | puilmén Negativo (-) 1(-)
25 49 |encéfalo|15- 20| Positivo [( +) 6d| (++)
50 | pulmén Positivo (-)6d | (++)
26 51 |encéfalo[15- 20| Positivo (-)6d | (++)
52 | pulmon Positivo (-)6d | (++)
27 53 |encéfalo[15-20| Positivo [(-)6d | (+)
54 | pulmén Positivo | (-)6d | (++)
MTRA= muestra 1°, 2°, 3er= nimero de pases  d=dias de infeccion

+=aglutinacion ligera, ++=moderada, +++=abundante (ver imagenes 7 a 9).

Aislamientos virales identificados por el tipo de tejido, edad del animal y pase en el cual se

presento la hemoaglutinacion.
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Cuadro 7. Namero y porcentaje de muestras positivas a OA

ANIMALES MTRAS

TOTAL 27 54
POSITIVAS 20 34
PASES
1 2 3
Anim  Mtras  ENC PULM
Animales EDAD  (+) *) (+) *) 10 16 8
27 20 34 18 16
11 15-20 8 12 8(72%) 4(36%)  2(enc) 106Beydp) O

16 90-120 12 22 10(62%) 12(75%) 8(4ey4dp) 6(ey4dp) 8(4y4)

Anim= Namero de animales
Mtras= Nimero de muestras
ENC= encéfalo

PULM= Pulmén

e= encéfalo

p= pulmoén

Resumen del cuadro 6, identificando la cantidad y procedencia de aislamientos virales.
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Cuadro 8. Caracterizacion Inmunolégica mediante la técnica de Inhibicién

de la Hemoaglutinacion (IH).

VIRUS EDAD PARTO

< 30 DIAS 45 DIASPOODIAS| 0 [1ter | 2° [3°[5°[6°|7°|8°
12 P-E 32 16 16 32 |32 |128( 64 |[128| 64 | 16 | 64
13 E-E 32 16 16 32 |32 |64 |64 |64 |32]|16 | 32
15 E-L 64 32 32 64 | 64 |128|128|128| 64 | 32 | 64
18 PAC 1 64 16 16 64 64 | 64 1128|128 | 64 | 16 | 64
20 PAC2| 32 8 8 32 |32 |64 (64 [128| 32 | 32 | 32
21 PAC3| 32 8 16 32 | 32 |128| 64 [128| 32 | 8 [ 32
22 PACA| ©64 16 16 32 | 32 |128| 64 |128| 64 | 16 | 64

P-E  pulmén de engorda
E-E  encéfalo de engorda
E-L encéfalo de lechén

Titulos obtenidos de la IH, mediante la confrontacion de siete aislamientos virales, con los
sueros obtenidos de diferentes etapas productivas, de cerdos positivos al Rubulavirus.
69



FIGURAS

FIGURAS

@ mar-00
Ojul-00
nov-00
O feb-01
H jun-01
O nov-01
O mar-02
O jun-02
O nov-02

% POSITIVOS

Figura 1. Analisis serolégico a la enfermedad del Ojo Azul de la granja A,
durante los afnos 2000, 2001 y 2002 por niumero de parto.
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Figura 2. Analisis serolégico a la enfermedad del Ojo Azul de la granja B,

durante los afnos 2000, 2001 y 2002 por numero de parto.
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Figura 3. Analisis serolégico a la enfermedad del Ojo Azul, de la linea de

produccién proveniente de la granja A, por edad y fecha de serologia.
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Figura 4. Analisis serologico a la enfermedad del Ojo Azul, de la linea de
produccion proveniente de la granja B, por edad y fecha de serologia.
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Figura 5. Analisis serolégico a la enfermedad del Ojo Azul, de las dos
granjas, durante los aiios 2000, 2001 y 2002.
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Figura 6. Analisis serolégico, a la enfermedad del Ojo Azul, de la linea de
produccioén de las dos granjas (2000, 2001 y 2002).
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Figura 7. Seguimiento serolégico lineal de lechones provenientres de
hembras positivas ala EOA.
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IMAGENES

IMAGENES

Imagen 1. Cerdo mayor a 90 dias de edad con opacidad comeal.

Imagen 3. Pulmon proveniente de un cerdo adulto con signologia respiratoria.
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IMAGENES

Imagen 4. Linea celular Vero (origen: rindn de mono verde africano).

NOTA: Imagenes observadas con el objetivo 10X de un microscopio invertido
convencional.
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IMAGENES

Imagen 7. Eritrocitos de ave con aglutinacion ligera (+).

Imagen 8. Eritrocitos de ave con aglutinacion media (++).

Imagen 9.  Eritrocitos de ave con aglutinacion total (+++).
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IMAGENES

NOTA: Imagenes observadas con el objetivo 10X de un microscopio invertido.

Imagen 10. Microscopia Electronica panoramica de particulas virales.

Imagen 11. Microscopia Electrénica del Rubulavirus porcino.
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