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Introduccion. La enfermedad de Ojo Azul (EOA) es una enfermedad viral endémica exclusiva de México
que se describe desde 1980 cuya etiologia es el rubulavirus porcino (La piedad Michoacan virus-LPMV). La
EOA en poblaciones susceptibles de lechones de 2-15 dias de edad tiene presentaciones nerviosas y
respiratorias con alto porcentaje de mortalidad y desarrollo de opacidad corneal (Ojo azul) en
aproximadamente 10% de los lechones afectados En cerdos mayores de 2 semanas, la enfermedad clinica
puede ser ligera 0 moderada. La infeccion experimental por via nasal u ocular en lechones de 3 dias de
edad reproduce los signos nerviosos clasicos a los 3-8 dias post-inoculacion (dpi) con aproximadamente
100% de mortalidad y el virus es aislado y/o detectado en tonsilas, mucosa nasal, bronquios, pulmones,
cerebro medio, bulbo olfatorio y ganglio nervioso trigémino. A pesar de la relativa frecuencia de la EOA y
de la exhaustiva caracterizacion molecular del rubulavirus porcino ain existen muchas incognitas acerca de
la respuesta inmune y de la persistencia del rubulavirus porcino en las granjas porcinas. Se menciona que
los anticuerpos generados durante la infeccion por rubulavirus porcino proporcionan proteccion
permanente sin embargo la serologia de los animales de las granjas afectadas es inconsistente y la
reaparicion de brotes es frecuente. La respuesta celular inmune tipica consiste en una elevacion
significativa de los linfocitos T citotoxicos (CD8").

Metodologia. La poblacion experimental consistié de 32 lechones no vacunados provenientes de una granja
libre de la EOA divididos en 8 lechones en el grupo control y 24 lechones en el grupo experimental
inoculado con una cepa de LPMV de bajo pasaje a los 5 dias de edad por via nasal y ocular.
Posteriormente, un cerdo del grupo control y 3 lechones del grupo inoculado se sacrificaron diariamente
hasta los 8 dpi para la realizacién de la necropsia y recoleccién inmediata de téjidos (t6nsilas, mucosa
nasal, traquea bronquios, pulmones, cerebro, bulbo olfatorio, médula espinal y linfondos submandibulares,
mediastinicos y meséntericos) para el aislamiento viral e histopatologia de rutina. Adicionalmente, se
tomaron muestras de sangre periférica los 0, 3, 5 y 8 dias post-inoculacion (dpi) para la determinacion de
las subpoblaciones de linfocitos T utilizando inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo
(FACSCALIBUR Becton Dickinson ). Brevemente, en un tubo se colocaron 30 pl de sangre con heparina y
5 pl del monoclonal correspondiente (CD2, CD4 y CD8) a la dilucion apropiada y se incubd durante 30
min. Posteriormente, se afiadieron 200 pl de solucion de lisis (Becton dickinson) y se incubé en oscuridad
durante 10 min seguido de dos lavados a 1200 rpm durante 5 min. A continuacién se incubd en oscuridad
por 30 min con un anticuerpo antiratobn marcado con FITC (Bohringer Manneheim ) seguido de dos
lavados con PBS a 1200 rpm/ 5 min. Para fijar la muestra se adicioné paraformaldehido al 1% y se
refrigeré hasta que se realizd la adquisicion en el citdmetro de flujo. Para la adquisicion se utilizé un
citometro de flujo marca FACSCALIBUR (Becton Dickinson). En una grafica de puntos tamafio versus
granularidad , se localizé la region de los linfocitos y se adquirieron 10° eventos totales y se determinaron
los porcentajes de células positivas a cada marcador mediante el software CELL QUEST. De los valores
obtenidos se calcularon el promedio y desviacion estandar por grupo.

Resultados. Los animales inoculados no manifestaron cuadro clinico de la enfermedad en el periodo
referido, No obstante, se observaron lesiones nerviosas microscopicas compatibles con la EOA
caracterizadas por gliosis multifocales e infiltrado linfocitarios perivasculaes. Dichas lesiones inflamatorias
fueron minimas a los 3-4 dpi y leves a los 5-7 dpi con distribucién aleatoria en cerebro anterior y medio,
tallo encefélico y bulbo olfatorio, A los 8 dpi, las lesiones fueron moderadas y mas extensivas y se
observaron en todos los cortes analizados. En general, los 6rganos linfoides evaluados mostraron
hiperplasia linfoide. Dada la presencia de lesiones intersticiales preexistentes en los pulmones de los
lechones controles no fue posible discriminar las lesiones inducidas por el rubulavirus porcino. Los
hallazgos mas significativos de las subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica consistieron en una
disminucién de los linfocitos CD2 y CD8 a los 5 dpi y una elevacion de los linfocitos CD4 hacia los 8 dpi.

Discusion. Los resultados de los hallazgos clinicos e histopatolégicos revelan que la poblacién inoculada a
pesar de que deberia de ser susceptible debido a la edad de los lechones y a su procedencia ( granja libre
durante afios de la EOA) presenté una resistencia inusual a la infeccién por LPMV que se caracterizd por
una enfermedad subclinica con lesiones microscopicas leves o moderadas. Dicha aseveracién se sustenta
en el hecho de que ya se habian realizado inoculaciones experimentales con LPMV utilizando lechones de
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dicha granja obteniéndose resultados similares a los reportados en la literatura. Lo interesante de los
hallazgos obtenidos es su relacién con los resultados de las subpoblaciones de linfocitos T en sangre
periférica los cuales muestran que en lugar de observarse la respuesta tipica reportada via linfocitos
citotéxicos (CD8") estos disminuyeron a los 5 dpi acompafnandose de un posterior incremento de los
linfocitos T cooperadores (CD4") hacia los 8 dpi. Esta respuesta podria explicarse por una baja virulencia
de la cepa empleada que sensibilizé al sistema inmune de manera moderada y pudo resultar en una buena
respuesta por medio de los linfocitos cooperadores que fue capaz de modular |la respuesta inmune de tal
modo que la infeccion fue controlada eficazmente y no se manifestaron signos de la enfermedad. La
informacién preliminar obtenida de las subpoblaciones linfoides de sangre periférica podria ser enriquecida
mediante analisis inmunohistoquimicos posteriores de las subpoblaciones de linfocitos T en los tejidos
linfoides recolectados de la poblacién experimental dado que se determiné una marcada hiperplasia linfoide
de los mismos. Dicha informacién contribuira al estudio de la respuesta celular inmune durante la infeccion
por LPMV.

Implicaciones. Debido a que la respuesta celular inmune es relevante durante las infecciones virales, la
completa dilucidacién de dicha respuesta en la EOA puede demostrar ser de gran utilidad en la valoracion
de vacunas y de programas encaminados a la prevencién y control del rubulavirus porcino en granjas
afectadas.
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