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INTRODUCCION

Las enfermedades de origen viral en cerdos repercuten
considerablemente la produccién alterando los parametros
productivos. La enfermedad del ojo azul (EOA) afecta a
cerdos de todas las edades, el Rubulavirus porcino (RVP) es
el agente causal de este padecimiento. Considerando que el
RVP afecta todas las edades en las producciones y que
persiste por mas de 15 dias en estudios previos, en este
trabajo se establecié una cinética de infeccion en cerdos
destetados a diferentes dias posinfeccion (dpi), la
distribucion del RVP fue evaluada mediante la
inmunoreactividad por medio de una inmunohistoquimica
enzimaética.

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion

Se emplearon 12 cerdos machos hibridos de dos meses de
edad.

Virus

Se empled el aislamiento PAC-3 (Jalisco/1992), mismo que
fue titulado mediante la evaluacion de dosis infectantes en
cultivo celular 50% (DICCsqq) [1, 2]

Muestras sanguineas

Se obtuvieron cinco ml de sangre por via yugular de cada
uno de los cerdos previos a la infeccion y a los siete, 14 y 28
dias post infeccion (DPI).

Infeccion experimental y necropsia

Se infectaron nueve cerdos por via intranasal con 5 ml de la
cepa PAC-3 (Jalisco/1992) a una dosis de 10° DICCsgy/ml.
Los animales fueron monitoreados diariamente, como
testigos negativos en la infeccion experimental se tuvieron
tres cerdos sin infectar. Se realizaron necropsias en tres
tiempos posteriores a la infeccién experimental (siete, 14 y
28 DPI). En todas las necropsias se realizd la inspeccion
macroscopica y se colectaron muestras de 1 cm®, de pulmén,
bazo, higado, rifién, tonsila, bulbo olfatorio, mucosa nasal,
bifurcacién traqueal, ganglio mesentérico, ganglio gastro-
hepético, ganglio bronquial, encéfalo anterior y posterior,
cerebelo, nervio Optico, timo y ojo, que fueron fijadas en
formol amortiguado al 10% durante 24 h.
Inmunohistoquimica enzimatica

Las muestras se desparafinaron a 58°C por 15 min,
posteriormente se colocaron con amortiguador de citrato de
sodio (Bio SB, United States) bajo condiciones de presion a
120 °C durante 20 min. Se procedio a bloquear la actividad
de peroxidasa enddgena por 15 min con la solucion de
bloqueo del kit comercial (Bio SB, United States). Se
realiz6 bloqueo, biotina y avidina, de acuerdo a lo sugerido
en el paquete comercial (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Posteriormente, los cortes fueron incubados con 100ul de
anticuerpo monoclonal (IgG de ratén) anti-HN a una

dilucion 1/500 en diluente de anticuerpo (Bio SB, United
States) por 72 h en refrigeracion. Se realizé un tercer
bloqued con suero de cabra normal al 5% por 1 h.
Posteriormente se agregaron 150l de anticuerpo biotinado
del paquete comercial Bio SB (United States) por 15 min.
Finalmente, se agregé 150ul estreptavidina con peroxidasa
de rdbano (Bio SB, United States) por 30 min a temperatura
ambiente y la reaccion fue revelada agregando 100ul de
diaminobenzidina (Bio SB, United States) por 5min. La
contratincién se realizé con hematoxilina liquida por tres
inmersiones.

La distribucion del RVP fue evaluada mediante la
inmunoreactividad contra la proteina HN del RVP en
organos de cerdos a los siete, 14 y 28 dpi. El criterio para
considerar una muestra positiva fue la observacion de un
color marrén en citoplasma de células nucleadas. La
distribucion de la inmunoreactividad en los érganos de los
cerdos infectados se valor6 con cruces de acuerdo a la
magnitud de la reacci6én: se consider6 una
inmunoreactividad fuerte (+++), moderada (++), leve (+) e
inmunoreactivo negativo (-).

Inhibicidn de la hemoaglutinacion

Los sueros fueron colocados en placas de 96 pozos con
fondo en U (Nunc), con 50ul de PBS, a partir del primer
pozo se realizaron diluciones dobles seriadas, las cuales
fueron de 1:2 hasta 1:2048. Posteriormente se agregaron
50ul de virus de la cepa PAC3, conteniendo ocho unidades
hemaglutinantes (UHA) en cada pozo; se incubd 30 min a
temperatura ambiente; posteriormente se agregaron 50ul de
eritrocitos de bovino al 0.5% a toda la placa; la lectura fue
realizada a los 60 min. Los sueros se consideraron positivos
a partir a partir de la dilucion 1:16.

RESULTADOS

Signos clinicos

En los animales se observd disnea, secreciones nasales y
fiebre ligera de 39 a 39.3°C a partir del dia dos y hasta el
cuatro posinfeccién (pi) en tres cerdos, las secreciones
nasales se registraron hasta los siete dpi.

Analisis Inmunohistoquimico

En el rifién de los cerdos de siete dpi la distribucion de la
inmunoreactividad se presenté en la médula renal, en
epitelio tubular registrando una inmunoreactividad fuerte al
virus (+++), la presencia del virus abarcd homogéneamente
citoplasma de rayos medulares. Para el grupo de cerdos
correspondiente a 14 dpi la reaccidn fue menos evidente, en
tres cerdos se presentd inmunoreactividad moderada en
epitelio tubular. La distribucion del RVP se mantuvo en
epitelio tubular, con una marca de (++), inmunoreactividad
moderada hacia el antigeno. El grupo de 28 (dpi) la
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inmunoreactividad en el rifion fue menos evidente,
inmunoreactividad ligera con una marca de (+).

Se visualizd inmunoreactividad leve en linfocitos de vasos
eferentes tanto de tonsila asi como de timo en animales
sacrificados a siete, 14 y 28 dpi. El resto de los 6rganos
analizados en este trabajo resultaron inmunonegativos en
todos los animales sacrificados a siete, 14 y 28 dpi a la
prueba de Inmunohistoquimica. Los cerdos testigos
negativos no presentaron inmunoreactividad en ninguno de
los 6rganos en este experimento.

Analisis histoldgico

Los resultados obtenidos revelaron alteraciones tisulares en
pulmén en un 60% del corte histolégico para los cerdos
sacrificados a los 14 dpi, asi como un 80% del corte
histol6gico para los cerdos sacrificados a los 28 DPI, se
visualiz6 una inflamacidn de tipo crénica asi como una
infiltracion linfocitaria. Los cerdos de siete dpi y testigos
negativos no presentaron esta alteracion.

Inhibicion de la hemoaglutinacion

Se colectaron muestras de sangre antes del desafio y durante
el mismo para todos los cerdos en el experimento. Los
cerdos seroconvirtieron a partir del dia siete pi, observando
titulos con un valor promedio de 2.17 log,. Del dia siete al
dia 10 pi se obtuvieron titulos con un valor a 5.33 log,, que
posteriormente a los 14 dpi descenderian a un valor de 4.5
log,, para los Ultimos dpi que van de 14 hasta el dia 28 pi,
incrementarian los titulos a un valor de 6 log, para
descender por ultimo a un valor de 5 log, y mantenerse asi
representando una meseta. Los cerdos testigos negativos no
presentaron titulos de anticuerpos inhibidores.

DISCUSION

En este estudio se evalud la presencia del RVP en una
cinética de infeccidn experimental. Los resultados obtenidos
indican que la distribucion viral en la infeccion experimental
del RVP en cerdos destetados, pudo ser detectada mediante
la prueba de inmunohistoquimica en epitelio tubular de la
médula renal, linfocitos de vasos eferentes en tonsila y timo.
Una gran cantidad de epitelio tubular inmunoreactivo a RVP
se distribuyé ampliamente para los animales sacrificados a
los siete dpi hasta los animales de 28 dpi donde fue menos
evidente la reaccion. En el proceso de maduracién de los
cerdos se presenta un cambio en los componentes de los
receptores especificos que reconocen a las glicoproteinas
virales, mediante estudios con lectinas [3], se determiné que
el reconocimiento de los receptores en los tejidos es
dependiente de la edad del cerdo. En comparacién con este
trabajo previo, en los animales infectados con RVP de este
experimento no se pudo detectar inmunoreactividad en
pulmon, pero si una inflamacion en alveolos pulmonares de
animales sacrificados de 14 dpi hasta los animales con 28
dpi. Esta inmunonegatividad y el engrosamiento alveolar
con infiltracion linfocitaria se generan por la respuesta
inmune innata y adaptativa.

La EOA es un padecimiento de tipo persistente, el sistema
inmune controla esta produccion de proteinas virales
mediante la respuesta inmune especifica [4] mediante
componentes liberados por células reactivas se genera una
inflamacion mediada por una hipersensibilidad de tipo 3. La

respuesta de anticuerpos de tipo inhibidores fue evaluada
mediante la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién. En
estudios anteriores se demostré que la prueba de inhibicion
de la hemoaglutinacién comparada con otras pruebas como
virus seroneutralizacion, inmunofluorescencia indirecta y
ELISA de bloqueo, detectaron eficazmente anticuerpos de
cerdos infectados [5]. Una caracteristica de la infeccion con
el RVP es la de generar una seroconversion permanente, en
estudios previos la inmunidad a la infeccion por RVP en el
cerdo adulto se identificaron anticuerpos tanto neutralizantes
como inhibidores de la hemoaglutinacién [1] En este trabajo
se encontraron titulos de anticuerpos a partir del dia siete
para incrementarse al maximo en el dia 17 y 23. Con la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion a partir de la
primera semana se detectaron anticuerpos contra el virus
con un titulo promedio de 2.17 log,. Serologias previas a la
infeccién de todos los animales, mostraron que todos ellos
resultaron negativos.

CONCLUSION

Se concluye que el RVP permanece al menos por 28 dias en
animales infectados. Se observd un marcaje de
inmunoreactividad muy evidente a través de la
inmunohistoquimica en el rifién en todos los animales que
tenian siete dias de infeccion. En pulmén se evidencié un
engrosamiento de la pared alveolar con una infiltracion
linfocitaria a 14 y 28 dpi. La respuesta de tipo humoral se
presentd a partir de los 7 dpi detectando anticuerpos
inhibidores de la hemoaglutinacion en todos los animales
infectados.
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