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SUMMARY

The Porcine rubulavirus (PoRV) is the causal agent of Blue Eye Disease, an endemic disease in Mexico
known since 1980, which is characterised by a progressive fatal meningo-encephalitis in piglets and reproductive
failure in adults pigs accompanied with respiratory symptoms and corneal opacity. PORV mainly replicates in
respiratory and central nervous system, however, it is also detected in other organs such as testis, epididymis,
prostate, ovaries, spleen, liver, thymus and lymphatic nodes. These findings suggest the existence of a viremic
phase that led to systemic virus spread. In this paper we study the viremia in experimentally PoRV-infected
post-pubertal pigs. Virus antigen was detected on the surface of erythrocytes from 4 to 12 days post-infection
(p.i.) and was identified inside of leukocytes from 12 days until the end of experiment (20 days p.i.); which
suggest that these cells are used as virus spread elements. The PoRV-specific antibodies were detected since the
first week p.i., but the highest titles were reached at 16 days pi, which coincided with disappearing of free virus
in blood. No abnormalities were presented in hematic parameters of infected pigs.
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INTRODUCCION

El Rubulavirus porcino (RVP) es un virus
emergente detectado en 1980 en granjas de La
Piedad Michoacan (LPM), México Este virus es
el agente etiologico de la enfermedad del ojo
azul, infeccidn caracterizada por alteraciones
neurolégicas, respiratorias y reproductivas
acompafiadas de opacidad de la cornea en cerdos
de diferentes edades (Stephano y col., 1988;
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Moreno-Lopez y col., 1986). La infeccion por
RVP se difundié rapidamente abarcando en pocos
afios 16 estados de la Republica Mexicana, la
mayoria de ellos localizados en la zona central
del pais. Hasta el momento México es el Ginico
pais en que se ha reconocido la enfermedad del
ojo azul (Stephano, 1993). Debido a su similitud
estructural, funcional y genética con los virus de
la parotiditis humana (VPH), parainfluenza
humana 2 y 4 y parainfluenza simico 5 (Moreno-
Lopez y col., 1986), este virus fue clasificado
como la especie porcina del género Rubulavirus,
subfamilia  Paramyxovirinae, familia
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Paramyxoviridae, orden Mononegavirales (Rima
y col., 1995).

El genoma del virus estd formado por una
sola molécula de 4cido ribonucleico (ARN) de
polaridad negativa, la cual se divide en seis genes
organizados en la siguiente manera: 3'-NP-P-M-
F-HN-L-5' (Linné y col., 1992). La
nucleocéapside es de forma helicoidal y se
constituye por la unidén intima de la
nucleoproteina (NP) con el ARN, al cual también
se asocian las proteinas L y P que forman un
complejo con actividad de polimerasa de ARN.
La nucleocapside se encuentra rodeada por una
membrana lipoproteica de origen celular que
presenta hacia el interior del viridn la proteina
de matriz (M) y hacia el exterior las
glicoproteinas de fusion (F) y la hemaglutinina-
neuraminidasa (HN). La glicoproteina F es
responsable de la fusiéon de las membranas
celular y viral, la lisis de eritrocitos y la
formacidon de sincicios en cultivos celulares;
mientras que la glicoproteina HN reconoce al
receptor celular y posee la capacidad de
hidrolizar 4cidos sialicos celulares (actividad
neuraminidasa) (Lamb y Kolakofsky, 1996). La
funcién de la glicoproteina HN es crucial porque
constituye el primer paso en la introduccion del
virus a la célula. En el RVP este proceso
involucra el reconocimiento de moléculas de
4cido sialico unido por enlace glicosidico 02.3
a galactosa, las cuales se localizan en las
porciones terminales de glicolipidos y
glicoproteinas de membranas celulares (Reyes-
Leyva y col., 1993; 1997; 1999). La expresion
de estas moléculas en el sistema nervioso central
es abundante en animales recién nacidos y sufre
modificaciones durante el proceso de maduracion
de los cerdos (Vallejo y col., 2000), lo que
constituye un factor determinante de la
susceptibilidad de este tejido a la infeccion por
el RVP en cerdos lactantes y de resistencia en
cerdos adultos (Reyes-Leyva y col., 2002).
Ademas, la proteina HN es el antigeno
inmunodominante en infecciones experimentales
en cerdos adultos (Hernandez y col., 1998).

Las caracteristicas de la infeccion con el RVP
varian de acuerdo con la edad de los cerdos, en
animales neonatos y lactantes menores de 3
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semanas de edad la infeccién afecta
principalmente al sistema nervioso central, la
cual resulta fatal en el 90% de los casos. Los
animales de mayor edad son mas resistentes a la
infeccion, la cual se localiza principalmente en
el aparato respiratorio y s6lo provoca retraso en
el crecimiento. En los cerdos machos adultos la
infeccion afecta basicamente al epididimo,
testiculos y prostata produciendo infertilidad.
Cuando las hembras se infectan durante la
gestacion se observa aumento de abortos, fetos
momificados y reducciéon del nimero de
animales nacidos vivos (Stephano, 1993).

El RVP tiene afinidad por tejido nervioso de
cerdos neonatos y lactantes, por células
germinativas testiculares y de los conductos
epididimarios en individuos pospuberes, por
tejido glandular como las células beta de los
islotes de Langerhans del péancreas, ovarios e
higado, y por O6rganos linfoides vy
hematopoyéticos (Stephano, 1993; Allan y col.,
1996; Ramirez-Mendoza y col., 1997).

En cerdos infectados por via intranasal se ha
observado que el virus avanza progresivamente
de la mucosa nasal al sistema nervioso central, a
través del nervio olfatorio y trigémino, y hacia
los pulmones por via aérea (Allan y col., 1996;
Ramirez-Herrera y col., 1997). Sin embargo, el
aislamiento del virus en érganos tan alejados del
sitio de entrada sugiere que las vias sanguinea y
linfatica también estdn implicadas en la
diseminacion viral en el organismo. Los
miembros de la familia Paramyxoviridae se
caracterizan por producir estados de viremia. En
el caso del virus de la parotiditis humana se ha
observado una viremia transitoria a partir de la
primera semana posinfeccion (Wolinsky, 1996).
En la infeccidén producida por el virus del
sarampion se ha demostrado que los macrofagos
son la primera poblacion sanguinea en infectarse
y debido a la expresion de moléculas de adhesion,
que promueven su extravasacion, se favorece la
diseminacion del virus en los tejidos (McKendall
y col., 1981).

El objetivo de este trabajo fue reconocer la
fase virémica de la infeccién por Rubulavirus
porcino e identificar el tipo de células
involucradas en su diseminacion.
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MATERIAL Y METODOS

Virus y antigeno viral. Se utiliz6 la cepa
PAC3 (Jalisco/1992) del RVP, por su capacidad
para producir infeccion en cerdos mayores de un
mes de edad y por su diseminacion sistémica
(Ramirez-Mendoza y col., 1997). El virus fue
replicado en cultivos de la linea celular PK-15
(rifion de cerdo), mantenidos en medio minimo
esencial (MEM) y suplementado con 5% de
suero fetal bovino. Los sobrenadantes de las
células infectadas se clarificaron por
centrifugacion a 3.000xg durante 40 minutos.

Titulacion Viral. La capacidad infectante del
virus se determind en dosis infectantes en cultivo
celular al 50% (DICC,)), de acuerdo con el
método de Kirber (revisado en Blake y
O’Connell 1993).

Animales de experimentacion. Se emplearon
8 cerdos de 3 meses de edad, hibridos York-
Landrace, provenientes de una granja libre de la
enfermedad del ojo azul. Los animales se
evaluaron clinicamente y se comprobd la
ausencia de anticuerpos contra el RVP mediante
una prueba inmunoenzimatica indirecta. Se
separaron en dos grupos de 4; los miembros del
primer grupo se inocularon con 10° DICC, del
RVP por via intranasal, y a los otros 4 se les
empled como testigos no infectados; ambos
grupos permanecieron en cuartos de aislamiento
separados, se les proporciond agua y alimento a
libre demanda.

Muestras sanguineas. Se tomaron muestras de
sangre de la vena cava superior antes y durante la
infeccion con intervalos de 4 dias. Se empled
sangre con EDTA para realizar los frotis que
fueron utilizados en la deteccion de antigeno viral
y para realizar los estudios de biometria hematica.
Sangre sin anticoagulante se utilizo para obtener
el suero y determinar el titulo de anticuerpos
mediante ensayos inmunoenzimaticos.

Inmunofluorescencia. Los frotis sanguineos
se dejaron secar a temperatura ambiente y
posteriormente se fijaron con 4cido acético al 5%

en metanol. Se agregd IgG de conejo especifica
contra el RVP (cepa PAC-3) en dilucién 1:500 y
se incub6 | hora a temperatura ambiente en
camara humeda; se lavo con tampoén de fosfatos
(PBS) conteniendo 0.3% del detergente Tween-
20. Como segundo anticuerpo se agregd una
dilucién 1:1000 de inmunoglobulinas de carnero,
especificas contra IgG de conejo, conjugadas con
isotiocianato de fluoresceina. Las muestras se
incubaron en cdmara huimeda 1 hora a
temperatura ambiente, se lavo con PBS-Tween-
20 por 15 minutos. Se mont6 la preparacion con
glicerol-PBS 1:1 y se observd con microscopio
de fluorescencia.

Ensayo inmunoenzimatico. Para la
identificacion de anticuerpos antivirales se utilizd
una prueba de ELISA indirecto. Se colocaron 50
pl de antigeno viral total (2 pg/pozo) diluido en
amortiguador de carbonatos 0.1M, pH 9,6 en
cada pozo de una placa de 96 pozos con fondo
plano y se dejé adsorber toda la noche a 4°C;
después de desechar el exceso de antigeno, se
bloqueo con leche descremada al 0.3% en PBS
por 1 hora a 37°C. Se incub6 30 minutos a
temperatura ambiente con diluciones seriadas de
los sueros de cada cerdo y se lavo tres veces con
PBS-Tween-20. Se afiadi6é una dilucion 1:5000
de anticuerpos de cabra conjugados a peroxidasa
especificos contra IgG de cerdo, se incubaron 30
minutos a temperatura ambiente y se lavaron
nuevamente con PBS-Tween-20. Como sustrato
se utiliz6 H,0,/orto-fenildiamina y después de
10 minutos se detuvo la reaccidon con acido
sulftirico 2.5 N. La absorbancia se determino a
492 nm en un espectrofotoémetro para
microplacas (Coligan y col., 1994).

Estudios hematoldgicos. La concentracion de
hemoglobina (HB) se determind por el método
de cianometahemoglobina leida a 540 nm. El
hematocrito (HTO) fue determinado por el
método de microhematocrito. La cuenta de
eritrocitos se realizd en pipeta empleando el
diluyente de Gower (Na,SO, 12,5 g, CH,COOH
333 ml y agua destilada 200 ml). La
concentracion media de hemoglobina
corpuscular se calcul6 con la siguiente formula:
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CMHC= HB/HTO. EI volumen corpuscular
medio se calculd de acuerdo con la formula
VCM=HTO X 1000 / N° de glébulos rojos. La
hemoglobina corpuscular media se calculd
mediante la formula HCM=HB / N° de globulos
rojos. El nimero de leucocitos totales se
determind en pipeta empleando la solucion de
Turk (CH,COOH 2 ml, solucién acuosa de
violeta de genciana al 2% 1 ml, agua destilada
100 ml). La cuenta diferencial de leucocitos se
realizo por el método de May-Griinwald-Giemsa
(Nelson y Henry, 1995).

RESULTADOS

Signos clinicos. Todos los animales
inoculados con el virus mostraron signos
pasajeros de afeccion respiratoria, aumento de la
secrecion nasal, ojos llorosos, estornudos
esporadicos, los cuales se presentaron entre las
24 y 48 horas p.i. Dos de los cerdos inoculados
(cerdos 1 y 3) mostraron hipersensibilidad al

sonido y al tacto entre los dias 9 y 15 p.i. y uno
de ellos (cerdo 1) mostr6 también alta agresividad
durante esos dias. Ningin otro signo fue
observado en los animales infectados durante el
tiempo que dur6 el experimento. Los animales
testigos no mostraron signos de enfermedad.

Deteccion de antigeno viral. En todos los
cerdos infectados se identificé al antigeno viral
a partir del dia 4 p.i. La marca fluorescente se
observo en la superficie externa de eritrocitos y
fue de alta intensidad, tanto que parecia ser
fluorescencia inespecifica, pero la comparacion
con los controles negativos mostr6 que se trataba
de una reaccion antigeno-anticuerpo especifica.
Algunas veces los eritrocitos positivos al
antigeno se observaron como grupos o grumos
celulares con morfologia alterada (figura 1B). La
marca inmunofluorescente asociada a eritrocitos
mostrd una disminucion notable en el transcurso
del experimento (cuadro 1), interpretandose
como totalmente negativa el dia 16 p.i. En dos

CUADRO 1. Deteccion de antigeno viral en células sanguineas. La reaccién de inmunofluorescencia se
realizé sobre frotis sanguineos utilizando anticuerpos policlonales contra el rubulavirus porcino conjugados
con isotiocinato de fluoresceina; los valores corresponden al porcentaje de células positivas observadas
en diez campos visuales de 3 frotis de la misma muestra. (-) negativo. T* Los cuatro cerdos testigos fueron

negativos a IF durante todo el experimento.

Viral antigen detection in blood cells. Immunofluorescence reactions were performed on blood slides
using FITC-conjugated anti-porcine rubulavirus policlonal antibodies. Values correspond to the percentage of positive
immunofluorescent cells in ten visual fields of three blood slides of the same sample. (-) negative. T* The four non-

infected control pigs were negative all the experiment.

Porcentaje de inmunofluorescencia
Dias post-inoculacion
Cerdo 0 4 8 12 16 20
1 - >30 10-30 <10 - -
Eritrocitos 2 - <10 <10 - - -
3 - >30 <10 <10 - -
4 - - - <10 - -
T* - - - - - -
1 - - - <10 10-30 10-30
Leucocitos 2 - - - - - -
3 ; - - <10 <10 <10
4 - - - - - -
T* - - - - - -
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de los animales infectados también se identifico
al antigeno viral en el citoplasma de leucocitos
(figura 1C), esto comenz6 a observarse en unas
cuantas células el dia 12 p.i., como una marca
de baja intensidad, pero en los dias posteriores
aumento el numero de leucocitos positivos y la
intensidad de la marca fluorescente (cuadro 1).
Ninguno de los cerdos testigos mostro reaccion
positiva a la inmunofluorescencia durante todo
el experimento (figura 1-A).

Respuesta inmune humoral. La identificacion
de anticuerpos antivirales se realizé por el
método de ELISA indirecto. Todos los animales
(infectados y testigos) mostraron valores
negativos antes de iniciar el experimento. Los
cerdos infectados mostraron valores positivos a
partir del dia 4 p.i., los cuales aumentaron
paulatinamente durante el tiempo que dur6 el
experimento (figura 2). Esto no sucedi6 con los
valores de absorbancia de los cerdos del grupo
testigo que permanecieron negativos todo ese
tiempo.

Estudios hematoldgicos. Esta serie de
ensayos permite detectar posibles alteraciones
sanguineas relacionadas con la infeccion viral,
en cuanto al nimero, morfologia y tipo de las
células sanguineas durante el estado de viremia.
Los valores obtenidos en los cerdos infectados
experimentalmente se compararon con los
valores citados por la bibliografia (Shalm y col.,
1975) y con los valores promedio de los cerdos
utilizados como testigos negativos. En general,
los parametros de la BH no se vieron alterados
durante la infeccion por RVP o por su asociacion
con las células sanguineas durante la viremia
(cuadro 2).

DISCUSION

En este trabajo demostramos la presencia de
antigeno viral en la circulacidon sanguinea de
cerdos infectados con RVP. El éxito de nuestro
estudio comparado con el de otras
investigaciones, en las que se intentd, pero no se
logrd, detectar al antigeno viral en sangre

FIGURA 1. Inmunofluorescencia en frotis sanguineos. A. Reaccion negativa en un cerdo testigo no
infectado. B. Reaccion positiva intensa en un cerdo infectado con 10° DICC_, del Rubulavirus porcino, a
los 4 dias p.i. Note la alteracién morfologica de los eritrocitos y falta de reaccion en los leucocitos. C.
Reaccién positiva intracelular en leucocitos a los 12 dias p.i.

Blood slide immunofluorescence. A. Negative reaction in an uninfected control pig. B. Intense positive
reaction in a pig infected with 10° TCID,; of porcine rubulavirus, at 4 days p.i. Note morphological alteration of
erythrocytes and lack of reaction on leukocytes. C. Intracellular positive reaction in leukocytes at 12 days p.i.
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FIGURA 2. Respuesta inmune humoral. Titulacion de los anticuerpos séricos contra el rubulavirus
porcino mediante ELISA indirecto. La linea de corte (punteada) se establecié mediante el promedio de la
absorbancia de los sueros testigos negativos mas dos veces su desviacion estandar.

Humoral immune response. Titration of serum antibodies against porcine rubulavirus in infected pigs
by indirect ELISA. The cut off (dotted line) was calculated by the mean of the absorbance values corresponding to
sera from uninfected control pigs plus two-fold their standard deviation.

CUADRO 2. Biometria hematica de cerdos infectados con rubulavirus porcino.
Hematic parameters of porcine rubulavirus-infected pigs.

FORMULA ROJA
Eritrocitos ~ Hemoglobina Hematocrito VCM HCM CMHC
(10/mm?’) (g/dl) (%) (1m’) (pg) (g/dl)
Valores de referencia 5-8 10-16 32-50 50-68 17-23 30-34
Cerdos testigos negativos 5.54+0.18 10.140.59 32.21+1.9 58.54+3.42 18.140.78 31+0.98
Cerdos infectados 5.5440.35 10.1£0.59 32.5+2.4 58.6+1.8 18.2+1 31.1+1.1
FORMULA BLANCA
Leucocitos Neutrofilos Neutrofilos Eosindfilos Basofilos Linfocitos Monocitos
(10/mm?) segmentados en banda (%) (%) (%) (%)
(%) (%)
Valores de referencia 11-22 28-47 0-4 1-11 0-2 2-10 39-62
Cerdos testigos negativos 13.1£0.99 30+10.5 3.5+2.9 1£1 0.510.3 29+7.9 31+10.2
Cerdos infectados 12.9+2.4 32.5+£10.7 1.56£0.44  0.8£0.79  0.6+£0.38 27.2489 29.8+11.2

Los valores de referencia se tomaron de Nelson y Henry, 1995. VCM.- volumen corpuscular medio. HCM.-
contenido de hemoglobina corpuscular. CMHC.- concentracion media de hemoglobina corpuscular.

Reference values were taken from Nelson and Henry, 1995. VCM.- mean corpuscular volume. HCM.- mean corpuscular
hemoglobin. CMHC.- mean corpuscular hemoglobin concentration.
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(McNeilly y col., 1997), probablemente se debe
al método de fijacion de los frotis sanguineos con
acido acético al 5% en metanol, solucion que
mostrd una notable diferencia con otras
soluciones fijadoras en su capacidad para
conservar las células sanguineas y en su nivel de
reaccion inespecifica. Nuestros resultados
indican que hay dos fases de diseminacién
hematdgena. Una fase primaria que se produce
entre los dias 4 y 12 después de la inoculacion,
durante la cual, el virus se asocia a la superficie
externa de eritrocitos, posiblemente por uniones
especificas ligando-receptor mediadas por 4cido
sidlico (Reyes-Leyva y col., 1997; 1999); y una
segunda fase, posiblemente posterior a la
replicacion del virus en drganos linfoides, en que
los leucocitos infectados sirven de vehiculo de
diseminacion viral en 6rganos alejados del sitio
inicial de replicacion, como son los del aparato
reproductor. Esto tltimo concuerda con la
identificacion de antigeno viral en células
mononucleares infiltradas en el tejido intersticial
del epididimo y testiculos de cerdos infectados
(Ramirez-Mendoza y col., 1997).

En un estudio previo demostramos que el
RVP puede ser recuperado de cultivos de células
blancas mononucleares obtenidas de sangre
periférica de cerdos infectados (Hernandez y col.,
1998). La susceptibilidad de estas células a la
infeccion por RVP ha sido demostrada por la
expresion en su superficie del receptor viral que
contiene sialil (02,3) galactosa (Hernandez y col.,
2002). La identificacion de antigeno en el interior
de células mononucleares sugiere que la
infeccion viral podria afectar la funcidn de estas
células e inducir la desrregulacion de la respuesta
inmunitaria de los animales infectados. Al
respecto, se ha identificado una alteracion en la
relacion de linfocitos CD4:CD8 y un desbalance
a favor del fenotipo TH2, con incremento de IL-
10 y baja de IFNYy, en la respuesta inmune
antiviral durante otras infecciones experimentales
con RVP (Hernandez y col., 2001 y 2002).

Nuestros datos sugieren que el virus deja de
circular libremente en la sangre a partir del
momento en que la produccion de anticuerpos
muestra un nivel elevado; esto ocurre en la
segunda semana de infeccion en este y otros

estudios (Herndndez y col., 1998). Esto puede
deberse a que gran parte de los anticuerpos que
se producen en respuesta a la infeccion viral estan
dirigidos contra la proteina de superficie HN, ya
que su actividad es altamente neutralizadora
(Hernandez y col., 1998).

CONCLUSIONES

Se identifico la fase de viremia en cerdos
infectados mediante ensayos de
inmunofluorescencia en frotis sanguineos. El
antigeno viral se detectd en eritrocitos y
leucocitos. Los anticuerpos formados contra el
RVP fueron detectables a partir de la primera
semana p.i., el aumento de anticuerpos coincide
con la disminucion del virus libre en sangre. La
infeccion con rubulavirus porcino no produjo
alteraciones en los diferentes parametros de la
biometria hemadtica analizados en este
experimento.

RESUMEN

El rubulavirus porcino (RVP) es causante de
la enfermedad del ojo azul, que se manifiesta
como una meningoencefalitis progresiva fatal en
cerdos lactantes y con alteraciones reproductivas
en cerdos adultos. El RVP es detectado
principalmente en sistema nervioso central, sin
embargo, también se ha logrado aislar de otros
organos como bronquios, pulmones, testiculos,
epididimo, prostata, ovarios, pancreas, higado,
bazo, timo y noédulos linfaticos. Estos datos
sugieren que existe una fase de viremia que
permite la diseminacion viral del sitio de
inoculacion hacia otros érganos. En este trabajo
presentamos evidencia del estado de viremia asi
como el andlisis de diversos parametros
sanguineos en cerdos pospuberes infectados
experimentalmente con el RVP. El virus se
identificod asociado a eritrocitos del dia 4 al 12
post-inoculacién (p.i.) y asociado a leucocitos del
dia 12 al 20 p.i., lo que sugiere que utiliza estas
células como medio de diseminacion sistémica.
La produccion de anticuerpos se identifico desde
la primera semana p.i., pero los titulos mas
elevados se encontraron el dia 16 p.i., lo que
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coincidio con la eliminacion del virus libre en
sangre. Ninguno de los animales infectados
mostro anormalidades en la biometria hematica
durante la fase de viremia.
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