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1 RESUMEN

En el ganado porcino la enfermedad de Aujeszky (pseudo
rrabia), tiene una graveda clfnica variable, siendo en oca~
siones muy severa (convulsiones., como y muerte en 24 horas)
en animales de pocos dfas de edad y inaparente o subclfnica
en cerdos adultos, por lo que estos Qltimos representan la
fuente potencial de infeccifn para otros cerdos y vara espe
cies susceptibles (Adries 1980, Kelling 1978. Mare, Mc Fe -
rran 1982). ‘

La pseudorrabia es considerada uno de los enemigos prin
cioales de la industrfa porcicola, debido a que ocasiona -
una baja en la capacidad de muchas hembras de quedar gestan
tes con aumento de mortinatos y/o momificados y la disminu-
ci6n en la conversién alimenticia. (Kelling 1978. Thorner:
1961) .

La inmunidad contra el virus de Aujeszky, se desarro -
1la despuls de la infeccifn natural y usualmente confiere -
una buena proteccifén contra la reinfeccién (Terpstra 1982).

La pseudorrabia se caracteriza por causar trastornos -
nerviosos, prurito intenso en la zona de inoculacibén y un -
curso inevitablemente fatal, en la mayorfa de las especies
afectadas como: bovinos, ovinos, perros, gatos, 20rras, co-
nejos, etc.(Armbrecht 1982). ‘

El uso de vacuna viva para inmunizacién contra Aujess
ky, ha creado la necesidad de diferenciar entre cevas viru-
lentas de no virulentas (Mc Ferran. Mc Crackend 1982). Esto
tiene importancia vara la epidcni'ologh y control de la en-
fermedad no s8lo en el cerdo, sino también en animales de
otras especies.

En el presente eltudio se trat8 de diferenciar cepas
aisladas de campo de pnlnonés neumSnicos de rastro: C-8, 145
y 215, junto con una cepa atenuada Shope, mediante la deter
minacién de marcadores biol6qicos como son: tamafio de placa
sensibilidad a temperatura (56°C 30 minutos); sensibilidad-
a tripsina (0.5% tripsina, 30 minutos a 37°C), media de tiem
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po de muerte en ratén (MTM) y sensibilidad a coneio. De don
de se obtuvo que las pruebas de temperatura y tripsina no +
son pruebas diferenciales de las cepas; siendo mis Gtiles -
las pruebas de media de tiempo de muerte en ratbn (M) y -
gsensibilidad en conejo.



2. INTRODUCCION

2.1, DEFINICION

La enfermedad de Aujeszkvy o pseudorrabia, es un proce-
so infeccioso caracterizado por un cuadro clfnico, de curso
agudo y a menudo fatal para animales dom&sticos y salvajes
causada por un virus del grupo Herpes.

Se caracteriza clinicamente por la manifeltacién de in
tenso prurito en la zona de penetracidn del virus, siqgnos =~
encefilicos puros y elevada morbilidad en lechones. En cer-
dos adultos se presenta como una enfermedad asintomfitica, -
mantenida en los animales, como portadores del virus por pe
rfodos que en ocasiones son prolongados (Pijoan y cols 1982).

La enfermedad fuf descrita en Hungrfa en 1902 por Aui-
jeszkv, denominandose pseudorrabia, por su similitud clinica
con la rabia(Bajk1973). Esta enfermedad ha sido reportada -
en diversos paises de Buropa, Asia v Amdrica: en México se
aisl8 por primera vez en 1971 de cerdos. aunque la enfermes-
dad ya habla sido descrita por Bacthald en 1945, (Martell Yy
cols. 1971). '

22. ETIOLOGIA .
2.2.1. Taxonomia; Segfin el Comité Internacional el virus
de Aujeszky o pseudorrabia., esta clasificado:.
Familia: Herpesviridae.
Subfamilia: Alpha Herpesviridae.
Género: qrupol de los herpes virus suinos.
Especie: Herpes Suis I (pseudorrabia 1982) .

2,2.2, Caracteristicas Fisicoquimicas: El viri6n tiene un

peso molecular de 1X10~ daltons (Mattews 1982) y densidad ~
bovante en CsCl de 1.278 qr/cm> (Kaplan 1969, Lautie 1969).
El fcido nucléico del virus de Aujeszky es DNA de doble
cadena con un 74% de quanina~citosina. El virién se compone
de tres elementos estructurales: corazén o “core", la cfp



side, el tegumento y la envoltura. El corazfn se obgerva al
microscbpio electrénico como un medio denso, en el centro de
la particula, que consiste en un ovillo fibrilar en el cual
est8 enrrollado el DNA. Los extremos de las fibras estén -
anclados en la cara interna de la cépside.Esto se observa -
como una capa que rodea al corazfn, y mide de 100-110 nm de
difwetro; estd formado por 162 capsfmeros dispuestos en sime
tria icosaédrica. El tegumento que rodea a la cipside ests
constituldo por un material globular que con frecuencia estf
asimétricamente distribufdo y puede vresentarse en cantidad
variable. La envoltura est§ formada por una membrana que ro
dea al tegumento y tiene proyecciones superficiales de natu
raleza glicoprotéica (Mattews 1982, Luria y cols 1978).
2.2.3. Propiedades antgénicas.: los virus del grupo her
pes tienen una estructura compleja que hace dificfl anali-
3ar y caracterizar las subunidades del virus, esto ha impe-<
dido relacionar estructura y funcién de los componentes dsl
virién. Se sabe que el virus es capaz de producir una respues
ta de anticuerpos neutralizantes después de la infeccifn na
tural 8 exverimental (Baskerville y cols. 1973). Ademis se-
conoce que algunos componentes del virifa, especialmente -
glicoproteinas mayores de la envoltura viral., son importan
tes en la neutralizacién. (Dalgard 1982, Pauli y cols 1982).

2.2.4 Propiedades Biol6gicas:

2.2.4.1. Seleccifn del hospedador: el virus ha sido recu
perado de gran variedad de especies domésticas como: cexdos

bovinos, ovinos, perros, qatos, también en granjas de visfn
y sorras; en animales silvestres ha sido reportado en: lie-
bre, visfn, teifdn, ratas, ratones; experimentalmente el vi-
rus pﬁede ser transmitido por inoculacifn, a un amplio esw
pectro de mamfferos excepto monos y reptiles (Gustafson -~
1975).

2.2.4.2. Cultivo celular : el virus puede multiplicarse
en ;a gran variedad de cultivos primarios, de diversos o-
rigenes v en lfneas continuas aunque no todos son iqualmenté
sensibles (Mc Ferran v cols. 1972); aunque Gltimamente ha si




do considerado el cultivo primario de fibroblasto de embrifn
de pollo (Ursache y cols 1977). ’

El virus forma placas en distintos tipos de células y
existe una relacidn lineal entre la cantidad de in6culo en
el de n@mero de placas producidas, aunque la eficiencia en
la formacibn de placas, puede disminuir si existen polisac§
ridos sulfatados en el medio.

El virus de Aujeszky se disemina r&pidamente en culti-
vos celulares 10 que aunado a la destrucci6n masiva de cé
lulas susceptibles, producen dos tipos de efectos citop&ti-~
cos, uno caracterizado orincipvalmente por la formaciBn de
sincitios y otro por la produccibén de células redondeadas
altamente refréctiles vy ocasionalmente con células gigantes
(Kaplan 1969). La formacién de sincitios, esta relacionada
con una mayor virulencia de las cepas (Bitsch 1980). por o=«
tro lado. la ausencia de replicacifn, la fusifn celular y a
qlutinacién de las células ocurre rara ves (Mattews 1982) .

2.2.5. Latencia: es una propiedad comin a todos los vi
rus de la familia herpesviridae que ha sido definida como la
relacién del virus con el husped, en la cual la infeccibn
inicial es sequida de la persistencia del agente en el hués
ped probablemente de por vida. En la latencia, el virus s
lo puede ser recuperado durante los perfodos de reactivacién
de la infeccifn.(Steven 1978). A

2,2. 6 . Cepas; se esperaria que ciertas cepas del
virus especialmente las de alta patogenicidad fueran excre-
tadas en mayor cantidad y la tranamisifn aerea de &stas ce-~
pas puede descartarse (Bitsch y Andersen 1982).Hasta ahora
no hay evidencia que relacione diseminacifn con virulencia
ni se conocen cepas con sensibilidad variable a agentes fi-
sicoquimicos que pudieran indicar mayor capacidad de di~-
seminacifn .

Otro aspecto importante en la biologfa del virus es
la existencia de cepas que presentan variaciones en virulen
cia signos clfnicos, provocados por la capacidad de disemi-
nacién etc., que se han encontrado mediante diversas técni-




cas como: tamaiio de placa en cultive celular, resistencia a
tripsina y temperatura, formacifn de sincitios y media de -
tiempo de muerte en ratén.

2.2.7. Resistencia:El virus es sensible a disolvente-
tales como: cloroformo, fluorocarbono, etc., detezgentés co
mo: el desoxicolato de sodio, tritén X-100 , dodecil nitra-
to de sodio, nonidet P-40 etc., y a desinfectantes como: for
malina, fenol, hipoclorito de sodio, etc., (Kaplan 1969); al
qunas cepas son sensibles a tripsina (Bartha 1969).

23. EPIDEMIOLOGIA:

La pseudorrabia es una enfermedad contagiosa, aguda y-
febril, en diciones naturales y puede ser reproducida median
te inoculacién experimental por diversas vias(Baskerville
cols. 1973).

El cerdo es la especie mis afectada, aunque es la mis
resistente a la enfermedad, por lo que se considera como -
huSsped natural del virus (Gustafson 1973). Por otro lado,
el hecho de que el virus haya sido aislado de cerdos inmu
nes y asintomiticos junto con la observacién de que muchos
focos ocurren en explotaciones aisladas. después del parto
O por compra resiente de hembras de repoblacién clinica-
mente sanas, apunta al cerdo como principal reservorio de -
la enfermedad (Kojnok 1965).

Diversos autores coinsiden en sefialar que el virus pue
de trasmitirse en cerdas, principalmente por secresiones o-
rales y nasales vy también por leche materna, semen, contacto
venfreo , ingestifén de carne de animales afectados y no pa-
rece ser transmitido por heces y orina, a excepcifn de algu
nas cepas aisladas en Estados Unidos (Kojnok 1965, Basker-
ville y cols 1973, Medviczky y Sabo 1982).

Otro aspecto importante, en la tranlqilién de la enfer
medad, es la vacunacién como causa de la difusifn de la en-
fermedad, ya que en algunos casos inducen a pensar que la
vacunaci6n incontrolada esta cambiando la epidemiologfa de




la enfermedad y no limita la difusién del virus. Esto po -
drfa explicarse por la tendencia del virug a la latencia -~
y por la dificultad para diferenciar anticuerpos vacunales

y anticuerpos de infeccibn de la enfermedad, lo que obscure
rece el diagn6stico.

Se ha establecido que en algunos casos, la infeccibn ~
por Aujeszky, se ha visto influenciada por el uso de equipa
miento compartido de vehiculo de granja, camiones de entre
gay el hombre como vector mecSnico. (Gustafson 1975) .

2.4, Cepas del virus de Auieszky

En los cerdos la infeccifn presenta diversos signos cli
nicos , los signos nerviosos mfs o menos severos siempre pre
sentes en algunos estadios de la infeccifn natural v experi
mental.(Lautie 1969, Dow y Mc Ferran 1962). Existen numero-
sos reportes en donde los signos respiratorios, son la ca
racteristica mis importante (Baskerville y cols 1971, 1972,
Chenev yStovanov 1958), considerandose que algunoi _virus
puaden tener un tropismo m&s desarrollado hacfa el tracto -
respiratorio (Kluge y Mare 1976).

También han sido observadas algunas diferencias en re-
lacién a la edad de los animales afectados en general se con
sidera que la enfermedad natural afecta comunmente a los cer
dos durante las cuatro primeras semanas de edad, presentan
dose una mfxima mortalidad hasta las dos semanas y esta es
mfiima en cerdos de engorda y reproductores (Akkemans 1976,
Baskerville 1981) Sin embargo algunos reproductores presen
tan cambios de virulencia con relacifén a la edad (Howath
y de Paoli 1968).

La localisaci6n de lesiones en diversos orgénos también
presenta ciertas diferencias que aparecen principalmente en
el sistema respiratorio (Dow y Mc Ferran 1962 Baskerville
1973) ; menos frecuentemente se han encontrado lesiones en
gléndula adrenal, miocardio, bazo, higado, rifion, testiculo
y médula 8sea (Baskerville y cols 1973).



La evidencia de la existencia de cepas variadas se ve
claramente al realizar la‘ inoculaci6n experimental de los a
nimales domésticos y de laboratorio, donde se observa la pre
sentacién de diversos grados de susceptibilidad, mortalidad
y signologfa (Lautie 1969). Asf se han aislado cepas espon-
t&neamente atenuadas, como la cepa Vc aislada por Bartha en
1961, en un foco de la enfermedad de cerdos, o la cepa Such
-1 aislada de cerdo por Skoda y cols 1964; y también la ce
pa aislada por Bodon y cols en 1969, de un foco de infeccién
de cerdos con problemas respiratorios.

Se han obtenido cepas atenuadas experimentalmente , co
mo la obtenida por Toneva en 1961, con virulencia aumentada
para palomo, y disminufda para conejo, ratén y cerdo.También
se han obtenido cepas atenuadas despulés de cientos de pases
en cultivo primario de embrién o fibroblasto de embrifn de
pollo que generalmente implican ausencia de prurito en cone
jo(Skoda y cols 1964, Zuffa Povak 1965, Tatano 1974, Ercege
‘vac Vasic 1974).

Toma en 1979, obtiene la cepa Alfort 26 termosensible
que a 40.5 °C no se replica, esta caracteristica constituye
un marcador genético que permite distinguirla de otras ce-
pas vacunales. Esta cepa fue derivada de un foco infeccio
8o en cerdos, mediante pases en cultivos celulares y con la
técnica de diluciones limites, cultivada a temperaturas pro
gresivamente mfs bajas. La termosensibilidad de esta cepa
no se modific6 despuls de diez pases en cerdo. _

La existencia de cepas de campo que exhiben diversos -
grados de virulencia y comportamiento biol8gico y la intro-
duccién de cepas vivas atenuadas usadas para la vacunacién,
plantea la posibilidad de encontrar marcadores de virulen
cia especificos para las cepas. La disponibilidad de técni
cas para la deteccifn de marcadores podria ser de importan-
cia en estudios de epizotiologia y control de la enfermedad.

Respecto al tamafio de placa(Bartha 1961), La cepa vacu
nal K se diferencia de las cepas virulentas, porque produce



' lacas de pequefio tamafio en cultivos celulares. Aunqde Sicola
%y cals 1964, observaron los mismo, ellos compararon la cepa
{Buk atenuada artificialmente y la cepa Such-1 atenuada espon
{t&neamente, con cepas virulentas y concluye que las cepas
;virulentas producen placas pequeifias en cultivo de fibroblas-
1to de embrifén de pollo, crecen lentamente y producen baios

?titulos, las cepas no virulentas , crecen r&pidamente y pro
' ducen altos titulos y ademfs placas grandes.

ﬂ La accifn citopStica en cultivo celular, también ha si
.do propuesto como elemento para la diferenciacifén de cepas
ﬂatenuadas o virulentas. Distintos autores han observado -
zque las cepas naturalmente atenuadas y las vacunales, pro-
{ducen un efecto reducido en cultivo celular. que consiste
;principalmente en redondeamiento de las células mientras que
,las cepas virulentas producen sincitios. (Bartha 1961, Zuffa
v Grielova 1966, Bodon y cols 1968 Bitsch 1980).

‘ Por otro lado la aplicacifn de las pruebas de tempera
étura y de tripsina, parece que también podrfa tener cierta
;importancia en la diferenciacifén de cepas. Platt en 1979, -
' compar8 cepas de campo y dos cepas vacunales y observé marca
‘dal diferencias entre ellas en cuanto a su resistencia a la
prueba de tripsina y a 1la prueba de temperatura. Platt vy cols
"en 1980, usando la prueba de tripsina. observandose diferen
'cias, entre cepas virulentas y atenuadas, incluso reportaron
*que en esta prueba se presentaron diferencias frente a la
prueba de temperatura entre cepas 1ndist1ngu1hlo- por su ~
Lconoortaniento.

: 25. PATOGENESIS.

J En condiciones naturales se admite gue la forma mas co-
gmﬁn en que se astablene 1la infeccifn en cerdo es mediante la
1ntroducc16n o inhalaci6n del virus en la cavidad nasal (Bas
*kerville y cols. 1973), suponiendose que el sitio primario -
Sde replicaciOn se ubica en el tracto respiratorio superior -
- (Wittman y rols. 1980 Mc Ferran v Dow 1965) .Despuéis de la in
feccian experimental. el virus puede ser recupsrado de las =~

lectelionel orales y nasales continuamente. durante diez dfas
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(Mc Ferran y Dow 1964. Wittman y cols 1980)

Aparentemente el virus emiaqra desde la mucosa nasal( via
nervio olfatorio) v desde la mucosa farfngea (vifa nervio glo
sofaringeo. ncleo solitario de la m&dula o por terminaciones
del nervio trigémino de la cavidad nasal y oral) a ouentes y
médula espinal (Mc Ferran v Dow 1965, Olander y cols 1966, Al
va Valdes y cols. 1983). El virus emigra a través de fibras
nerviosas por el axoma, mediante flujo axonal retr8arado, ha
cfa los cuerpns neurnnales de gang!ios y hacia el sistema ner
vioso central (Dolivo y cols. 1978),

La diseminacién del virus dentro del sistema nervioso -
central es ripida v, hacia el septimo dfa pns-infeccién, to-
das las reqiones del sistema nervioso central pueden contener
virus, afectando todo tipo de células de vagos, neuronas y
glfa; el sistema nervioso central del cerdo parece ser resis
tente al efecto del virus de Auieszky v en muchos casos, el
animal sobrevive a la infeccifn. la multiplicacibn del virus
en el sistema nervioso..central parece ser limitada. A nartir
del orimer dfa pos-inoculacifn del virus no puede ser aisla-
do del sistema nervioso central, la desaparicifin del virus -
coincidié con la aparicién de anticuerpos neutralizantes en
sangre. (Mc Ferran y how 1965).

En relacibn a la patogenecidad en el aparato respirato-
rio- se sugiers que en la primeras 24 horas después de la de
posicifn del virus en la cavidad nasal del cerdo. este se mul
tiplica activamente en mucosa nasal. faringe y tonsilas. Pro
bablemente las partfculas son inhaladas directamente desde -
la nasofaringe hacia la traguea y pulmén (Baskerville v cols
1973). : '

Las cepas gque no producen lesifn respiratoria marcada -
de! virus han sido aisladas de mucosa traqueal desde al pri
mer dfa, hasta el noveno df{a, mientras que en el pulmén se -
aisla el virus del tercero al noveno dfa pos-inoculacifn ex
perimental (Now v Mc Pervan 1962).

26. SIGNOS CLINICOS .

La enfermedad en el cerdo esta caracterizada pnr 1la pre
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sencia de signos clinicos, lesiones macroscbvicas y cambios
histovatolfgicos en el sistema nervioso central (Baskerville
y cols. 1983. Lautie 1969). pero, aunque estas manifestacio-
nes estaban casi siempre presentes en alaunns de la infe
ccibn natural y experimental (Dow y Mn Ferran 1962, 0Olander
y cols. 1978). también algunos autores han sefialado que los
signos respiratorios pueden ser la caracteristica mas imvor-
tante de la enfermedad (Baskerville v Mc Ferran 1971, Ghene-
visto v Anov 1958. Lautie 1969). .

En la infeccibn natural, los signos clfnicns pueden vari
.Ar degde una forma leve con fiebre, acomnainada de anorexia,
sonido nasal y bajo porcentaje de morbilidad (Baskerville y
Dow 1972) hasta una forma severa con fiebre, anorexia, vémito
y postracién, Los signos nerviosos incluyen: excitacifn, in-
coordinacifin, paresia del tronco posterior, movimientos en -
circulo, convulsiones epiltpticn, depresién en estadfos ter
minales y alto Indice de mortalidad(now v Mc Ferran 1962, O-
lander v cols. 1966)

Con respecto a la edad se considera, en general, que los
lechones, hasta las dos semanas. presentan {ndices de mnrtali
dad hasta del 1008 y disminuve progresivamente, vara presen-
tar una mortalidad del 15% al 208 a las cinco semanas de e-
dad (Baskerville v cols 1973), la siqnologia de cerdos de -
enqorda es dificil de describir, va que presenta caracteris
ticas subclfnicas (Lautie 1969, Thawley y cols 1980). La pre
sencia de manifestaciones subclfnicas ha sido apoyada por -
estudios serol8gicos (Mc Ferran y cols 1982, Lenihan v 0'Co
nnor 1982), aunque en otros casos se oresenta fiebre, inane
tencia v ligeras manifestaciones nerviosas o. en otras ocasio |
nes . se manifiestan como un problesa pulmonar. acompafiado de
disnea (Lautie 1969). Ademds se sefiala que los signos mis -
marcados en cerdos de engorda son las manifagtaciones respi
ratorias acompafiadas de somnolencia, en la mayorfa de los ca
208 la mortalidad en cerdos de engnrda nscila entre 1% y 38
(Lautie 1969).
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En reproductores la enfermedad puede vasar jinadvertida,
ya que las manifestaciones nerviosas son raras y normalmente
se presenta 88lo una ligera anorexia y flebre; las secuelas-
opueden ser: abortos, nacidos muertos y momificaciones, normAl
mente se presentan hasta los diez dlas de iniciados los sig
nos en las cerdas (Kwge v Mare 1974. Wohlgemuth y cols 1978
Thwley y cols 1980).

Los elementos que parece estar relacinnados con la seve
ridad de la enfermedad es la dosis del virus al infectar al
cerdo (Baskerville 1972). se observa que la dosis estf rela-
cionada con el perfodo de incubacifin, tiempo de anaricién de
fiebre, 1a gravedad de los signos. lesiones v el verfodo de
infeccién y muerte.

Por Gltimo. el estado inmune del animal puede modificar
la signologfa . produciendo formas m&s leves de la enfermedad
y mortalidad reducfda (Koinok 1965, Mc Ferran y Dow 1973, 1975
Adries y cols 1978, Alva Valdes y cols 1983).

7. IMPORTANCIA EN MEXICO DFL VTRUS DE AUJFSZKY

En México los primeros reportes fueron realizadns por =
Bachtolden 1945, en bovinns; eb 1973 se notific6 un brote de
Aujeszky en cerdos, en una granja de! estadn de Jaliscn, en
donde con frecuencia importaban pie de rrta de los Estados -
Unidos; durante ese aifio y el siquientea la enfermedad orevale
cfo en la zona, brovocando la muerte de 3600 Yechonas (Thorner
1961) .La pseudorrabia se extendi8 en los primeros meses de -
1975 a 1os egtados de Michoac8n, afectando hembras v causando
la pérdida de 20 000 lechnnes (Thorner 1961).

En 1976 la regifn continfio sufriendo de la enfermedad
de Auieszky. pero 1a revercusifn econfimica para los vorcicul
tores fue menor debido a que la poblacin se encontraba par
cialmente inmune. Sin embarco, en 1978 al estudiar la serola
gfa, encontraron un alto predominio de anticuervos frente
a la enfermedad de Aujeszky, 25.8%, en los estados de Michoa
can Guanajuato y Jalisco. -



En 1982 Mercado y cols. observaron una alta incidencia
de muestras vositivas(12-75%), y un alto n(mero de explotacio
nes afectadas variandn desdea 1 12% al! 100%; donde el estadn_
mas afectado fue Michoacan sequido de Guanajuato y Jalisco.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal planteado en este trabajo es el si
guiente:
l.-Diferenciar varias cepas del virus de Aujeszky, aisladas -
de campo junto con una cepa atenuada como control Shope:
mediante los marcadores biol8gicos de virulencia: antes v
después de diez naséb consecutivos en cultivo primario de
fibroblasto de embrifn de pollo.

2-Plantear una metodnloala de atenuacifin, de cepas de virus
de Auieszky. mediante diez pases consecutivos sobre fibrow
blasto de embridn de pollo. determinando esta atenuacifn -
mediante los marcadores biol6gicos.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Cepas del virus de Aujeszky.

Las cepas del virus de Aujeszky en estudio, fuerdn cua
tro: tres cepas aisladas del rastro de Cuautitlén estado d;
México, en la unidad de pos-qrado de la FES-C (cepas 215. 145
C-8) y una cepa control Shope, con caracterfsticas de ser una
cepa atenuada proporcionada por el departamento de epizotiolo
afa del INIF Palo Alto. D.F.

4.2. Cultivo primario de Fibroblastos de Embrién de Pollo

2.1. Material: Para cultivo se utilizaron 10 embriones de.

pollo(proporcionados por Salsbury, S.A.); 24 botellas de leche
estériles. un embudo con aasa estéril. un par de tijeras cur-

~ vas estériles, un vaso deprecivitadoestéril, 10 tubos de cen-

trifuga estériles, una cémara de Newbauer.

2.2. Soluciones: MEM-HLA*(10% de suero fetal de ternera~-
irradiado con luz U.V. preparado en el laboratorio). 1% L-Glu

tamina. 1% de penicilina-estrentomicina*(sol. de penicilina -
100 U.I./ml y estreptomicina ilmcg/ml) , tripsina® (sol. al -
0.25% en amortiguador de fosf&tos pH=7.2), aszdl de trioén 0.1%
lugol.

2.3, Método

~1,- Por medio de un ovoscopio, se verificd la viavilidad del

enmbrién de pollo, y se indic6 con una seilal la posicifn de
éste.

2.-Se¢ sumergif el hu.vo en alcohol., y con un algodén empapado
de lugol, se désinfectS la camara de aire, del huevo, todo
esto en zona de estérilidad.

3.-Se elimin6 el cascarfn y la fdrfara de las cémaras de aire
de los embriones, &stos fueron sacados v colocados en una
caja de petri que contenfa solucién amortiguadora de fosf§
tos.

4.-Se lavaron dos veces los embriones con solucifn anortiqug
dora de-fosfhtos (pH=7.2).

5.- Se eliminaron: patas. pico, ojos y viceras de los embrio.
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6.-Se lavaron dos veces con solucibén amortiguadora de fosf§
tos.
7.-Se retird el remanente, colocindose en una jeringa est§
ril, se pas6 al tripsinizador. que previamente contenfa
25 ml de solucifn de tripsina.
8.~El macerado obtenido se puso en agitacifn 5 minutos, ha
ciendose pasar por un embudo. (eliminandose despuls el
sobrenadante); posniendose el remanente a tripsinizar
durante 30 minutos.
 9.-Se recogieron los sobrenadantes dejandose a 4°C, se re
pitié esto. hasta aque se deshizo el teiido.
10.-Se centrifugl a 170 X a; 30 minutos.
11.~-8e eliminaron los sobrenadantes y los sedimentos fueron
resuspendidos en 5 ml de MEM-HIA* (con 108 de suero).
12.-Se contaron las cflulas viables (de acuerdo a Hamish-Cu
nninham), se ajustaron a una concentracién de 1.% 1o‘
células por ml, en botella de dilucibn de leche; gue poste
riormente se le agregl 25 ml de MEM-HLA*,

* Grand Island Bjoloagical Company. Grand Island. New York wm
** Farmacefiticos Lakeside, S.A. de C.V. (México).
*' pifco Laboratories, Michiagan. (USA).

st Fon



17

«; 3. Mantenimiento de Cultivos Celulares

3.>1. Material: vaso de precipitado estéril.

3.2. Soluclones: MEM-HLA* con 5% de suero fetal de ternera

estéril, solucifn amortiguadors de fosfitos pH=7.2,

3.3 Método

1.- Se eliminaron los medios de log cultivos celulares.

2.~ Se agregaron 15 ml de solucifn amortiquadosra de fosf§-
tos (PBS(A)) , agitando liqeramente (se repitié dos ve-
ces). ' ‘

3.- Se agregaron 25 ml de MEM-HLA*. a cada botella de leche
y se observaron al microsc8pio los cultivos, incubando-
se hasta observar confluencia de los cultivos celulares.

4.4. Prusba de Sensibilidad a Temperatura

4.1. Material: Una botella de leche de cultivo primario de

tibroblasto de embrifn de pollo conn\nntc, por cepa de vi-

rus ; bafio marfa.

4.2. Soluciones: Solucifén amortiguadora de fosfftos (PBS(A))

NEN-HLA* con 2% de suero fetal de ternera.

4.3. Método:

1.- Una ves que los cultivos primarios de fibroblaato de em
brién de pollo estubieron confluentes, fueron lavados -

: dos veces con PBS(A).
‘2,- Las cepas de virus fueron incubadas a 56 °C durante 30
minutos.

3.- Los cultivos primarios de fibroblastos de embriSn de no
1lo, fueron infectados con 0.2 ml de la suspensidn de -
las distintas cepas del virus "de Aujesszky, incubandose
durante media hora a 37°cC,

4.- rué eliminado el 1fquido de infeccién

5.~ Fueron agregados 25 ml de MEM-HLA* con 2% de suero fetal
de ternera(irradiado con U.V.)

6.- Se incubaron los cultivos infectadaos a 37°C, hnta apa
ricibn del efecto citofftico.

7.- Una ves aparecido el efecto citopftico, los culuvol fue
ron conqelados a -70°C.



3.5. Prueba de Sensibilidad a Tripsina
5.1. Material:Cultivos de fibroblastos de embriAn de PO
1lo (una botella de leche pnr cepa); vaso de precipitado;
bafio marfia.
5.2. Soluciones: Solucibén amortiguadora de fosfatos, MEM
HLA* con 2% de suero fetal de ternera.
5.3. M8todo:
1.~ Se incub8 a 37°C, una solucifn de: 0.5 ml de suspensién
: de virus mas 0.5 ml de tripsina al 0,5%, durante 30 ming
itos . para cada una de las cepas.
2.-Los cultivos primarios fueron lavadns dns veces con solu-
cién amortiguadora de fosfatos.
3.-Tos monoestratos fueron infectados con 0.2 ml de suspen~
sién de las cepas mas tripsina (paso #1), incub&ndose du-
rante media hora a 37°C,
4.-Se elimin6 el lfquido de infeccibn, y vosteriormentesa a-
greg6 MEM-HLA* (25 ml por botella de leche).
S.-Los monoestratos infectados fueron incuhadns a 37 °C hasta
la aparicién del efecto citop&tico.
6.-Los monoestratos infectados fueron congeladns a =70 °C.
4.6. Control de Capas : Sin Tratamientn,
6.1, Material: Cultivas de fibroblasto de embrién de oo
llo (una botella de leche por cepa); un vaso de precipitadn;
6.2. Soluciones: Solucifn amortiguadnra de fosfatos, -
MEM-HLA* con 2% de suero fetal! de ternera.
6.3. Métodn:
1.-Se lavaron los monoestratns de cultivo primarin de fibro
blasto de embrifn de pollo, dos veces con solucifn amortigua
dora de fosf&tos-
2.- Se infectaron los moncestratos ron 0.2 ml de suspensién
de virus durante 30 minutns a 37°¢",
i 3.-Se eliminaron los liquidos de infecnifn de los monoestra-
% tos,
" 4.-A los monoestratos sse les agraegaron 25 ml de MEM-HLA* -
con 2% de suero fata) de ternera irradiadn con U.V, por




botella de leche.

5.~-Se incubaron hasta la aparicifdn del efecto citondticn a
37 °c.

6.-Una vez aparecido el efecto citondticn, lns monomstratos
infectados. fueron congelados a -70 °C.

¥.7. Proceso de Atenuacibén de Las Cepas del Virus de

Aujeszky.

Las cepas del virus de Aujeszky, fueron nas~das a tra-
vés de diez pases consecutivos de cultivo primario de fibro-
blasto de embrién de pollo, en cada pase las cepas se trata-
ron con tripsina 8 temperatura junto con un tratamiento con
trol (cepas sin tratamiento). Una vez producido el efectn ci
topitiro ahundante en los monoestratos y antes de realizArse
el siguniente pbase el virus se liber§ por lisis de c&lulas =
por congelacifn descongelacifn (~70 °C a 37°C tres veces con
secutivasg) .

4. 8. Neterminacifin de Tamaiin de Placa

8.1. Material: 3 botellas Roux con linea célular conflu
entes , 7 tubos de centrifuga estériles, 210 cajas de petri
falcon*] 90 tubos de ensave estériles. pinetas, un vaso de =
precipitado.

8.2. Soluciones: Solucién amortiguadnra de fasfatos pH=
7.2(PRS(A))), tringina*"- versene*"' (solucién de trinsgina a!l
0.25% 5 ml: y versene 1% 0.4 m! y se llava a un volumen total

de 20 ml con PBS(A)): MEM-EARLE* (con sales de Fagle) suero

fetal de ternera irradiado estfril. inactivado a 56°C, duran_

te 30 minutng; 1% de L-clutamina* (snl. concentrada 100X); 18
de so0l. penicilina-estreptomicina** (sol. de penicilina 100
U.I.‘y estreptomicina imrg/ml)+ 1% niruvato* (sol. al 2.5%);
acarosa al 1.5 § sol. amnrtiguadora de fomfStos-fnrmnl*®® (10%
de formol), sol. gqiemsa*°°®°(sol, al 20%).
8.3. M&todo:
1.~ Tas botellas Roux. con lfnea celular PX-15 confluentes:
se lavaron con PBS(A), dos veces. Posteriormente se les
agreaaron 5 ml de soluciSn de trivsina- versene, aaitan
dose hasta desnrenderse todn el témiz

1
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2.~ La tripgina fué inactivada con Mem con 10% de =muero, nos
teriormente centrifucandose a 170 xg, durante 30 min;
tos a 4 °c. -

3.-Los sobrenadantes se eliminarnn y 'os sedimentos se resus

pendieron en 370 ml de MEM-EARLF* con 10% de suero fata! de
ternera est8ril e inactivado.
4.- Se colocaron 2.5 ml de susocensifin d» MEM-c8lnlams , en ca
d» una de las rajas de petri falron*®, inoculando agi -
und concentracibn 1x10% células vor caja.
5.- Las cajas falcon, fueron incubadas a 37°c, 48 hrs, en at
mosfera de Cn2(31.5 gr de an),
6.-Una vez confluentes las caias falcon fueron infectadas con
diluciones logaritmicas(base 10), de 1las cepar de! virus
de Aujeszkv, preparadas de la siguiente maner»: trabajando
en zona de estfrilidad , furon colocados 7 tubos de ensa
ye en una gradilla y se puso primero 0.9 ml dea PBS(A),
a cada unn de ~llns. Para hacer las nrimeras diluriones -
de Yas cepas 215, m-8. 145 y Shope; s agitA la susoensifn
de virus v se tom$ 0.1 ml y se afnadi8 al tubo #1 ; este

fué agitado, v se tom8 0.1 ml pasandose al tubn $2¢ prncedien
dose asi suscegivamente hasta terminar con el tubo #7, -
después de agitarse &ste G1timo tubo se tom8 0 1 m! y «
se elimind igualando el volumen de todos los tubos. Todo
egto se hizo oara las cuatrn cenas

PBS(A) (m') 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9

Virus (ml) 0.b0 o1, 2 .} lwu K‘1

FO0000T

Dilucifn 107} 1000 1073 107' 1005 1076 1077

7.- Fueron infectadas las cajas falcon con 0.1 ml de cada una
de las diluciones . de Yas repas, usandose dos falenn pnr
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dilucién

8.-Las caijas falcon fueron incubadas una hora a 37°C en at-

mosfera de CO,.

9.~ Se prepar8 MEM-EAGLE 2X (medio preparado al doble de su

concentracifn), adicionandole agarosa al 1.5%, en una =~
proporcibén de 50% de cada uno.

10.-Se e~limin6é el 1fquido de infeccién de las cajas falcon*®

qreqandoseles 2.5 ml de MFM-2X-agarosa por placa.

11.- Se incubaron durante cincn dfas, las caias falcon; y al
quinto dfa se les agregaron 2 m! de PBS(A)-formol, a -
la capa de agar formada, incubandogsea durante 12 horas »

4°C.

12.-Las cajas falcon se sacaron de incubacibn. agitandolas %

ligeramente, eliminandose el sobrenadante, y lavandnlas
con agua corriente, hasta que se desecho todo e! agar de
la caja falcon

13.-Las cajas falcon fueron secadas a temneratura ambiente

14.-Fueron tenidas con colorante de giemsa, durante una hora.

15.~ Se lavaron con agna corriente, hasta que el agna gali8
clara,

16.-Se secaron a temperatura ambiente y nosteriormente medi-

das v cuantificadas las unidades formadoras de placa

**'EDTA

1'°Fa1con'mt>1v. Bicton Dickenson. Co (BD) Oxnard Califnrnia
93030 USA. (cajas de vetri de 3.3cm de difmetro)

®*%oMerck USA.

*ecogioma de México S.A.
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dilucién

8.-Las caijas falcon fueron incubadas una hora a 37°C en at-

mosfera de coz.

9.- Se prepar8 MEM-EAGLE 2X (medio preparado al doble de su
concentracién), adicionandole agarosa al 1.5%, en una -
proporcifn de 50% de cada uno.

10.-Se alimind el 1fquido de infeccifn de las cajas falcon*®
greqandoseles 2.5 ml de MFM-2X~agarosa por placa.

11.- Se incubaron durante cincn dfas, las caias falcon; y al
quinto difa se les agregaron 2 m! de PBS(A)-formol!, a -
la capa de acar formada, incubandose durante 12 horas »

4°C.

12.-Las cajas falcon se sacaron de incubacifn. agitandolas *
ligeramente, eliminandose el sohrenadante, y lavandolas
con agua corriente, hasta que se desecho todo el agar de
la caja falcon

13.-Las cajas falcon fueron seradas a temneratura ambiente

14.-Fueron teiiidas con colorante de giemsa, durante una hora.

15.- Se lavaron con agna corriente, hasta que el agna salib
clara,

16.-Se smcaron a temperatura ambiente y nosteriormente medi-

das v cuantificadas las unidades formadorms de placa

**'EDTA

*eFalcon™Mpiv. Bicton Dickenson. Co (BD) Oxnard California
93030 USA. (cajas de vetri de 3.3cm de difmetvo)

*®oMarck USA. '

wooogioma de M8xico S.A.

et
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4.9. Titulacifn de las Cepas de Virus de Aujeszky

9.1. Unidades formadoras de Placa.

Esta técnica fuf descrita anteriomente, en tamaiioc de placa; aqui
solavente se harf mencifn que ful un método empleado para titular las
cepas de virus de Aujeszky (C-8,145, 215 y Shope).

9.2. Dosis Ietal en Ratln

9.2.1. Material: 72 tubos de ensaye, 72 pipeta, 72 jeringas de tu-
berculinas, 568 ratones cepa NIH-3 de 21 dias de edad, solucifn amorti
quadora de fosf&tos pi=7.2. ”

9.2.2, Mitodo:
1.-Se prepararon dilucionss logarimicas de acuerdo a la wmetodologfa -

de tamafio de placa (paso #6)
2.~Con una jeringa, se tamd wn ml de cada dilucifn, e inocularon 0.05
ml a siste ratones por dilucifn de virus, por via intracerebral.
3.~ los ratanes inoculados se mantubieron en observacin, durante un ps
riod de 15 dfas, eliminando los muertos por traumatismo,
4.~5e realizaron los cflculos por el método de Reed y Muench (Himng
1973). ,
4.10. Prueba de Media de Tiempo de Muerté en Ratfn

10.1. Material: 56 ratones cepa NIH-3, de 21 dias de edad, coloca
dos en grupos cbsieu._n:hdngnposporm.
10.2, Método.

1.- De acuerdo al titulo cbtenido por el mftodo de Dig, en ratfn,de cada
ocspa, se inocul® 0.05 ml via intracerebral a cada ratfn (14 ratones
por cepa distributdos en dos grupos de siste).

2.~ Se consideraron los siquientes controles, en cada qrupo, se inoculd
via intracerebral dos ratones con solucifn de PBS(A) pis7,2.

3.~ se revimaron constantemsnte los ratones inoculados, midiendose el -~
tiempo ds muerte de cada ratén,

4.~ Ss realizaron los cliculos necesarios de acuerdo a Platt y cols. 1980,

4,11, Sensibilidad de las Cepas del Virus de Aujeszky en Comsjo

11.1. Material: 12 jéringas de tubsrculina, 60 tubos ds ensaye esté
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riles, 60 pipetas estériles, 12 conejos de 21 dfas raza neolandesa blan
0.
11.2. MBtodo:
1.- Se realizaron diluciones logaritmicas de acuerdo a los tftulos cbte
nmmuumimammprumamwnm.
2.-Se inoculS 1 ml por via subcutfnea, utilizando un coneio por cepa: (
(esta prusba se realiz para las cepas de virus antes y despufs de
eer tratadas con temperatura y tripsina y a través de diez pams solre
fibroblastos de embrifn de pollo) ver cuadro # 6 v 7.
3.-Se mantubieron en cbservacifn durante un parfodo de 15 dfas en espera
de la aparicifn de signos clinicos (rascedo, irritabilidad y musrte).
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4.12. Técnica de Extraccifn de Antigenos Solubles del Virus

12.1. Material: 1 botella de roux confluente de fibroblastos de em

brifn de pollo, 2 basos de precipitado de 500 ml.

12,2, soluciones: MEM~EAGLE (con sales de earle), polisorbato 80**'

(tween 80), sulfato de ammio.

12..3.‘M:

1.-E}- cultivo primario. de fibroblastos de embrifn de rollo, cofluen

te, se infectS con virus de Aujessky (4 X 107 UPP/nl)

2.- Una vez generado el efecto citopfitico, se eliminf el medio de mante
nimisnto (MEM con 28 de suero), de los cultivos, agregindosele 0.2
ml de polisorbato 80, poniendose enssguida en el agitador orbital
a 130 rmm, 37°C durante cuatro horas.

3.- Daspuls se centrifug® a 200 X q durante 15 minutos a 4 °C y por cada
20 ml de scbrenadante se afiadieron 8.5 gr de sulfato de awonio.(a
gitando ligerament). Cuando el precipitado se disolvi$ completamen-
te, fus centrifugado a 3 000 X g, durante 30 minutos a 4 °C .

4.- Se descart8 el li{quido situado por debajo de la capa cramsa que s
for8, la capa cremosa se resuspendiS en 20 ml de solucifn'de fosfs
tos pis7.2. '

5.~-Fara eliminar campletarente el sulfato de amonio del extracto anti-—

génico, 8ste se dializf frente a solucifn arortiguadora de fosf&tos
PH=7.2, durante 24 horas, cambiando repetidas veces de solucién amor
tiguadora de fosfitos. ‘
6.-Posteriormente el extracto antigénico se dialia8 12 horas a 4 °C, con
tra agua destilada.

7.~ Posteriormante el estracto antiglnico se dializ6 12 horas a 4 °C

contra agua destilada,

8.~ El dializado se congeld en alicuotas de 10 ml a =70 °C.

#*¢ Merck Co USA.
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4-.13. Determinacifn de Anticuerpos: Por el Método de doble difusifn

Solucifn Tenidora:
Azl de Coamassie Brillante R-250 .....ecceseeevsccsesesesesesls25 gr
L -1 1 B
Ac. AOBtico Glacial ..cececerrrnrecsnscarcrnsscesconnrenceses 6,0 ml
AQUA DEBtLladh....cerrecerenrrenrenancnncccrransoncnsssonsnsns 227.0 ML
Se disolvif el colorante en la solucifn de metanol y agua, y se afia
di8 Scido acftico, eliminandose el material insoluble por filtracifn con
papel vatiman #1, esta solucién se quardS en botellas obscuras.
Solucifn Decolorante.
ELanol ADEOLUPRO .« cvveeeresereenarssnnnees ceereeacernseress 1500mL
Acido AoBt100 GlaCiAl..cereassaciosncssccsscocscsonsncsnnssassd0 Ml
AQUA DEStALAM ...covcecrreareccrcsonrcnsccncnsnsssoscsnenesass500 Ml
Tamgon Tris (Tris hidroxi metil amino metano 0.1 M (phe8.2)

ocamposicién por litro,

ni’-oco..tton-oo..o-o.nlo.-coo.n.-.oo'.oll.o.no.l-loov.oo.oo.nol gr

| aforar a wn litro de agua destilada.

Ajustar a pH=8.2, con solucifn Wde HcL .
13.2, Método: .

1,- Ss lavaron y limpiaron perfectamsnts, los vidrios de 7.5 X 6 am.

2.~Se prepar6 agarosa al 0.65% con tampfn (tris) dilufdo a la mitad.

3.-Sobre los vidrios se vacif la agarosa, a una temperatixa menor que
1a de ebullicifn, y ss esperS a que galificara, y ocon ayuda de un sa
cabocados, fusron formados los posos . '

4.-8s colooS el antfgeno en el pox central, y alrededor de $ste las di
luciones dobles del susro (sueros de los conejos desafiados).

S.-las diluciones dobles de los conejos desafiados fusron preparadas de
la siguiente manera: en zona de esterilidad ss colocaron siete tubos
en una gradilla, colocandose primero 0.5 ml de PBS(A), v posterior-
mentese agregs 0.5 ml de suero previamante agitado y se puso en el

primer tubo, €ste se tamd 0.5 ml una vez agitado y se pasd al tubo #2

* y asi suscesivemsnts hasta el tubo §7 en donde se eliming0.5 ml ds
1a dilucifn para equilibrar, volumenss (agitando la solucifn en cada
rame) .



26

6.~ Los geles se incubaron en cimara hfimeda y revisaron du
rante 3 dfas.
7.-Se tifieron durante 5 minutos. con solucién teiiidora.
8.-La solucibn tefiidora se elimin6. agregandose la solucién
desteiiidora entre 10-15 minutos.
9.-Se observaron las bandas de precipitacifn formadas con-
tra la luz normal.

Diagrama de Doble Difusidnv

(’ <>4lc
o0 F
'§afg qh:

Tftulo del virus de Aujeszky: 10‘

que se diluy8 a 102
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5 RESULTADOS

Uno de los marcadores de virulencia medidos en éste estudio, fut
el de tamafio de placa producida por las cepas del virus de Aujesaky:
C-8, 145, 215 y Shope(ver cuadro §1). Al realizarse el anflisis estadis
tico por ANOWA, y prueba de Tuckey (Hurley y Landeros 1980), con P=0.05
ax0,05 (ve# cuadro #2); las diferentes cepas de ste estudio manifes-
taron 1a siguiente relacifn:

215 > 145=chope » C-8

Los resultados mmstran que si existe diferencia. significativa en
tre el tamafio de placa manifestad por las cepas en estudio; dicho ank-
lisis estadistico sostr6 que la cepa 215 presento el tamafio de placa ma
yor , siguisndole 1a cepa 145 y Shope y estag- (ltimas resentaron iqual
tamaiio de placa misntras que la C-8 present el menor tamaifio de placa de
las cuatro; lo cual sugiere que la cepa 215 es la menos virulenta y C-8
es la mis virulenta,

Las cuatro cepas del virus de Aujeszky fueron sametidas a dos trata
mientos: a)Sensibilided a tripsina(0.5% de tripsina dwante 30 mimitos
a37°C) y b) Sensibilidad a Temperstura{3o minutos a 36°C), en cada wo
de los passs llevando una cepa gin tratar como control: todas las cepas
todas las cspas resistieron a este tretemiento.

En la siquiente etapa se proocedif a titular las diferentes cepas
For medio de la t&cnica de Dig, en ratfn segln Hsiung (1973): wer cua
&vo #3; ds acusrdo a éste titulo se procedif a inocular los conejos y
ratones. Para la prusba de media de tiempo de mmrte en ratfn (MIM)
(ver cuadro §4) reportada por Platt en 1980. Esta fuf determinadn en és
te estulio, y considerando lo dicho por éste autor, de que la prusba es
nmmumeymmmmmm-mmm
no virulentas , y al realizarse el anflisis estadfstico por ANOVA (ver
cundrod5) las cepas pressntaron la siguiente relacifn:

215=C-8 D Shope=145 ,

Cbeservandose que si existe diferencia significativa, entre las cepas

por medio del anflisis estadistico, abtensmos que las cepas 215 y C-8
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presentan el miamo MIM, pero este es mayor que el que presentan las ce
pas Shope y 145,

Otro de los marcadores de virulencia medidos fue el de sengibili
dad a conejo para antes y despufs del tratamiento con los diez pases
consecutivos sobwe fibroblasto de embrifn de pollo.(ver cuadro #6 v#7)
al camparar los resultados observados vemos que los conejos desafiados
con virus tratado no manifestaron prurito ni murieron, mientras que les
conejos desafiados con cepas de virus no tratado manifestaron prurito y
los desafiados con las cepas C-8 y 215 murieron.

For Qltimo se determinS la pressncia des anticuerpos en los sueros
de los anejos desafiados con las cepas tratadas, por la técnica ds do
ble difusifn en agarosa (Wallenborg 1979) (ver cuadro #8), en donde va
mos que la cepa 215 s/tratar fuf la que produjo busna respussta em ©O
neio siguisndole la 215 tripsina, 145 y Shope s/tratar siendo que la C-8 -
s/tratar casi no produio respussta y C-8tripsina y temparatura son aspas
que no produjeron respuesta en oonejo. ’



CUADRO # 1

Tamaflo de Placa en mm en Linea cslular PK-15 de las
' . Diferentes Cepas del Virus de

Aujeszky

~ CEPAS
_jacee 25 c8 145
x |oam|o26| 0133 | o0am

0.1304 | 0.137 0,037 0,09

ds inocular las cajas faloon conflusntes
con 1fnea ocelular PK-15 0.1 ml ds diluciones loga-
ritmicas ds las cepas dal virus de Aujessky, con -
un tiampo de incubacifn ds cinco dfas, fusron medi
das las wnidades formadoras de placa en mm, =

62



CUADRO # 2

Anflisis de Varianza (ANOVA) de los datos Fressntados:
en el cuadro § 1 para Twmaflo de Placa

& - o o Fc
Tratamientos | 3 0.1393 | 0.0464 | 17.21
*roxr | 156 0.40425 | 0.00259
Total | 159 0.54357

Significativa con =0.05 y P=0,05 en donds Glagrados de libertad
SC= mma de cusdrados, Of= media de cuadrados, Fe= F calculada. E
xiste diferencia significativa porqus Fc =17,21 Ft

ot
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Titulos de Diyy en ratfn de les ceras del Virus de Aujestky

CEPAS mlxgxo DESWUES DE DIEZ PASES
PASES Iatura tripaina
c-8 10745 | 10728 10738 10748
2 15 10- Y4 10"3 X ] 10-3 N ] 10* or
. “S 10'. 07 10'-2.5 10-200 10.“3

&mﬂmsmut&n a las cepas ds Aujessky, antes y lplo trata

misnto con difs"fases consecutivos sobre fikroblasto de enbrifn ds pollo, Fus-
mutnt ratones cepa NIH-3 de 21 dfas de edad, siete ratones por diluci-
On y 56 por cepa, considerando los siquisntes controles: 3 ratones inoculados-

oon mw pn-w.z por via intracerebral, 0.02 ml,

T€



CIADRO § 4

Prusba de Media ds Timwpo de Marts en RatSn

——
CEPA RANGO (hra) X 4~

c-8 18-168 120,3 +/- 46.8

5 24-160 110,28 +/- 52.8

SHOPE 30-160 114,83 +/- .5 |

218 48-168

126.11 +/~- 48,3
ECA——

44



CINRO 15
Anilisis da Varinasa (ANOVA) de los Datos Presmtados en el cuadro
#4 paxa Madia ds Tiemwo de Musrte en Ratén (MIM)

@ [ ol 13
Teatamlentos | 3 | 14684 4961 3.064
~ B | 52 (1 V1)
Total 58 84532

swzativn conal=0, Myh(O 027, Glwgrados de libertad, SC»
de cuadrados, Q= madia de cuadrados Fo= F calculada: exists diferencia
Mﬂ signifioativa ya que Ic ¢s maycr que Ft (P de tablas).

€€



CUADRO & 6

Sensibilida de las Cepas del Virus de Auiesgky en Conelo
Antes del Tratamiento.

CEPA PRURTTO SIQN0S SIGNOS MUERTE
NERVIOSOA RESPIRATORIOS

215 ++ + - L
c-8 + + - ol
Shope + + —— no
145 + + ) - no

Ss utilisaron cuatro consjos por cepa de,raza neolandesa blanco, dastetados, inoculados
por via mboutfnea a una doois de acuardd a la Dl en ratfn de las oepas sin tratar. -
(+)8ignos positivos muy ligeros; (++) Signos plitwou moderados; (+++) Signos positivos--
notorios, ¢) carencia ds siqnos.

bE
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CURDRO # 7
Sensibilidad de la Cepas de Aujeszky en Conejo
Despufs del tratamiento,

CEPA | PRUEBA PRURTTO CATDA DE PELO
s/trat + -
215 Trip. + =+
Temperatury - ++
s/trat. - ++
us Trip. - +
Teamp. - +
s/Trat. - +
SHOPE Trip. - +
Temp. - +
s/trat. + -
c-8 Trip. - -
Tesp. = =

Se realiz8 con 12 conejos raza meva Zelanda blanco, destetadn se -
inoculs 1iml de la mfxima dilucién obtenida por el método de Dlg,~
en ratén. (+) Signos ligeros, (++) signos moderados, (++) signos

rios, (+++) signos miy notorios. (~) carencia de signos. -



CUADRO § 8

Detexminacifn de Anticusrpos Por Doble Difusifn en Agarosa

e 15 5 hope l 8
s/tratmmtanto| 1132 | 116 ue | @
Tripaina 1:16 | 18 1:8 -
Teeratura |12 | - - -

‘Se dsterminaron anticusrpos de los susros de los conejos desafiados
oon las distintas cepas ds Aujessky, en estudio, (~) no presentS nin
gt titulo, (SD) suero ain diluir.
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6. DISCUSION

El aumento de la incidencia de la enfermedad de Auiesz
ky en cerdos en México. asi como el compnrtamiento epizotiolg
gico del virus (con variantes aenéticas de cepas avirulentas
o de baia patogenfcida ) y la posible utilizacién de cepas vi
vas como vacuna han creado la necesidad de adoptar métodos que
permitan diferenciar cepas aisladas de campo, va sea de casos
clfnicos o no., de las cepas vivas vacunales.

En el presente trabajo se reproduieron distintos marcado
res de virulencia reportados en la literatura, en tres cepas
del virus de Aujeszky aisladas de camod y una cepa atenuada co

‘mo control, con el fin de estudiar en base a las pruebas dife
renciales, la virulencia de estas cepas v asi poder distinouir,
4 nivel de laboratorio. cuales de estos marcadores nos indican
el tipo de cepa del virus de Aujeszky aislada.

Platt v cols (1979) encontraron que las cepas virulentas
del virus de Aujeszkv ocasionaban prurito y tiempos de muerte
cortos (48-66hrs) . en conejo; mientra aue la cepa vacunal K no
produio prurito ni muerte en los conejos en ninguna de las do
sis aplicadas. La cepa vacunal Buk nq produjo prurito pero si
muerte de los conejos en un intervalo de tieampo de 2.3 a 2.7
veces mas grande, que el de las cepas virulentas. Los resulta
dos obtenidos en el presente estudio (cuadro #6) muestran que
la cepa Shove produce . prurito leve y no causa la muerte en
coneio ; la cepa 145 produjo signos similares a la Shove, lo
cual vodrfa indicar que se trata de una cepa vacunal o natural
mente atenuada. Los efectos producidos vor las cepas C-8 y -
215, son caracterfsticos de cepas virulentas, como se observa
en el cuadro #6; sin embargo. estas cepas al ser pasadas a tra
vés de cultivo de fibroblasto de embriSn de pollo, manifesta
taron un comportamiento diferente en coneio (aunque se usé @

nicamente un conejo por cepa). lo que parece indicar que las
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cepas sufrieron un cambio en su patogenicidad (ver cuadro #7).

El tamafio de placa en cultivo de tejidos fue usado por
Bartha y cols.-(1961) como un marcador de virulencia, estos ~
autores reportaron aque las cepas virulentas producen placas
de menor tamafio en cultivo de tejidos, aunque Skoda v cols =<
{(1964) observaron lo contrario v Zuffa v Grielova (1966) no
encontraron relacifn entre virulencia y tamafio de placa. En
este trabjo se encontraron diferencias sianificativas (P=0.05)
entre el tamafio de placa de las cuatro cepas (cuadro #2); las
cepas 215 y C-8 fueron cepas virulentas en coneio (antes del
tratamiento) y presentaron el:tamaﬁo de placa mayor y menor =
del grupo. lo que sugiere que este parimetro no estd relacio
nado de manera determinante gén la virulencia, lo que con--
cuerda con los resultados de Zuffa y Grielova (1966). El he-
cho de que las cepas 145 y Shope presenten el mismo tamaio -
de placa vy mismo efecto en conejo, indica que quiz§ se trate
de la migma cena. ‘

Platt y cols (1980), encontraron que la media de tiempo
de muerte en ratén (MTM) es. una prueba diferencial que ofrece
varias ventajas, como el bajo costo y fd&cil manejo de los ra~
tones lo que permite utilizar- un gran nGmero de animales en
cada estudio, ademfs reportan que es una prueba que correla
ciona con virulencia en cerdo. En .este estudio los resultados
coinciden en demostrar. que 1} tepas.CeB y 215 con MTM de 114.83
y 126.11 respectivamente son similares en patogenicidad obser
véndose igual connontimientd"con las cepas 145 y Shope que =
presentaron un MTM de 106.20 y 92.3 respectivamente, yal al =
parecer la cepas 215 y C-8 presentaron el mismo compor tamien
to entre ambas; del mismo modo que. la 145 y Shope.

Arnaudo en 1975 estudi8 ocho cevas del virus de Aujeszky
usando la prueba de tripsina y temperatura y observ8 que las
cepas aisladas de cerebro de cerdos afectados de encefalitis
fueron sensibles a las dos pruebas, mientras que las aisladas
de pulmbn neumfnico fueron mis resistentes, Platt (1979 1980)
también usaron estas dos pruebas y concluven que permiten di-
ferenciar cepas virulentas y vacuneles pero no indican el -
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grado de virulencia de las cepas. En este trabajo, las tftulos
obtenidos de las cuatro cepas aﬁtestdel tratamiento fueron --
muy altos al compararlos con los obtenidos despues del trata-
miento, esta disminucidn del tftulo fué indicativo de que -las
cepas sufrieron un proceso de atenuacibén. Al comparar el tra
tamiento con temperatura, presentaron el mismo comportamiento
las cepas con el control; lo que sugiere que la temperatura
no tiene accién sobre las cepas del virus de Auieszky. al me

'
3

nos las empleadas en este estudio. Sin embargo la tripsina; al
comparar los tftulos vemos que estos se mantenienen por enci
ma de los de las cepas control y semejante a los obtenidos i
en las cepas antres del tratamiento: lo cual suagiere que la -
tripsina. impide el proceso de atenuacifn en las cepas y posi
blemente la tripsina pudiera actuar a nivel de envoltura, afec
tando la penetracidn del virus a la célula.

Al determinar anticuerpos de los coneios desafiados, se
puede observar que la cepa que produio mejor respuesta de an
ticuervos fué la 215 (tftulo de 1:32). mientras cue la C-8 -
produjo tftulos mfnimos (1:2); sin embargo las cepas 145 y Sho
pe presentaron comportamiento inmuholdgico similar (tftulo -
1:16), lo que sugiere que la cepa 215 es la mas inmunoléqgica,
pero los resultados no pueden ser concluyentes ya que solo se
usé un conejo por cepa, por lo que serfa necesario repertir
las pruebas de sensibilidad en coneio para después del trata-
miento y determinar anticuerpos. ‘
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VII Conclugiones

Entre las pruebas realizadas para la diferenciacién de
cepas, vemos que la prueba de tripsina y temperatura, no son
pruebas diferenciales de cepas del virus de Aujeszky; sien
do més Gtiles en la diferenciacifn de cepas virulentas de -
no virulentas, las pruebas: media de tid.po de muerte en ra-
tén (m; y sensibilidad a conejo.

En base al anflisis estadistico de las cepas de Aujesz
ky, aisladas de campo(rastro de Cuautitlén FES-C), realizado
a las pruebas de: tamafio de placa y media de tiempo de muer-
te en ratén(MIM), y corroborado por la prueba de sensibili -
dad a conejo de las cepas, vemos que estas son copn no vi-
rulentas que presentan ciertos grados de diferencia entre e-
1llas.

Comparando los resultados obtenidos en la prusba de sen
sibilidad a conejo, antes y despus del tratamiento con trip
sina y temperatura através de dies pases en cultivo primario
de fibroblastos de embrién de pollo, vemos que la propiedad
de las cepas de Aujessky de producir prurito en conejo se -
pierde al ser pasadas &stas cepas atravis de cultivo prima-
rio de fibroblastos de embrifn de pollo.
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