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La Organizaci6n de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alj
mentacién (F.A.0.), estima que la poblacién porcina mundial aécien-

de a 485 millones de cerdos. (40)

La poblacién porcina de los Estados Unidos Mexicanos, segin el dato
que arrojo el censo de 1960 fué de 5,852,323 cabezas (11 y 12), y -~

la cifra estimativa en 1969 fué de 10,206.698. (44)

Hasta el afio de 1967 se juzgaba que la poblacifén humana en México -
consumia alrededor de 3.5 Kgs. de carne de cerdo per capita al afio,

(10 grs. diarios). (40)

Si las enfermedades porcinas pudieran controlarse y llegar a erradi
carse, el costo de produccién se reduciria considerablemente , ---
pudiendo en caso deseado aumentarse la poblacién de cerdos con mucha
mayor rapidez. En México, con uno de los mds altos indices de nata
lidad del mundo, con aumento constante de poder adquisitivo entre -
sus habitantes que determinan una mayor demanda de carne, y dadas -
las costumbres y habitos de nuestro pueblo, el aumento en carne de_
cerdo es de los mids altos comparativamente con la de otras especies

animales.

La mortalidad por cSlera porcino en México, de acuerdo con un cidlcu
lo muy conservador es de un 2 a un 5 %, y la morbilidad de aproxima

damente un 15 %. (28)
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El cblera porcino es indiscutiblemente la enfermedad infecciosa que
mayores problemas ocasiona a los criadores y sin lugar a dudas, la_
mis importante por la frecuencia de su presentacidn, 10 que en tér-

minos de pérdida econémica se traduce en millones de pesos.

La distribucién mundial de la enfermedad en 83 pafses de Africa, --
Europa, Medio Oriente, América y Oceania, fué reportada por la ---

F.A.0: (30)

En 46 paises no hay datos & estd erradicada.

En 18 paises es esporidica.

En 19 paises es enzootica.

La erradicacién del célera en los cerdos en México podria lograrse_
aproximadamente en 6 afios. Este programa abarcaria 4 etapas princi

pales.

Las 2 primeras estarian enfocadas a lograr un control para disminu-

ir la incidencia.

Las otras 2 etapas serian para otorgar facilidades para pagos de in

demnizacién, que es el paso necesario para la erradicacién. (10)
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Hay substancias que inyectadas junto con un antfgeno.favorecen la -
estimulacién de wna respuesta inmune mis enérgica que la que se cb-
tendria con el antigeno solo. Estas substancias son llamadas adyu
vantes y se han empleado en Inmunologia experimental e Inmmologia

clinica para potencializar el efecto de algunos antigenos.

Poco puede decirse actualmente sobre el mecanismo intimo de la ac-

ci6n de los adyuvantes, pero aparentemente el efecto adyuvante es -
debido al retraso en la absorcidn del antigeno resultado de la reac
cién inflamatoria que aparece en el sitio de inyeccidn de la mezcla
antigeno-adyuvante. Ademis, la administracién de adyuvantes produ-
ce un aumento en la capacidad fagocitica e hipeiplasia de las célu-
las del sistema reticulo-endotelial (35) que también explicaria el

efecto de estas substancias,

Dentro de los adyuvantes estd la Omnadina que es un producto com-

puesto por protefnas lipoides de origen biliar y grasas animales.
La composicién por cada 100 ml. es la siguiente:

protefna . . . . . . 7.00-mg.
grasas 1.20 mg.
1) Iipoides . . . . . . 6.00 mg.
2) sales biliares . . . 25.00 mg.

(1) Suma de los fosfolipoides y de la colesterina
(2) declaradas como &cido f6lico



.

Se ha empleado la Omadina en la llamada "proteino-terapia inespeci
fica", pues se ha encontrado que esta substancia estimula los meca-

nismos de defensa del organismo.
la resistencia de un organismo a substancias extrafias puede ser de:

A) tipo inespecifico

B) tipo especifico

" A qu mecanismos de defensa inespecifico forman parte de la inmu-
nidad natural y estén represenﬁados por las llamadas barreras y por
factores propios del huesped como pueden ser, la edad, nutricién, -
etc. Entre los factores responsables de esta resistencia inespeci-
fica resaltan substa;’ncias bactericidas que se localizan en fluidos
y tejidos y/o en la sangre. Dentro de éstos, quizd las mis impor-
tantes sean la lizosima, el sistema properdina, la inmmoconglutini

na, etc.

B) - La resistencia de tipo especifico es debida a la respuesta del
sistema inmmocompetente a substancias extrafias al organismo. la
respuésta inmune puede manifestarse en forma humoral cuando hay pro
duccién de anticuerpos especificos al antigeno que motivd su produc
cién, y/o por una respuesta celular que puede ser inmunidad celular

o hipersensibilidad celular.
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Bieling y Brauer (1937) (2), inyectaron ratones- con Brucella abor-

tus por via intraperitoneal, los cuales murieron a los pocos dias;-
en cambio, en el grupo que después de la inoculacién se les inyecté
Omnadina, el curso de la enfermedad fué mucho mis prolongado, lo --
que pudiera interpretarse como que la Ommadina aument6 las defensas

naturales.

Bajo la influencia de este producto, hay uma proliferacién general
de los elementos del sistema reticulo-endotelial, que incluye entre
otras a las células reticulares del Bazo, médula Osea, tejido lin-

foide, las células de Kupffer del higado, etc. Funcionalmente se -
ha definido a este grupo de células como aquellas capaces de fagoci

tar detritus celulares y otras particulas.

Desi)ués de 1a aplicacién de Omnadina, una gran parte de las células
endoteliales se desprenden y llegan a la sangre donde aparecen como
clulas mononucleares grandes & macrdéfagos (16). Donde &stas se --
desprendieron, aparecen posteriormente elementos jGvenes litiles pa-

ra la fagocitosis. (25)

Esta reacci6n explica el hecho de que en el experimento de Bieling_ -
y Brauer, después de la aplicacién de la Omnadina el organismo au-

mentd su poder para fagocitar elementos extrafios.

El aumento del nimero de fagocitos producidos tras la inyeccién de_

Omnadina, tiene importancia no solamente por el aumento de la fago-
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citosis que representa, sino por ser reflejo de la estimulacidn de
todo el sistema reticulo-endotelial, que también incluye un aumento

de los niveles de gamma globulina en el plasma.

‘; Pocos datos se conocen de la Omnadina en relacién a las vacunacio -

nes.

En un Experimento de Bieling y Brauer (2), a los animales que se --
les aplicG una vacuna hecha de neumococos, resistieron wna inyec --

cién por via intravenosa de 1 ml. de un cultivo 1:100 000 sin enfer

marse; mientras que conejos no inmunizados murieron 1-2 dfas des --

pués de la inyeccidn intravenosa del mismo cultivo. La inmunidad ad

quirida permaneci6 activa durante varias semanas, desapareciendo -

paulatinamente durante los siguientes tres meses.

Después de este tiempo, la inmunidad no era suficientemente alta co
p mo para evitar las consecuencias letales del cultivo diluido, --

1:100 000.

P La inyeccidn de 2 ml. de Omadina provocS que la inmunidad disminu-

ida aumentara su nivel. En los conejos asi tratados, la inyecci6n

! de la dosis infectante fué resistida, mientras que los animales in-
muinizados hacia tiempo y no tratados con Ommadina, murieron pocos -

dias después de la inoculacidn.
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Por lo anteriormente citado, puede deducirse que la Omnadina produ-

ce en animales que fueron vacunados y en los que con el transcurso_
del tiempo ha disminuido su resistencia, un aumento en sus niveles_

de immmnidad.

El estimulo inespecifico de la Omnadina, provoca en el individuo --
aparentemente una respuesta secundaria 6 anamnésica hacia aquellos_

antigenos contra los que habia desarrollado inmunidad activa. (2)

El mecanismo de accién de este fenémeno producido por la Omnadina -
se desconoce, Las respuestas anamnésicas cldsicas que pueden ser -
de tipo humoral o celular, son producidas por una segundav estimula-
cién del mismo antigeno. Estas respuestas secundarias consisten en
una reactividad exagerada hacia el antigeno responsable y se carac- )
terlizan por un periodo de latencia mis corto que el primario y por_

alcanzar un titulo mayor de anticuerpos cuyas caracteristicas fisi-

co-quimicas pueden ser diferentes a las de los elaborados en la res

puesta primaria.

Los anticuerpos actfian neutralizando al antigeno y especialmente fa

cilitando su fagocitosis.

Una vez fagocitado el antigeno, su eliminacién depende de la res-

puesta inmune celular. (35)

En los animales superiores, el funcionamiento eficaz del sistema in-
munolégico depende de la interaccidn de los factores celulares y humo

rales con el material introducido. (32)




INMUNOPROFILAXIS AL (QOLERA PORCINO.

Inmunidad natural,.- Los lechones hijos de madres inmunes al virus -
del célera porcino, tienen inmmidad adquirida naturalmente en for-
ma pasiva que les dura hasta aproximadamente 6 semanas de edad.

Los individuos que padecen enfermedad adquieren inmunidad natural--

‘mente en forma activa.

Inmunidad artificial pasiva.- Se puede adquirir inmmidad artifi --
cialmente en forma pasiva aplicando suero hiperinmune. la duracién
de la resistencia conferida por este método es de unos cuantos dias.

Su ventaja es que proporciona inmunidad aproximadamente a las 3 ho-

ras de aplicado.

Inmunidad artificial activa.- Esta puede obtenerse con los siguien-

tes métodos:

1.- Virus virulento-Suero hiperinmune.

2.- Virus inactivado.

3.~ Virus inactivado-Suero hiperinmune.

4,- Virus atenuado.- Este grupo de vacunas se elabora con virus que
han perdido parcialmente su virulencia, pero que conservan su -
poder antigénico. Estes virus atenuados conservan su capacidad
de reproducirse dentro de las c€lulas del huesped, logrando es-
to, que la estimulacidn del sistema inmunocompetente se lleve a
cabo por un alto nimero de particulas antigénicas.

a) Vacunas de virus lapinizado.- Se elabora con virus atenuado

por pases en conejo.
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b). Otra vacuna de virus atenuado se elabora a partir de teji

.

dos de cerdo que han sido inoculados con una cepa atenua-

da del virus del cerdo.
c) Vacuma de origen de cultivo de tejido.- Se elabora con -
virus atenuado por pases en serie en cultive monovalente_

en cé€lulas de rifion de embriones de cerdo.

Esta dltima vacuna es segura, especialmente porque al ser ela

PR

borada en cultivo de tejido, descarta la posibilidad de inocu

lar junto con la vacuna, agentes extrafios.

Las vacunas de origen de cultivo de tejido tiemen la ventaj a_

de contener ademis del antigenc que representa el virus del -

clera porcino, otros pocos antigenos. Por el contrario, las
otras vacunas estédn elaboradas en tal forma que contienen un_
alto nmerc de antigenos, ademis del virus del cblera. Este
éspecto es muy importante pues es sabido que de la administra
cién simultanea de dos 6 mds antigenos, resulta una respuesta
inmmne deficiente para uno de ellos. Este fendmeno conocido_

con el nombre de "Competencia de Antigeno', aparentemente se_

‘realiza a nivel de eleccién de las c€lulas virgenes capaces -
. de ser estimuladas por un antigeno. (35). La posibilidad de_'_ '
que se presente un choque anafildctico es mis baja empleando

estas vacunas.




Este grupo de vacunas de virus atenuado, son las que se em-
plean actualmente en mayor escala. Cuando son manejadas y -
aplicadas correctamente, estas vacunas producen una inmmidad

satisfactoria.

Virus atenuado-Suero hiperinmme.- Se ha empleado la aplica-
cidn simulténea de virus atenuado-suero hiperinmme, porque -
produce inmunidad inmediata.

Ocasionalmente, la administracién del antigeno junto con su -
anticuerpo especifico como ocurre en este caso, determina mo-
dificaciones importantes en la respuesta inmme. Se obtiene_.
accién adyuvante cuando la relacién antigeno-anticuerpo favo-
rece al antigeno. Por el contrario, si el antigeno estd en -
equivalencia con el anticuerpo, se nulifica totalmente el es-

timulo antigénico. (35)

Por este motivo es de suma importancia no alterar las dosis -

de suero hiperinmme recomendadas por la literatura, con el -

objeto de no perder la oportunidad de obtener el efecto adyu-

vante anteriormente citado.

Dunne (8) deﬁnstré que si a un animal se le aplica una dosis
cieterminada de suero hiperinmme y posteriormente una dosis de
vahuna, 6 una vacunacién simultdnea con suero hiperinmme, in
clusive 19 dfas después de la aplicacidn del suero, hay un e-
fecto de 'bloqueo’’. Como este fendmeno impide la correcta -
resl.)ues'ta del individuo a la vacunacién, es necesario hacer -
la aplicacién de suero bajo condiciones estrictamente necesa-

rias.

.10
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MEDICION DE LA INMUNIDAD AL QOLERA PORCING.

La iniciacién de los métados serolégicos fué descrita por Bordet en
1835 con su cldsico trabajo sobre las propiedades del suero inmune_
de enimales inmunizados, y por Von Behring en 1890 con sus observa-
ciones sobre la neutralizacidn de exotoxinas del suero de animales_

inyectados con dosis repetidas de toxinas.

Kwapinski (21) y Kabat y Mayer (18), han descrito los mecanismos de

todas las pruebas serolbgicas desarrolladas a la fecha.

Se han hecho estudios seroldgicos in-vitro para detectar virus del
cblera porcino empleando antisueros potentes. Dentro de estos estu
dios resaltan ios de Segre (39) que empleb la prueba de Hemaglutina

cién Pasiva; los de Mengeling y Torrey (26) y Lin, Shimizu, Kumagai

y Sasahara (23) entre otros, empleando la prueba de Inmmofluores--
cencia; Kumagai, Shimizu, Ikeda y Matsumoto (20) detectaron y titu-
laron el virus de cSlera del cerdo y sus anticuerpos por el efecto_
del virus del cflera sobre el virus de la enfermedad del Newcastle_
en cultivo de tejido de suinos. Coggings y Col. (4) desarrollaron_
la prueba de Neutralizacidn, también con el mismo propdsito, Alva-
rez (1) empled la prueba de Inmunodifusién para estudiar diferen-

cias antigénicas entre cepas del cflera porcino.

Para cuantificar anticuerpos formados consecutivamente a la inmuni-
zacién, se ha empleado la técnica de Conglutinacién de Complemento_

Conglutinante por Milliam y Englehard (27) y Tellez Girén (42).
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Sin embargo, ninguno de estos métodos in-vitro, ha permitido reali-
zar un estudio inmumolégico consecutivo a la inoculacién de anima--

les con virus del cblera del cerdo.

La respuesta inmmolégica humoral consecutiva a la vacunacién, se -
ha estudiado en forma inespecifica haciendo la electroforesis del -
suero de los animales antes y después de vacunados midiendo los ni-

veles de gamma globulina. ( Poul(37) y Weide y l(ing(45))'

Por la falta de métodos serolégicos adecuados para aplicarlos en el
control y erradicacién de esta enfermedad, es necesario hacer los -

estudios sobre la inmmidad al célera del cerdo in-vivo.

A causa de que los animales comunes de laboratorio no se pueden em-
plear para el estudio del virus del cSlera porcino, las apreciacio-
nes sobre el desarrolle, grado y duracidn de la inmmidad origina--
dos por los agentes inmunizantes, dependen casi exclusivamente del
empleo de cerdos susceptibles a la infecci6n natural § experimental

42).

En los estudios de campo, la protecci6n conferida por las vacunas -
solo puede ser apreciada a través de comparaciones estadisticas de_
la morbilidad y mortalidad especifica entre la poblacidn vacunada y
la no tratada; por lo que para probar el grado y duracién de la re-
sistencia, se adquieren animales que son expuestos a virus virulen-

to en locales acondicionados para estas pruebas.
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La cepa de virus utilizada para determinar la potencia de la vacuna,
es la vque segn Langer (22) estd ordenada en el grupo uno, § sea de
las designadas '‘virus industriales" cuya elevada virulencia se ha -

mantenido por largo tiempo por pases consecutivos en cerdos para -

emplearse como virus de exposicidn en pruebas de potencia.

Tomando en consideracién los problemas que existen con los métodos_
vigentes de inmunizacién contra el cSlera porcino, se realizf el -

presente trabajo que evalda el efecto inmunogé&nico de una vacuna de

Aa i a . A -

virus atenuado de origen de cultivo de tejido aplicada simultinea-

mente con suero hiperinmme anticolérico y el efecto de la misma va

-,

ama aplicada conjuntamente con omadina con el propSsito de encon-

trar un método practico y econémico.




SUPUNTI RIS
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Este trabajo fu€ llevado a cabo en dos etapas:

A) Pruebas in-vivo

B) Pruebas in-vitro

DI

Las pruebas in-vivo se desarrollaron en la Granja Porcina del  ---

Sr. Guillermo Gosserez, en Cuautla, Mor., y en los corralés de Qui-‘

et e B o

mica Hoechst de México, S.A.; en tanto que las pruebas in-vitro se_
llevaron a cabo en el Laboratorio de Immunogenética del Departamen-
to de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootec

nia.

A) PRUEBAS IN VIVO.-

EL objeto de las pruébas in-vivo fué:

Evaluar la inmunogenicidad conferida por la aplicacion simultdnea -
de vacuna-suero mPerme y vacuna-omnadina como finalidad princi

pal. Ademds se emplearon estas pruebas para probar la virulencia -

de un inGculo y para su titulacidn.
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En la primera etapa se utilizaron 76 cerdos 'Duroc Jersey', distri-
buyéndose en 4 grupos:

I.- 54 cerdos para la vacunacién.

II.- 2 animales para comprobar la virulencia de una muestra de_

sangre obtenida de un cerdo con c6lera.
III.- 20 individuos para la titulacidn del virus contenido en di-
cha muestra.

IV.- 6 cerdos del grupo I para el desafio.
Los animales empleados no recibieron ninglin producto biolégico y se
seleccionaron con peso Que oscilara entre 10-20 Kgs. cada uno a las
8 semanas de edad.
Desde el nacimiento hasta la octava semana en que se comenzd la --
prueba se hicieron revisiones clinicas periddicas a cada uno de los
animales, (incluyendo temperatura); habiéndose observado un estado_
~aparente de salud.
En la séptima semana de edad, se di6 a los cerdos Piperazina base en
solucién acuosa a razén de 1 ml./ Kg.
CRUPC I .-

54 cerdds fueron vacunados en dos lotes de 27 individuos cadé uno.
El lote I se empled para probar la accién del suero hiperinmurie an-
ticolérico(Suero contra el cdlera porcino*) aplicado junto con Vacu
na de cultivo de tejido contra el c6lera porcino (**). El lote II
se emple6 para probar la aplicacidn simultinea de omnadina (***) y

1la misma vacuna.

(*)Suero contra el cdlera porcinoR.- Quimica Hoechst de México,S.A.

(**)PorcivacR.- Quimica Hoechst de México, S.A.

R

(***j&mlamme .- Quimica Hoechst de México, S.A.

S e s S T
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El lote I fué subdividido en 3 sublotes:

Sublote I a)

Sublote I b)

Sublote I c)

9 cerdos entre 7y 10 Kgs. de peso, aplicindoseles -
10 ml. de suerc hiperinmue anticolérico y 1 dosis -

de vacuna (2 ml,)

9 cerdos entre 11 y 15 Kgs. de peso, aplicéndoseles
15 ml. de suero hiperinmme anticolérico y 1 dosis -

de vacuna (2 ml.)

9 cerdos entre 16 y 22 Kgs. de peso, aplicéndoseles
30 ml. de suero hiperinmune anticolérico y 1 dosis -

" de vacuna (2 ml.)

El lote II fue subdividido igualmente en 3 sublotes:

Sublote II a)

9 cerdos entre 5 y 8 Kgs, de peso, aplicindoseles --

10 ml. de omadina y 1 dosis de vacuna (2 ml.) .

Sublote IT b) 9 cerdos entre 9 y 12 Kgs. de peso, aplicindoseles -

15 ml. de omadina y 1 dosis de vacuna (2 ml.)

Sublote IT ¢) 9 cerdos entre 14 y 18 Kgs. de peso, aplicindoseles

30 ml. de omadina y 1 dosis de vacuna (2 ml.)

A e e T

N AT T T

e AR
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Los cerdos de todos los lotes fueron observados durante los tres --
dfas siguiéntes a la vacunacidn, se les tomS la temperatura y se ob
servaron posibles reaccianes; solamente un cerdo del Sublote I b) -
presentd elevacidn de temperatura (40.5°) , atribufda a wna infeccién

cutanea que cedid al tratamiento con nitrofurancs.

Posteriormente se hicieron revisiones cada tercer dia hasta los 56

dias.

A las ocho semanas despuds de vacunados (56 dfas), se les extrajo -
de la vena awricular de la oreja, 5 ml. de sangre, colocindose en -
frascos estériles que se conservaron en refrigeracién durante la no

che.

A las 16 horas se separd el suero, centrifugindolo posteriormente a
1500 r.p.m, durante 10 minutos y colocindolo en frascos estérdles a

-20°C hasta su uso.

GRUPO II.-

Se probd la virulencia de una muestra de sangre, empleando dos cer-
dos susceptibles. Estos fueron mantenidos en dos corraletas, apli-
cindoseles 2 ml. de sangre colérica. Se les tomd temperatura dia-

ria, anotindose los sintomas hasta su muerte.

e N M i et e e e
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GRUPOQ 111.-

Para conocer 1a dosis minima letal que se usd en el desafio de los_
cerdos vacunados, se hizo la titulacién del virus contenido en la -
sangre colérica in-vivo.

Se usaron 20 cerdos con peso aproximado de 20 Kgs.

Posteriormente se formaron 7 lotes, a los que se les aplicaron dife

rentes diluciones del virus como indica la Tabla I.

Las diluciones de este virus fueron hechas basdndose en el dato de_

que Z ml. contienen 20,000 dosis letales aproxﬁnadamente.

TABLA I.-

a 2 cerdos , se les aplic6 2 ml. a c/u = 20,000 b. -

a 3 cerdos de 1la dilucién 10‘-l se les aplicd 2 ml, a c/u= 2,000 D. |

a 3 cerdos '' ' " 16-21'" ' " zml.aclu= 200D,
.. a3 cerdos ' ! "  10-?"7 '  0 5ml.ac/u= |

a 3 cerdos ' " 10-3" v lml.ac/us i

a3cerdos "' 1 " ‘.11'()-’3 o Sml.aclus= SD o

a 3 cerdos "' V! v 10-4." ! ' 1ml, ac/u= 1’D.Iv

Cada lote de tres animales estaba en corraletas separadas, habiéndo
se realizado la limpieza y la alimentacidn, primerc los cerdos ino-
culados con las diluciones mis altas y al dltimo con las mis bajas.

En cada entrada se colocé un tapete con compuesto cuaternario de --

amonio.
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GRUPO 1V.-

A'los 68 dias despuSs de vacunados los cerdos, se tomaron del grupo
I seis animales: tres del sublote I ¢) con la mixima cantidad de -
suero hiperinmme anticolérico y tres del sublote II c¢) con la mixi
ma cantidad de omnadina; se hizo asf por suponerse que a mayor can-
tidad de suero se neutralizaba el efecto inmmogénico de la vacuna_

y que, con la omnadina, €ste se potencializaba.
A estos cerdos se les aplicé 2 ml. de sangre colérica para exponer-

los, observindose durante 15 dias curvas termométricas y sintomas -

en cada uno de ellos.

B)  PRUEBAS IN VITRD.-

En la segunda etapa, o sea la etapa in-vitro se hicieron las si-
guientes pruebas con el objeto de tratar de encontrar wna técnica -

que permitiera titular los anticuerpos anticélera en los sueros de

animales vacunados:

a.- Hemaglutinacién pasiva

b.- Microinmmodifusidn en placa

c.- Electroforesis en acetato de celulosa y densitometria

d.- Cromatografia de vacuna y sangre colérica para obtener virus -

purificado.
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a.- ' HEMAGLUTINACION PASIVA.-

Esta prueba hecha para intentar cuantificar los anticuerpos contra
el virus del c6lera porcino, se 1llevd a cabo de acuerdo con el mé-
todo de Boyden (3) y Takahashi (41).

Se empled:

1.- Solucidn fisioldgica bufferada con pH 7.2

2.- Acido Tanico al 5% conservado un miximo de 7 dias a 4°C; el 4
cido tanico es diluido 1:15 000 con solucidn salina para el -
tratamiento de los gldbulos rojos.

3.- Diluente: Los gldbulos rojos que fueron tratados con &cido ti
nico son inestablgs'en solucidn salina y por lo tanto fueron_
suspendidos en un;‘dilucién 1:200 de suero normal de conejo.

4,- Glébulos rojos de borrego lavados tres veces antes de su em--
pleo.

5.- Como antigeno se empled vacuna restituida y sangre colérica -
diluida 1:4; posteriormente se usaron los virus purificados.,-
(véase d.-)

6.- Sueros de cerdos vacunados.

Los cerdos fueron sangrados de la vena auricular 68 dfas después -
de la vacunaci6n; el suero separado naturalmen£e se centrifﬁgé y -
se depositd en ampolletas, se inactivd en bafio de marfa a 58°C du-
rante 30 minﬁtos y se puso en congelacién para su almacenamiento a

-20°C hasta su empleo.




A

Los sueros porcinos nommales fueron obtenidos sangrando ascéptica-
mente 4 cerdos de 10 semanas de edad que no habfan sido vacunados -
contra el célera porcino. Los sueros fueron separados y almacena-

dos de la misma manera que los anteriores.

Para obtener los glébulos rojos de borrego, el sangrado fué hecho -
por puncién de la vena yugular previa depilaci6én de la zona cervi-
cal inferior y lavado con alcohol, y se deposit6 la sangre en equi-

po Vacutainer** estéril con soluci6n de Alsever's (21) como anticoa

gulante,

A esta prueba se le hicieron variantes con las lecturas a determina
das horas; por otro lado, la solucidn protéica O sea el suero nor-
mal de conejo, se sustituyd por alb@mina bovina cristalizada, por -

creer que la anterior aglutinaba sola los gldébulos rojos de ovino,

*

*% Becton Dickinson de México, S. A.

o I O g e e Y gt
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b.- MICROINMUNODIFUSION EN PLACA.

La técnica seroldgica de inmunodifusién ha resultado ser una prueba

analitica de gran especificidad, resolucién y simplicidad.

Los resultados son visibles, comparables y reproducibles, y pueden_

ser observados por larges periodos sin cambios.

La prueba de inmunodifusién se hizo sobre portaobjetos con agar.
Esta técnica fué introducida por Ouchterlony (34) y es aplicable pa

ra estudiar antigenos & anticuerpos y para su clasificacién e iden-

tificacidn.

Los pasos a seguir en esta técnica, fueron los descritos en en ma--

nual Gelman para inmunodifusidn. (13)

A los portacbjetos con agar, se le hicieron 5 perfo;'aciones forman-
do una cruz, con una perforacién en la interseccidn. Entre las per
foraciones se guardd un espacio de 0.5 cms.

En la perforacién central se coloct el antigeno (vacuna & sangre) y
en las perforaciones de la periferia, los suefos problema. A las -
24 horas se hizo una segunda colocacidn de sueros en los portaobje-
tos y posteriormente fueron iavados, secados, tefiidos, lavados, se-

cados y observados.

-t
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Con el objeto de facilitar la unidn antfgeno anticuerpo, en algunos
portacbjetos con agar se les hicieron en pruebas sgbsecuentes las -
perforaciones a diferentes distancias, empezando por 2.5 cms. entre
perforacién y perforacién; luego 2 cms., 1.5 éms., 1cems, y 1/2 cm.
Ademis, en algunas laminillas se hizo hasta una tercera colocacidn_

de sueros.

o .
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c.- ELECTROFORESIS EN ACETATO DE_CELULOSA Y DENSITQMETRIA.-

Esta prueba se hizo para medir el porcentaje de las fracciones pro-
téicas de los sueros de los cerdos vacunados con suero hiperinmme

y en los cerdos vacunados con Omnadina.

La Técnica se realizd siguiendo el m&todo descrito por Gelman (14)

con las siguientes modificaciones:

Se empled buffer Tris-barbital-barbital s&dico "Gelman" con pH 8.8.
dilufido 1:1

Se aplicS durante el tiempo de electroforesis 1 ma. por tira duran-

te 40 minutos.

Las tiras de acetato de celulosa fueron posteriormente tefiidas con

Ponceau S, lavadas y clarificadas.

Una vez clarificadas las tiras, se hizo un anidlisis cuantitativo --
por densitometria con el objeto de determinar los porcentajes de --
los diferentes grupos de proteinas existentes en el suero (albumina
y alfa, beta y gamma globulina). Este andlisis se hizo empleando -
equipo Analytrol (Beckman Instruments, Co.) y se siguid el procedi-
miento descrito por Gelman (14) empleando el adaptador Scan-A-Tron

(Gelman Instrument, Co.).

En las graficas obtenidas en papel milimétrico especial, se midid
el drea comprendida dentro de las curvas correspondientes a albumi-

na y alfa, beta y gamma globulinas y se registrGAel porcentaje.

. 2
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d.- CROMATOGRAFIA DE VACLNAS Y SANGRE OOLERICA PARA OBTENER EL
VIRUS LIBRE DE QOTRAS SUBSTANCIAS.

Tratando de obtener una mejor especificidad en las pruebas de hema-
glutinacién pasiva y microinmunodifusi6n, se pasaron las muestras -
de antigeno por una columna de Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala,---
Suecia) en buffer Tris-HC1 pH 7.5 . Se empled un colector de frac-
ciones Ultrorac (LKB, Estocolmo Suecia) y se registrd el paso de --
dcidos nucléicos en el 1iquido después de pasar por la columna em--
pleando un absorcifmetro de luz ultravioleta ( 256 m /u) y un regis-

trador.

Del primer pico de dcidos nucléicos que téoricamente deberia com---
prender a la fraccién con virus purificado, se tomd una pequefia --
muestra que fué observada en el Laboratorio de Microscopia Electrd-
nica del Departamento de Microbiologia, de la Facultad de Medicina_
Veterinaria y Zootecnia, para comprobar si efectivamente contenia -

virus.

BIBLIOTEGS WWHTRAL
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A) 1LOS RESULTADOS OBTENIDOS IN-VIVO FUERON:

GRUPO I.-

Las reacciones post-vacunales en los animales vacunados, tanto con

suero hiperinmune como con amnadina fueron normales en estos casos.

La figura No. 1 indica la grifica de temperatura obtenida en los -
cerdos que recibieron vacuna-suero hiperinmune, y la figura No. 2,

la de los cerdos que recibieron vacuna-omnadina.

GRUPO II.-

Los dos cerdos inoculados con la sangre colérica fallecieron al 5°
y 6° dia respectivamente. La tabla II muestra las temperaturas TE
gistradas y sintomas observados en estos individuos posteriormente

a la inoculacién.

TABLA II
TEMPERATURA: SINTOMAS .
CASO 1 CASO 2
ler dia 40.0°C 40.1°C Decaimiento y fiebre.
20, dia 40.3°C  40.2°C Decaimiento, inapetencia
y fiebre.

Jer dia 40.5°C 4O.VS°(.) Stress marcado, diarrea.

_ bo. dia 40.6°C - : 405°C Diarrea con heces bland.ug._
L _ i cinas y fiebre.
So.dfa  38.5°C Muerte del caso 1

60. dia L 387°C : muerte del caso 2

. 26
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Estos resultados demostraron que la sangre colérica tenia el sufi -
ciente poder virico para hacer las titulaciones y posteriormente el

desafio.

GRUPO III.-
En las inoculaciones hechas para titular el virus, los animales mu-
rieron con diferencia de 5 dfas, incluyendo los inoculados con la -

dilucidn 10-4; los registros de temperaturas, sintomas y muertes se

- encuentran en la figura No. 3 y en la tabla III.

GRUPQ IV.-

En la etapa del desafio, los sintomas observados fuerbn: inapeten -
cia y decaimiento, y se presentaron en forma similar tanto en el lo-
te de animales que recibieron vacuna-omnadina, como los del lote -
que habian recibido vacuna-suero hiperinmune, diferenciindose solo_
por décimas de grado en la curva de temperatura como Se muestra en

la figura No. 4

B) RESUMEN DE RESULTADOS DE LAS PRUEBAS IN-VITRO:

a) Hemaglutinacién Pasiva.- En hemaglutinacién Pasiva, los 56 sue
10s, positivos y negativos no pudieron ser titulados debido a que -
todos aglutinaban afin en diluciones 1/ 3442880, incluyendo los sue-

10s controles.

Posteriormente se ensayd junto con los sueros de los cerdos, un con
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DIAS _ DESPUES LA _ INOCULACION
3 6 9 12 15
10.'1 -Inapetencia ~Inapetencia -Diarrea ~Temp. elevada
2 ml. -Temblor -Balanceo al ca -Respiracidn - -Movimientos os-
minar -~acelerada cilantes
-Temp. elevada -Movimientos -
circulares
~Temp., elevada -2 muertes -1 muerte
2 . . .
10~ -Inapetencia -Inapetencia -Diarrea
2 ml. -Temblor -Incordinacidn -Temp. elevada
-Incordinacién -Temp. elevada -Polipnea
~Temp. elevada
-1 muerte -1 nuerte -1 muerte
10_2 ~-Inapetencia -Inapetencia -Par3lisis ~Temp. elevada ‘
.5 ml. -Pardlisis ~Temp. elevada ~Temp. elevada -Estreifiimiento
-Temp. elevada ~Pardlisis -1 cerdo en edo. -1 cerdo en edo.
de coma de coma
-2muertes -1 muerte
10_3 -Inapetencia -Inapetencia -Temp. elevada -Temp. elevada ~Temp. elevada -T
1 ml. -Temp. elevada -Temp. elevada -Polipnea -Estrefiimiento ~Movimientos os -Es
' : cilantes
~Temblor ~Parilisis -1 cerdo en edo. -1 cerdo'en edo. -Mo
_Incordinacién de coma de coma ci
-1
10.-3 ~Inapetencia -~Inapetencia ~Temp. elevada -Temp. elevada ~Temp. elevada -Te:
.5 ml. -Temp. elevada ~Temp. elevada -Temblor _ - =1 cerdo.en edo. -Mo
’ -Paso vacilante de coma ci
~Parilisis -Pardlisis -1 cerdo en edo. ! -1
de coma de
-1 muerte
-1
10«4 ~Inapetencia ~-Inapetencia - ~Temp. elevada ~Temp. elevada
1 ml. -Temp. elevada ~Temp. elevada -Pardlisis
~Pardlisis’ -1 cerdo en edo. ;
: de coma
-2 muertes -1 muerte
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10N DE MUERTES POR

DIAS DE LA TITULACION DEL VIRUS
DIAS DESPUES DE LA  INOCULACION )
9 12 15 18 - 21
-Diarrea ~Temp. elevada
ca -Respiracidn - -Movimientos os-—
~acelerada cilantes
da -Movimientos -
circulares
L ~Temp, elevada -2 muertes -1 muerte
-Diarrea
Lo -Temp. elevada
da ~Polipnea
4
b -1 muerte -1 muerte
-Paralisis ~Temp. elevada
da ~Temp. elevada -Estrefiimiento
-1 cerdo en edo. -1 cerdo en edo.
de coma de coma
-2muertes -1 muerte
-Temp. elevada ~Temp. elevada ~Temp. elevada -Temp., elevada
-Polipnea ~Estrefiimiento -Movimientos os -Estrefiimiento
cilantes
-1 cerdo en edo. ~1 cerdo en edo. -Movimientos os
de coma de coma cilantes
-1 muerte -2 muertes -
-Temp. elevada -Temp. elevada ~Temp. elevada -Temp. elevada
-Temblor - =1 cerdo en edo. -Movimientos os
-Paso vacilante de coma cilantes
-1 cerdo en edo. ~1 ¢erdo en edo.
de coma -1 muerte de coma
-1 muerte ~1 muerte
-Temp. elevada ~Temp. elevada
~Parilisis
-1 cerdo en edo.
de coma
-2 muertes -1 muerte
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centrado comercial de anticuerpos, dando los mismos resultados que_

los anteriores.

El antigeno (virus) purificado por cromatografia de columna, al ser

empleado también dié los resultados anteriormente anotados.

b} Microinmmodifusién en Placa.- En microinmunodifusién en placa
en ninguna de las pruebas con sus variantes se observaron lineas de

precipitaci6n.

c) Electroforesis en Acetato de Celulosa y Densitometria.- La fi-
gura No. 5 muestra la fotografia de una tira de acetato de celulosa

después de haber realizado la electroforesis y tinci6n de um suero.

La figura No. 6 muestra la fotograffa del papel milimétrico en el -
que se registrS una de las curvas correspondientes a las diferentes

fracciones séricas de una muestra después del anilisis cuantitativo.

FIGURA No. 5
FRACCIONES SERICAS DESPUES LE ELECTROFORESIS.

+ & origen
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FIGURA No. 6

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS FRACCIONES SERICAS
DESPUES DE LA ELECTROFORESIS.

la tabla IV indica el porcentaje de las fracciones séricas de cada_

uno de los sublotes y la desviacién media total.




TABLA 1V

PORCENTAJE DE FRACCIONES SERICAS (la desviacifn "standard" estd indicada entre parfntesis)

VACUNA-SUERO HIPERINMUNE :

cantidad de suero

hiperinmune albumina
10 ml, 39.3 (4.5)
15 ml. 34.4 (3.9) -
30 ml. 44.3 (5.9)
VACUNA-OMNADINA:
cantidad de
omnadina albumina
10 mt, 38,1 (5.2)
15 mi, 36.0 (16.8)
30 mi. 41.6 (7.6)

globulinas

alfa beta gammna

24.7 {5.7) 20.7 (6.7) 15.3 (3.6)
21.6 (2.7) 26.6 (5.2) 17.4 (4.4)
16.9 (3.5) 25.5 (8.7) 13.3 (5.8)
globulinas

alfa beta ganmmns.

23.8 (5.7) 22.7 (7.1) 15.3 (7.2)
25.0 (3.4) 20.0 (3.1) 19.0 (3.2)
19.6 (6.2) 27.2 (5.5) 11.6 (3.2)

desviacifn media total
' 6.6 .

6.0
8.4

desviacifn media total

6.4
5.5
7.4

Cog Tt
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La tabla V wmuestra los porcentajes de la fraccién gamma 'globulina -
en orden descendente de las diferentes variantes en los dos tipos -
de vacunaciones. La desviacién '"standard' obtenida de esta fraccién

estd especificada para una mejor apreciacién en esta misma tabla.

TABLA V
desviacidn "standard"

19.0% con 15 ml. de Omadina 3.2
17.4% ' 15 ml. " suero h'iperi.mnme 4.4
15.3% ' 10m. " ! ‘ 3.6
15,3 ' 10ml. " Omadina 7.2
13,33 ' 30 ml. " suero hiperinmume 5.8
11.6% ' 30ml. " Omadina 3.2

La figura No. 7 muestra en una grifica los porcentajes promedio de -
las fracciones protéicas de los diferentes que recibieron vacuna-sue-

1o hiperinmme y vacuma-omnadina én sus diferentes dosificaciones.
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d) Cromatografia de vacuna y sangre colérica para obtener el virus
purificado.- La curva registrada del paso de dcidos nucléicos -
contenidos en la vacuna y separados por Cromatografia de columa

estd esquematizada en la figura No. 8. La figura No. 9 muestra_

’ la curva correspondiente a la muestra de sangre colérica.

La curva obtenida después del paso de la vacuna a través de la - '
columa (fig. No. 8) moStrd w pequefio pico de 4cidos nucléicos_
hacia el tubo 14, correspondiente al paso de 4cidos nucléicos de
mayor tamafio molecula.r, con 15% de absorcién de luz ultravioleta
a 256 m/a; un segundo pico, se observd con mixima absorcién en -
el tubo 24, indicando el paso de aquellos dcidos nucléicos de me
nor tamafio molecular, con 87% de absorcidn de luz ultravioleta a

256 nyl

En la sangre colérica pasada a través de la columa se registra-
ron 2 picos de dcidos nuciéicos (fig. No. 9). E1 primero de ---
ellos tuvo una mixima absorcién de luz ultravioleta a 256 mu en
el tubo 7 de 88%. El segundo pico tuvo una absorcidn del 100% -
de los tubos 18 a 30.

e

~—t

Microscopia Electrdnica.- La muestra de virus de célera porcino
purificado por cromatografia en columa de Sepharose a partir de
sangre colérica, al ser examinada en el Laboratorio de Microsco-
pia Electrénica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootec-

nia de la U.N.A.M., mostrd particulas virales semejantes a las -

observadas por Ushimi y col.(43).




0.
a,

olumas

::vd

D 1R BN i

LES PAPIERS CANSON France




|

il

i

i

LES PAPIERS CANSON France




CAPITULQO

1V

DISCUSION




oo 33

Respecto a los resultados del grupo I, es de sefialar que tanto en -
los 27 animales tratados con suero hiperinmme, como en los 27 tra-
tados con ormadina, no se pudieron observar diferencias significa--
tivas en el tipo de reacciones post-vacunales en los dos grupos, a

excepci6n de la temperatura que fué poco notable. El alza termomé-
trica en algunos grupos de los cerdos vacunados fué mids estable, es

pecialmente en los de vacuna-suero hiperinmme con la dosificacidn_

. de suero de 10 ml. y en los de vacuna-omnadina cuando &sta {iltima -

se administrd en 10 y 15 ml.

Una de las reacciones post-vacunales naturales, es el alza de tempe

ratura; la elevacidn térmica estd en relacifn con la multiplicacién

del virus dentro del individuo. Como en todos los animales vacuna-
dos se observé este fendmeno, se deduce que en todos se multiplicd

el virus vacunal.

Los resultados del grupo II demostraron que la sangre colérica dis-
ponible tenfa una alta virulencia. Al hacer la titulacién del vi--
rus se encontrd que ain los animales inoculados con la dilucién----
107 fallecieron al 12° y 15°dia después de la inoculacién. Por --

los sintomas observados y por la tardanza del curso provocado de la

e g -7 4
enfermedad, es de suponerse que quizd con las diluciones 10 ° &
10'8 , se les provocaria la muerte; desgraciadamente y por carecer
de los animales necesarios no pudo continuarse esta prueba para sa-

ber con exactitud en que dilucién se encontraba la Dosis Letal Mi-- :

nima.




V.. 34

; La grifica de la etapa de la exposicién del trabajo (grupo IV), --
mostrd un alza de temperatura similar en los dos lotes, dato que -

indica una respuesta semejante de los cerdos de ambos grupos ante

el virus introducido y por lo tanto una inmunidad andloga.

i : V De los resultados obtenidos in-vivo en este trabajo, se puede dedu

cir que la aplicacién de vacuna cSlera porcino-omnadina como medio

wras

profildctico resulta un método de vacunacién adecuada que hasta --

cierto punto pudiera sustituir al procedimiento vigente de vacuna-

suero hiperinmme.

Las pruebas in-vitro intentadas para cuantificar anticuerpos espe-

cificos contra el v1rus . del célera porcino, no resultaron satisfac

torias. Estos resultados concuerdan con los de los otros investi-

{
:
£
&

gadores (27,42) y en el concepto de que cada dia se duda mis de la
importancia de los anticuerpos séricos en la medicidén de suceptibi
bilidad de los cerdos al cdlera porcino. En muchas enfermedades -
v virales como son: viruela, moquillo canino, rabia, etc., se sabe -
que el hecho de que sus anticuerpos séricos han declinado a un ni-
vel bajo en donde ya no pueden ser detectados, no necesariamente -
significa que los individuos son suceptibles de padecer la enferme
dad. Por otro lado, la deteccidn de anticuerpos circulantes tampo
co es una indicacién certera de que hay resistencia presente. (17).
Estas observaciones apoyan la importancia de la inmunidad celular_

en la eliminacién del antigeno y la resistencia del individuo.
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Es posible que las inmunoglobulinas secretorias (IgA) (46), sean --
responsables de una buena parte de la resistencia. Estas inmunoglo
bulinas son sintetizadas por las c€lulas linfoides de la submucosa_

y atraviesan la pared celular siendo excretadas.

Se ha encontrado en sujetos voluntarios, que existe uma correlacién
entre la resistencia a ciertas virosis y el nivel de anticuerpos --

(IgA) en las secreciones nasofaringeas (33).

Si la concentracién de anticuerpos s€ricos especfficos contra el vi

rus del cilera del cexdo es tan baja que impide la visibilidad de -

la unidn antigeno-anticuerpo en las pruebas in-vitro , quizd la me-
dicién de anticuerpos (IgA) anticGlera en las mucosas del cerdo, pu
i diera ser una prueba adecuada para valorar la resistencia a esta en

fermedad.

El andlisis electroforético de los sueros de los cerdos vacumados y
la determinacién cuantitativa de las fracciones séricas, permitid -
conocer variaciones en los niveles de gamma globulina de los indivi

duos a los 68 dias despuBs de la vacunacién.

Los niveles mis altos de gamma globulina se obtuvieron en los anima
les que recibieron vacuma y 15 mi. de omnadina, pues en ellos el --
19% de las proteinas séricas correspondia a esta fraccién. El se--
gundo nivel mis alto de gamma globulina correspondid a los cerdos -

que recibieron vacuna y 15 ml. de suero hiperinmmne.
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En este trabajo, la cantidad Sptima de suero hiperinmme y omnadina
aplicada con vacuna en cerdos de 10 a 14 Kgs. de peso, fué de 15 ml.
ya que en los cerdos que habfan recibido 10 y 30 ml. de estos pro--
ductos se observaron porcentajes menores de gamma globulina. Sin -
embargo, los anticuerpos medidos con este método solamente indican_
indirectamente el grado de resistencia de los individuos, sin impor

tar la especificidad de dichos anticuerpos.

Sin ser un método especifico, el andlisis electroforgtico y la de--
terminacidén cuantitativa de las fracciones séricas, permite evaluar
hasta cierto punto la respuesta inmune-humoral consecutiva a una va

cunacién.

Si por los datos in-vivo, se concluyd que la inmunidad producida --
por la aplicacibén de vacuna-suero hiperinmme y de la vacuna-ommadi
na era semejante, los datos sobre los niveles de gamma globulina co

rroboraron lo anterior.

Cualquier vacunacidn provoca leucopenia, proceso que disminuye las_
defensas orginicas. La aplicacién simulténea de vacuna-adyuvante -
puede contrarrestar la leucopenia, por producir una hiperplasia del

sistema reticulo-endotelial.

Los resultados obtenidos in-vivo e in-vitro en este trabajo, indi--

can que la aplicacién simultédnea de vacuna-omnadina es un método --
profildctico adecuado en el cblera porcino. Se recomienda que este
método se practique en pruebas extensivas de campo con el objeto de

confimmar si es apropiado en explotaciones.
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La aplicacién de vacuna-omadina no provoca inmmidad inmediata, --

por lo que no sustituye en todos los casos al método tradicional de

vacuna-suero hiperinmmune.
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En el presente trabajo se hace una revisifn sobre algunos conceptos
en relacidn al c6lera del cerdo, con el objeto de proporcionar al -
lector los antecedentes mis importantes que fueron tomados en cuen-

ta para llevar a cabo este estudio.

Se describen los experimentos realizados in-vivo e in-vitro para e-

valuar el efecto inmunogénico de uma vacuna anticélera de virus vi-
vo atenuado de origen de cultivo aplicada simultdneamente con suero

hiperinmumne anticolérico, y el efecto de la misma vacuna aplicada -

conjuntamente con omnadina.

En las pruebas in-vivo, se estudiaroﬁ 1a$ reaéciones posteriores a_
la vacunacién, se intentd la titulacién de sangre colérica y se hi-
zo una prueba de desafio inoculando sangre colérica a los animales
vacunados. Al llevarse a cabo este desafio se observd un alza de -
temperatura similar en los animales que habian recibido 68 dfas an-
tes vacuna-suero hiperinmme y vacuna-ommadina, demostrindose una -

inmunidad semejante en ambos grupos.

Se hicieron dos tipos de pruebas in-vitro:

1.- Se tratd de cuantificar anticuerpos especificos contra el vi-
rus del c6lera porcino en los animales vacumados por las prue

bas de Hemaglutinacién pasiva y Microinmmedifusidén, pero no_

se lograron detectar anticuerpos especificos. Este dato sos-
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tiene la importancia que la inmmidad celular tiene en la resisten-

cia contra el virus del cdlera porcino.

2.- Estas pruebas in-vitro también incluyeron el anilisis electro-
forético de los sueros de los cerdos vacunados, y la determinacién_
cuantitativa de las fracciones séricas. Los resultados de estos es
tudios demostraron que los niveles mds altos de gamma globulina se_
obtuvieron al aplicarse vacuna y 15 ml. de ommadina, ya que en este
grupo lé immunoglobulinas constitufan el 19% de protéinas séricas,_

dato que refleja el poder adyuvante del producto.

Los resultados de este trabajo indican que es - posible aplicar si-
multineamente vacuna-ommadina como método profilidctico en el célera
porcino. Se recamienda que se confirmen estos resultados practican
do este tipo de vacunacidn en pruebas de campo. Si resulta satis-

factorio, la principal ventaja seria el poder reducir los costos de

la vacunacion.

La profilaxis con vacuna-omnadina no sustituye al método de vacuna-
suero hiperinmme en granjas infectadas o para controlar brotes, ya

que &ste fltimo si confiere inmmidad inmediata.
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