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B EN

CURVA DE CRECIMIENTO DEL VIRUS VACUNAL PAV-250 CONTRA LA FIEBRE
PORCINA CLASICA (FPC) EN CELULAS DE RINON DE CERDO PK-15.

Se prapararon 2 grupos de monoestratos de células PK-15 de dos dias de edad en
bote.llas de dilucién de leche (DL). Una seris, integrada por 21 botellas, fue inoculada con‘
325 Unldades Formadoras de Focos Fluorescentes (UFFF) de la “cepa” vacunal PAV-250;
y otra serie de 13 monocapas recibié 2,406 UFFF. Las botellas inoculadas se incubaron a
37°C durante diferentes periodos, y postariormente permanecieron congeladas a -70°C
hasta que fue titulado su contenido viral por la Técnica Directa de Anticuerpos
Fluorescentes (TDAF), empleando monocapas de células PK-15 preparadas en tubos de
Laighton que contenlan laminilias, las cuales fueron inoculadas con difuciones logaritmicas
dasde 107 hasta 10, preparados a partir de cada una de las botellas de DL. Daspués de
5 dias de incubacidn a 37°C, fas laminillas fueron tefiidas por fa TDAF con un conjugado
especifico para el diagndstico de la FPC. Ef cdiculo del titulo viral se hizo por el método de
Reed y Muench, y con los resultados obtenidos se hicleron prusbas de cormelacion

-utillzando el paquete computacional Statystical Analisis System; cuando se inoculd con 325
UFFF, al determinar la correlacion de los datos correspondientas a las fases de crecimiento
logaritmico viral, de la hora 2 ala 6 r= 0.77; y de la hora 13 ala 18 r= 0.73; y cuando se
inoculd con 2,406 UFFF, de la hora 1 a la 7 r= 0.96. Al Inocular con 325 UFFF la tase de
eclipse ocurrié a las 2 horas; la fase de trecimiento se presentd entre las 4 y 6 horas (con

titulos de 10" y 10?, respectivamente); y posteriormente los titulos descendieron



paulatinamente i‘:asta las 10 horas (10°); y desaparecieron de nuevo a las 12-13 horas; y
éparentemenle esto ultimo ya pertenecid a la fase de eclipse de un segundo ciclo de
’creclmiento viral, en el que se presentaron titulos mas elevados entre las 14 a fas 20 horas
{fue de 10°*" alas 18 horas). Al inocular con 2,406 UFFF, las diferantes etapas se notaron
menos. Sin embargo, se detectd una fase de crecimiento que durd hasta las 7 horas
{10 **Y, of primer ciclo viral termind a las 10 horas (10°®°); y el segundo terming a las 21
horas (10%%); y de las 25 a las 121 horas se notd una declinacién del titulo viral (de 10*%
a 10}, Con base en los resultados obtenidos, se puede decir que hubleron mejores titulos
virales af inocular con 2,406 UFFF que con 325 UFFF; y que dentro de fas condiciones de
este expermento, al inocular con 2,406 UFFF, st momento éptimo para la cosecha ocurrié

antre las 24 y las 48 horas después de fa inaculacion de fas células PK-15 con la “cepa"

vacunal PAV-250.



INTRODUCCION

La Fiebre Porcina Cldsica (FPC), es una enfermedad infectocontagiosa producida
por un virus altamente transmisible y de rdpida diseminacién (22). El cerdo es el tnico
hospedador natural y es la fuente mds importante .de difusién de fa FPC (48); y en
condiciones de campo se afecta e! jaball (24); en condiciones de laboratorio se puede
infectar al conejo, el borrego, la cabra, la temera, el gato y el mono; unos investigadores
mencionan que le dieron 57 pases al virus de FPC en ratén lactante y que el virus no
perdié su virulencia para el cerdo (24). El agents causal es un virus que contiene dcido
ribonucleico (ARN), de la familia Togaviridae, género Péstivims, que se caracteriza por
producir hemorragias generalizadas (§5). Con base en su morfologla y en el tipo de 4cido
nucleico, los Pestivirus mantienen una disposicién de género, en la familia Togaviridae;
recientemente, basandose en nuevos conocimientos en lo referents a su estrategia de
replicacién y organizacién del genoma, los Pestivirus fueron colocados dentro ds la familia

Flaviviridae (Horzinek, 1991; citado por Moennig, 1992) (45).

El virus es estable en un amplio rango de pH, pero se inactiva rdpidamente con un
pH abajo de 4 y con un pH arriba de 11 (Kubin, 1967; citado por Tersptra) (61),
sobreviviendo mejor en un pH de 4.8 a 5.1 (33), por lo que la acidez cadavérica no lo
destruye (55). Sin embargo, la temperatura de 56°C lo inactiva en pocos minutos (55). Es
estable y resistente a la mayoria de los desinfectantes (57). No resiste la fuz solar, el

hidréxido de sodio al 3% (durante 15 minutos), ni el fencl al 5% (durante 15 minutos) (24).



Desde el punto de vista geogréfico, tiene una distribucidn mundial, aunque existen

. algunos palses que se han declarado libres, tales oomo:‘ Albania, Australia, Botswana,
Canad4, Chipre, Finlandia, Gran Bretaria (Inglaterra, Pals de Gales, Escocia e Irflanda del
Norte), Hungrla, Idanda, Islandia, Israel, Japdn, Luxemburgo, Nueva Zelanda, Paises
Escandinavos {Dinamarca, Suecia y Noruega), Rumania, Suiza, Tunez, y a partir de 1978
los Estados Unidos de Norteamérica (30, 48, 55). En México, a partir de la publicacién en
el Diario Oficial, de! Acuerdo y Programa da la Campafia contra la FPC, el 25 de Marzo de
1980, se aplicaron programas anuales de vacunacién en varlas etapas, declardndose libres
58 municipios del norte de Sonora, el 10 de Enero de 1983 (13, 19). A partir de 1930 se
relniciaron los trabajos de erradicacién y se han logrado liberar de FPC los Estados de Baja
Californla, Baja Califomia Sur; y-el sur de Sonora {11 municipios) en 1991; Chihuahua y
Sinaloa Ingresaron a la etapa libre en 1993, y se logré incorporar a la fase de erradicacién
a Nuevo Leén y Yucatdn en este mismo ario (21, 22). Hasla septiembre de 1993, las zonas
libres representaban el 32.06% del terrtorio nacional, el 13.7% de la poblacién porcina y
el 18.36% de la produccidn. Las zonas de erradicacién representaban el 5.5% del territorio,
el 4.0% de la poblacién y el 4.3% de la produccién (22). En 1994 se incluyen en la fase de
emadicacién a Campeche, Coahulla, Durango, Quintana Roo y Tamaulipas. Hay un
programa de erradicacion en la zona centro del pals ilamado Programa Reglonal para la
Incorporacién a la Fase de Erradicacién de los Estados del Centro '. Desde 1993, los
astados de Guangjuato, Jaflsco, Michoacan, Queretaro, Puebla y Tiaxcala se encuentran

en fase inlensiva de la Campafia; asi mismo se han llevado programas anuales de

. . ! Dr. Assad Heneidi Zeckua, Subdirector de Epizootiologia,
Direccién de Campafias 2oosanitarjas, D.G.S.A., S.A.R.H.,
comunicacién personal, Julio de 1994.
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vacunacién intensiva en los estados de Morelos, Hidalgo, México y San Luls Potosi; el resto

" de los estados se encuentran en etapa de control (21).

La FPC hasta hace pocos aflos se consideré en México, como un problema sanitario
grave para la porcicultura naclonal, tanto desde el punto de vista epizootloldgico, como por
el impacto econémico que ha representado (55). Durante y antes de los ochentas, se
considerd como enzodtica, y en algunas regiones del pais se convertia eventualmente en

eplzodtica (55).

En el Cuadro 1 se puede observar que a partir de 1980 se ha notado una clara
disminucién del nimero de brotes de FPC comunicados a la D.G.S.A., S.A.R.H., conforme
avanzaba el programa de la Campafia Naclonal contra la FPC. En 1987 hubo un minimo
de 38 brotes; pero en los ados siguientes estos brotes llegaron & incrementarse hasta la
cifra de 380, en 1989; y nuevamente, al reiniciarse las acciones de la Campaia en 1991,
han disminuldo paulatinamente hasta llegar a! minimo de 8 brotes en 1993; y 3 brotes de

Enero a Julio de 1994 (21)

2 pr. Arturo Cabrera Torres, Jefe de la Campafia Nacional
:{ggt‘:ra la FPC, D.G.S.A., S.A.R.H., comunicacién personal, Agosto de
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CUADRO 1.- BROTES DE PFC COMUNICADOS DE 1980 A 1933, A LA DIRECCION
.GENERAL DE SALUD ANIMAL, S.A.RH.

Afio Nimero de brotes Ao Ntmero de brotes
1980 625 1987 38

1981 250 1988 70

1982 170 1989 380

1983 180 1990 140

1984 160 1991 40

1985 80 1992 42

1986 40 1993 8

El comportamiento epizootiolégico de la FPC en las plaras, corresponde a una
enfermedad altamente transmisible, de rdpida diseminacién en los animales susceptibles,
con morbllidad y mortalidad variables, dependiendo de la virulencia del agente causal y del

grado de susceptibilidad de la piara afectada (55).

El contacto directo de un cerdo susceptible con otro infectado, es uno de los

métgdos mds factibles para introducir la FPC en una piara (24, 33, 55, 57).

Bajo condiciones naturales, la infeccién por las rutas oral, a través de la mucosa
bucal, y de las tonsllas, y respiratoria, son probablemente las mds comunes (24, 57, 61).
Los cerdos infectados pueden diseminar virus durante el periodo de incubacién.

La movllizacién de los cerdos es la via mas comin mediants la cual la FPC se

difunde (61).



Esta enfermedad también se transmite en forma indirecta, cuando los cerdos son
alimentados con desperdicios de la alimentacién humana, que contenga vestigios de came
de cerdo (escamocha), sin procesar, cuando estos vestiglos contienen el virus de FPC (§5).
El virus de la FPC puede sobrevivir en el cerdo y en preductos procesados de cerdo. Esta
sobrevivencia puede prolongarse por meses cuando la carne es almacenada en
refrigeracién o por affos cuando es congelada (61). El virus puede también diseminasg &
través de fomitss, zapatos, vehiculos de transporte, alimento, pdjaros, insectos y otros
articulos que se contaminen con el virus virulento; también puede llevarse a cabo la
transmisién intrauterina o el contagio por medio de "portadores sanos o inaparentes"” de la
misma especle (22, 33, 55, 57). Sin embargo, Terpstra menciona que la transmisién por
ropa conlaminada, calzado, mascotas y roedores es rara, ya que las cantidades de virus
asf transferidas estan usualmente por debajo de la dosis minima infactante para cerdos

(61).

La FPC puede tener un curso agudo, subagudo, crénico o ser clinicamente
Inaparente. Dependiendo de la virulencia de Ia "cepa® viral, la mortalidad puede ser de casi
cero a virtualmente 100%. El cerdo es la Unica especie en que se sabe que ocurme
naturalmente la enfermedad; cualquier raza y edad es susceptible, aunque los adultos
tienen mejor probabilidad de sobrevivir a la infeccién. El brote natural de FPC puede

también ocurrir en e! cerdo salvaje (Sus scrofa ferus) (61).



Las “"cepas" de campo del virus de FPC varian ampliamente en cuanto a su
virul.encia. Las “cepas” de alta virulencia producen la enfermedad aguda y alta mortalidad,
mientras que las "cepas” de virulencia moderada generalmente dan lugar a infecciones
subagudas o crénicas. La infeccién postnatal con virus de FPC de baja-virulencia da como
resultado la enfermedad moderada o una infeccién subclinica. Sin embargo, tales "cepas”
de baja-virulencia pueden producir mortalidad en fetos porcinos y lechones recién nacidos

(48).

Las consecuencias de las infecciones producidas por el virus de FPC con "cepas”
de vinulencla moderada, son parcialmente determinadas por factores del hospedero, tales
como: edad, inmunocompetencia, y condiciones nutricionalss; en tanto que en el caso de
infetciones por el virus de FPC altamente virulento o avirulento, los factores del hospedero

parecen jugar un papel menor (48).

Las "cepas” virulentas usualmente se difunden més rdpidamente en la piara e
inducen mds alta morbilidad, en comparacién con fas "cepas" menos virulentas (61). La
infeccién con “cepas” virulentas da lugar al desanollo de altos titulos de virus en la sangre
y en otros tefidos. Grandes cantidades de virus son entorces excretadas en la saliva y
cantidades menores en la orina, y en los fluidos nasales y lagrimales (Ressang, 1973) (61).
La excrecién viral continiia hasta la muerte, o en los cerdos que sobreviven, hasta que

estos desarrollan anticuerpos (61).



Las "cepas" de moderada o baja virulencia pueden inducir infecciones crénicas, en

* las cuales el virus es diseminado continuamente o intermitentemente, hasta la muerte del
animal {Mengseling y Packer, 1969); en las cerdas gestantes, la infeccidn inicial a menudo
es Inaparente, pero el virus puede atravesar la barrera placentaria y llegar a los fetos (61).
Algunos cerdos Infectados con virus de FPC de baja virulencia han sobrevivido hasta por

un total de 17 semanas y en algunos casos 21 semanas (19).

Se ha observado que el cuadro clinico y las lesiones producidas por la FPC han
camblado, especialmente en los paises con produccidén porcina intensiva, en los que se
han adoptado eficaces medidas de control y/o erradicacién, ya que al lado de la forma
aguda habitual, se observan formas crénicas y atipicas, a menudo con signos muy
atenuados. Esta evolucién ha complicado el diagndstico y ha hecho mds dificuliosa la
erradicacion de la FPC en varios palses (60).

Las lesiones se deben a que el virus dafa el endotelio vascular, lo que provoca
hemorragias e infartos en diferentes drganos (57). Las. lesiones mds comunes son:
conjuntivitis; eritema; los ganglios linfaticos presentan petequias, equimosis y estan
aumentados de volumen; hay amigdalitis; petequias en epiglotis y epicardio;
bronconeumonia, Infartos y equimosis en pulmdn; gastroenteritis hemorrdgica; Ulceras
botonosas en el colon; petequias e infartos en la mucosa de la vesicula biliar y vejiga
urinaria, y en el fiidn y bazo; congestion cerebral (19, 57); engrosamiento e Irregularidad
de la linea blanca del cartilago de las epifisis de los huesos, lo cual es notorio en la unién
costocondral de las costillas (Dunne, 1975; citado por Van Oirschot, 1993} (48); petequias

y equimosls en las serosas tordxicas y abdominales (19, 57).



Los principales signoes clinicos que se manifiestan en la presentacidn aguda de la
FPC son: fiebre de 41°C, o mayor, leucopenia, anorexia, pérdida de peso; los cerdos
presentan debilidad, se muestran lentos e Inaclivos, postrados y agrupados; existe
estrefiimiento que puede altemar con periodos de diarrea; el vémito es comun; lagrimeo y
parpados pegados por presencia de secrecién mucopurulenta; en tc;\s animales de plel
blanca suele apreciarse eritema en fa piel det vientre, orejas (especiaimente en los bordes),
cola, lablos de fa vulva y entreplernas. Posteriormente se presentan trastomos respiratorios
con abundante exudado nasal, tos y respiracidn agitada. En los estadios finales de ia
enfermedad se amontonan como si tuvieran frio y después se observan signos nerviosos,
tales como incoordinacion, pardlisis de fas extremidades (Iniclalmente tas posteriores), y
convulsiones antes de morir (55, 57). Los cerdos que sohreviven varias semanas,

tiplcamente dasarrollan signos de FPC cronica (19).

La forma crénica de la FPC se caracteriza por fisbre baja, leucopenia y un
mejoramiento transitorio de la apariencia general, que es seguido por pérdida de apetito,
depresicn, diarrea, fiebre y muerte, La leucacitosis estd frecuentemente asociada, en forma

persistente, a esta presentacién de la enfermedad (22).

Las lesiones en la FPC crénica se asemejan a aquellas que se ven en la forma
aguda, pero usualmente son menos severas. Los cerdos cronicamente afectados con
frecuencia mueren con pocas o sin hemorragias, muchas veces tenen abscesos en varios
tefidos y ocasionalmente Glceras botonosas en el clego o colon. A menudo se observa

enteritis necrética y bronconeumonia (19).
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La forma crdnica y/o “atipica® ocasionada por las "cepas” de baja virulencia del virus
da ta FPC, son de dificil diagndéstico (33). Estas son producidas por “cepas” que se han

modificado en condiciones naturales, en o) po; o por “cepas® de ofigen vacunal

{vacunas poco atenuadas) (30, 55). Estos cuadros clinicos se mencionan a continuacitn:

- Tremor Congénito tipo A-1 (30).

Conocido también como Mioclonia Congénita o Cerdos Brincadores o Cerdos
Balladores; se manifiesta en los lechones al nacimiento, o pocas horas después. Se
caracteriza por temblores de la cabeza, cuelio, espalda y miembros porteriores; existe
tamblén debifidad, pocos deseos de allmentarse y pérdida del 9quil|bﬁo Co(a!eralmente 90
ha observado momificacién, micrognatia y ascitis. Este problema se ha observado asociado
con la utilizacién de vacunas de virus vivo poco modificado aplicadas entre los 20 y 97 dias

do la gastacién (30, 55, 57).

Cabe aclarar que e} "Tremor Congénito” se refiere a Jos signos dlinicos que pueden
ser observados en fos problemas hereditarios; intoxicacién por el Neguvdn (Metrifonato,
Triclorfén), en hembras tratadas durante la prefiez; e infecciones fetales producidas por e
virus de la FPC, vitus de la Encefalitis Japonesa o por el ‘vlrus de la Pseudorrabia. Sin
‘embargo, Ulimamente se ha cbservado que las historias dinicas de las plaras afectadas
y las pruebas diagnésticas, indican que la mayor{a de los brotes del "Tremor Congénito®,
son producldas por un agente infeccioso desconocido, que probablemente sea un virus

{Bolin, 1992) (48).
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« FPC aguda en los reclén nacidos.

Se ha observado que cerdos recién nacidos, procedentes ‘de m;dres no bien
inmunizadas, o sin vacunar, pueden morir presentando la forma aguda de la FPC, sin que
la enfermedad afecte a las cerdas. Los signos corresponden a una enfermedad muy simitar,
en sus caracteristicas eplzoollolégicas, a la FPC de cu}so agudo. Este problema se
consldera asoclado a "cepas* no vacunales, de baja virulencia, que se supone infectan a

la madre, sin producir signos de la enfermedad en ella, pero si en los lechones (30, 55, 57).

- FRC en su forma aguda, transmitida por contacto con animales vacunados.
Se presenta en lechones provenientss de hembras no vacunadas, que tlenen
g:oﬁta’cto con animales sanos, que fueron vacunados con productos elaborados con virus
de FPC, aclivo, poco atenuado {30, 55, 57). Lo caracter(sﬁ.co aqui es que sdélo s afsctan

los animales [Svenes (30).

- FPC postvacunal de baja patogenicidad.

Al vacunar cerdos con vacunas modificadas, que recibleron pases en cerdos, las
cuales conservan todavia parte de su virulencia, se ha obsarvado que a fos 10 a 15 dias
después de la vacunacién, manifiestan signos de la enfermedad, que respondsn
parciaimente a la antibioterapla, lo cual indica la existencla de compticaciones bacteranas. '
Aqui Ta mortalidad puede ser muy varlable (30, 55), y generalmente es atribulble a las

complicaciones bacterianas {30).
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Todos estos cuadros clinicos son de dificil reconocimlento y requieren de técnicas
precisas de diagndstico, realizadas en laboratorios de diaénéstico especializados (2, 30,
51). Actualmente, la diferenciacién entre los pestivius de la FPC, Diarrea Viral Bovina
(DVB) y Enfermedad de la Frontera (EF) y la diferenciacién entre “cepas" virulentas de FPC,

y “cepas” vacunales, puede hacerse utflizando anticuerpos monoclonales (48, 62).

En el campo, el diagndstico clinico diferencial de la FPC ofrece grandes dificultades,
ya que puede ser confundida con enfermedades de muy variada etiologia. Entre las
principales enfermedades producidas por virus, que entran en el diagndstico diferencial con
la FPC, estdn: la Peste Porcina Africana (PPA), Enfermedad de Aujeszky, Sindrome del
-Ojo Azul, otras Encefalitis Virales y ciertas alteraciones patoldgicas de los sistemas nervioso
y muscular (Cuadro 2); entre las enfermedades bacterianas septicémicas {"enfermedades
rojas*), -estan: la Saimonelosis septicémica, la Erisipela aguda y la Pasteurelosis aguda,

--que son con las que mds se puede confundir la FPC. Si hay abortos, hay que diferenciar
con la Enfermedad Misteriosa del Cerdo (PRRS-SIRS) (10, 52), Brucelosis, Leptospirosis,
Pseudorrabla, Parvovirosis e Infacciones por Enterovirus Porcinos. Son de Importancia
también la Toxoplasmosis, de etiologia parasitaria, que puede producir signos respiratorios,
digestivos, nerviosos y reproductivos en los cerdos; y la Intoxicacién por sal, que tambisn

produce slgnos nerviosos (2, 19, 24, 30, 48, 55, 57),

El virus de la FPC ,puede multiplicarse en cultivos celulares procedentes de
diferentes mamiferos (50); especialmente en los de origen porcino (60); para ello, se

pueden utilizar cultivos primarios, de bazo, rifion, médula dsea, testiculo, ganglio linfatico,
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CUADRO 2.- ALTERACIONES PATOLOGICAS DE LOS SISTEMAS NERVIOSO Y MUSCULAR
{12).

Edad en que se inicla/ Principales signos clinicos iniclales
Nombre o causa 1 1] M v ; Vi
Al nacimiento
Artrogriposis
Malformacion cerebral -1+ = +- +- +- +-
Defecto motor congénito (+ + I+
Tremor congsénito o+ + + I+
Malformacidn espinal + + [+
Hipertrofia muscufar '
congénita - - +- - . .
Piernas abiertas S =
Def. Vit. A (matemal) R I +- +
< 2 semanas R L
Ojo Azul A AR AN I+ I+ .
Virus hemaglutinante S
encefalomielitis -+ + ) -l+
intoxicacién por hierro + i
2 2 semanas o L
Pseudorrabia + e + +- -+ o+
Peste Porcina Africana o4+ +- 4 oS+
Meningitls bacteriana - I+ e T A
Deficiencia de cobre e
Enterovirus: . R

Teschen/Talfan C 4 + e+ +- oI+ I+
Otras Cols + +
FPC I+ + + oI+ oI+ -+
Sin. "Pietrain creeper’ C+ + -
Tetanos -1+ + =l -f+ +)
Escl. cerebro-cortical I+ + J+ +/- ?
| Angiopatia cerebroesp. +- I+ H= e +- +
Enfermedad del edema + + +~ L+

I = Exitacién motora; I = Paresla/pardlisls; i = Ataxla; IV = Tremor; V = Sindrome vestibular,
y Vi = Visién defectuosa; (+) = Regularmente presente; (-/+) = Qcasionalimente presente;
(+-) = Inconstantemente presents; (=) = Leve/minimo; ? = Dudoso/ equivoco; y {} = Secundario,
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CUADRO 2 (CONTINUACION)- ALTERACIONES PATOLOGICAS DE LOS SISTEMAS
NERVIOSO Y MUSCULAR (12).

Edad en que se inicia/ Reglén afectada
Nombre o causa Vi Vil X X Otras
Al nacimiento
Arfrogriposis + + +) Articulaciones
Malformacién cerebral + {+} Qjos
Defecto motor congénito +
Tremor congénito + +
Maltormaclén espinal + +i- (+-)
Hipertrofia muscular congénita - - - +
Piemas ablertas ? ? ?
Def. Vit. A (matemal) + + (+) {+)
< 2 semanas
Ojo Azul + ? Ojos
Visus hemaglutinante
encefalomielitis + &
intoxicacidn por hierro + Corazén
2 2 semanas
Pseudarrabla + % = Respiratorio
Pasta Porcina Africana + x = L-R
Maningitis bacteriana + + Articulaciones,
: corazén

Deficlencia de cobre +- + &3]

| Enterovius: : .

Teschen/Talfan + + (&3] +)

1 __Otras + +. 0 (=) ?
FPC + ] ? ? Lt-R
Sin. *Pietrain creeper +
Tétanos EY ] = +
Escl. carebro-cortical +
Anglopatia cerebroesp. + +
Enfermedad del edema + = Intestino,

sist. vascular

Vit = Cerebro; Vil = Médula espinal; IX = Sist. Nerv, Peritérico; X =Musculo; L-R = Sistema
Unforreticular; (+) = Regularments presente; {-/+) = Ocasionalmente presente;
(+/-)= Inconstantemente presents; (=) = Leve/minimo; ? = Dudoso/ equivoco; y () = Secundario,
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"CUADRO 2 (CONTINUACION).- ALTERACIONES PATOLOGICAS DE LOS SISTEMAS
NERVIOSO Y MUSCULAR (12). ’

Edad en que se [nicia/ Principales signos clinicos Iniclales
Nombre o causa I [ [\ \4
Encefalomalacla I+ +/- I+

Enf. del oido medio + +

Intox, arsénico org. I+ + + + +

> 6 semanas
intox. mercurio org. +

Neurot.organofosforados +
Def. acido pantoténico I+
Rabia + +

Envenenamiento con
sal/Privacién de agua +

| Ent. Vesic. del Cerdo +-
Larva migrans visceral -/+
Deficiencia de Vit. A

> 3 meses

Sindrome de asimetria
de cuartos traseros
Necr. musc. dorsales
Temblor del Landrace
Miopatia nutricional
Enf. o trauma vertebral
Ano

Mionecrosis clostridial = :
Neoplasia ? ? ? ? ? ?
Sindrome del "stress" porcino =

Sélo adultos
Encefalopatia
espongiforme subaguda

-/+

++[+]|+

I = Exitacion motora; 1l = Paresia/pardlisis; Ill = Ataxia; IV = Tremor; V = Sindrome vestibular;
y Vi=Visién defectuosa; (+) = Regularmente presente; (-/+) = Ocaslonalmente presente;
(+/-)= Inconstantemente presente; (=)= Leve/minimo; ?= Dudoso/ equivaco; y ( )= Sacundario.
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CUADRO 2 (CONTINUACION).- ALTERACIONES PATOLOGICAS DE LOS SISTEMAS
NERVIOSO Y MUSCULAR (12).

Edad en que se inicla/ Regidn afectada
Nombre o causa vil Vit X X Otras
Encefalomalasia +
Enf. del oido medio +
intox. arsénico org. + + + (?)
> 6 semanas
Intox. mercurio org. &
Neurot.organofosforados = + + (+)
Def. dcido pantoténico + _+ (+)

| Rabia + =
Envenenamiento con +
sal/Prvacién de agua
Enf. Vesic. del Cerdo + = Plel
Larva migrans visceral + + Visceras
Deficiencia de Vit. A + w
> 3 meses
Sindrome de asimelria de +  Grasa, hueso
cuartos traseros .
Necr. musc. dorsales +
Temblor del Landrace ?
Miopatia nutricional + Corazén
Ent. o trauma vertebral + {+) Hueso,

articutaciones
Afo ]
Mionecrosis clostridial +
Neoplasia ? ? ?
Sindrome de! "strass” porcino ’ + Corazén
Sélo aduitos
Encefalopatia espongiforme .
subaguda ? ?
VIl = Cerebro; VIl = Médula Espinal; 11X = Sist. Nerv. Perférico; X = Musculo;

L-R = Sistema Linforreticular; (+) = Regularmente presents; (-/+) = Ocasionalmente presents;
(+/-) = Inconstantemente presents; (=) = Leve/minimo; ? = Dudoso/ equivoco; y () = Secundario.
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leucocitos y células embrionarias de piel (57); también pueden crecer en lineas celulares
{41). Las “cepas" del virus de FPC no suelen producir ningtin efecto citopatogénico (ECP),
cuando se muitiplican en cultivos celulares (38, 60). Sin embargo, se sabe de algunas
*cepas®, tales como la PAV-1 (38, 42) y la "Cepa” A (15}, que pueden producir ECP. Esto

tamblén se ha visto con la "Cepa® PAV-250 al ser inoculada sin diluir *,

Existen varias pruebas da laboratorio para confirmar el diagndstico de la FPC y una
de ellas es la Prueba Directa ds Anticuerpos Fluorescentes (AF), realizada con te]idos
Infectados, o con cultivos celulares previamente inoculados. La técnica de AF es sensible,
especifica y precisa, para detectar reacciones antigeno-anticuerpo {1, 18); se trata de una
técn}ca répida para identificar la presencia de una gran variedad de antigenos (18). La
técnica de inmunofluorescencia (IF), consiste en poner de manifiesto la presencia de
antigenos, presentes en tejidos de animales sospechosos 6 enfermos y en los cultivos de
células infectadas por un virus; {a tdcnica de seroneutralizacién, basada en la reduccién de
focos ﬂuorescentés, también sirve para poner de manifiesto la presencia de anticuerpos en
los sueros de animales enfermos, o en los sanos que se han recuperado de la enfermedad
y/o en los que han sido inmunizados previamente (1é). Sl se utiliza un colorante
fiuorescente (fluorocromo), v.g. Isotioclanato de fiuoresceina, y se conjuga con las
moléculas de anticuerpos, tales anticuerpos marcados, pueden ser usados para localizar

e identificar la presencia del antigeno viral homélogo en las células infectadas. Este

3 pr. Pablo Correa Girén, Jefe del Proyecto FPC, CENID-MV,
INIFAP, SARH, comunicacién personal.
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procedimiento es llamado "IF Directa™. La presencla del antigeno se hace visible al exitar

@l fluorocromo con (a luz ultravioleta de un microscopio de fluorescencia (54).

En los EU.A., Soldrzano (1962) fue el pdmefo en aplicar la técnica de
inmunofluorescencia al virus de la FPC (59). Carbrey, en 1965, perfecciond esta técnica y
1a aplicd en la titutacién, para la determinacidn de! nimero de células, o de focos de células
fluoresceantes, en cultivos celulares; encontrando que 24 horas despuss de la infeccién del
monoestrato de células PK-15, con diluciones logaritmicas de virus de la FPC, utilizando
el microscoplo de luz uitravioleta, se pueden contar los focos fluorescentes, constituidos por
20 a 30 células Infectadas (4). Estos focos fluorescentes también pueden estar constituidos
por una célula aislada, o por grupos de células infectadas (18). De esta manera se puede
expresar el titulo infectante de una suspensién viral, con base en el nimero de unidades
formadoras de placas fluorescentes, o sea de unidades formadoras de focos fiuorescentes
(UFFF) (4). Esta técnica 'tambibén tiene la ventaja de poder identificar y titular, en un mismo
sistema, a los virus virulentos y los atenuados. Se obtienen resultados satisfactorios con los
virus virulentos y con la mayoria de los virus atenuados por pases en cultivos celulares, los
cuales provocan una fiuorescencia generalmente intensa y precoz. Por el contrario, con los
virus que han sido modificados mediante pases en conejos ("cepa” China), y con las
'oep;as" de baja virulencla encontradas en el campo, es muy difich de apreciar ia
fluorescencla especifica, dado que estos virus se muitiplican lentamente en tos cullivos
celulares, y en estos casos la fluorecencia es de baja Intensidad y tarda en aparecer,
sobretodo en el primer pase. Porlo que es recomendable hacer varios pases seriados,

en cultivos celulares, para poder identificar la presencia del virus (4).
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Al intentar el aislamiento de! virus en cultivos celulares, se puede emplear la
inmunofiuorescencia directa, para detectar la presencia del antigeno viral, 1a cual constituye
una de las mejores pruebas para detectar la presencia del mismo en fos tejidos. Este
método de deteccién del antigeno en los cullivos celulares, permite revelar pequeiias
cantidadas de antigeno viral; y por consiguiente, es ligeramente més sensible para detectar
el antigeno en los tejidos, que la aplicacién de la Inmunofiuorescencia directa a las
secciones congeladas de tejidos infectados; la eficlencia de este método ha sido estimada
en un 89%, al comparar los resultados con Jos obtenidos por inoculacién en cerdos {60).
Aqui se hace necesario mencionar la importancia de la técnica de Exaltacién del ECP de!
virus de la Enfermedad de Newcastle (EVENG). Pues esta técnica ha contribuldo no sélo
al diagndstico de la FPC, sino también at desarcollo de vacunas de virus vivo y a estudios
sobre la multiplicacion viral. A través de estudios comparativos, se ha observado que no
hay grandes diferencias en fos titulos virales determinados por la prueba de EVENC y la
prueba de AF, Se probdé que ambos métodos fueron muy Utifes para la deteccidn y titutacién
del virus de FPC. La técnica de AF, cuando se realiza en cultivos celulares, tiene ventajas,
por su rapidez y simplicidad; el conteo de placas en esta prueba es preciso, més facil y
requiere de menos tiempo {41). Sin embargo, cuando se tienen qus titular muchas muestras
de virus, o cuando se tienen que detectar anticuerpos en una gran cantidad de sueros,

parece ser que la prueba de EVENC puede ser mas tavorable que la de AF (41).

El virus de ta FPC puede ser propagado en cultivos celulares de fifidn de csardo, de

los cuales las mds usadas son la linea celular PK-15 y la SK-6. La replicacién viral ocurre
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unicaments en el citoplasma celular, y el virus no causa efecto cltopatico; y se desarrolla
en cualquiera de las dos lineas celulares a través de! medio de cultivo, cuando el virus sale
de la célula infectada, o directamente de célula a célula, pasando por los puentes
citoptasmicos, o al ocurrr la divisidn celular, puede pasar de las células madres a las
célutas hijas; de esta forma la infeccién continua de los cultivos celulares se establece
faciimente (48, 61). El virus parece madurar en la membrana intracitoplasmdtica, lo cual
esta de acuerdo con la incapacidad para detectar antigenos virales de FPC en la superficie
de las células infectadas (Van Oirschot, 1980) (48). La primera progenie del virus se libera

de las células a las 5-6 horas post-infeccidn. Bajo condiciones de un solo ciclo de

crecimiento, hay un in to exponencial en el titulo del virus hasta las 15 horas
postinfeccién, tras lo cual la produccion de! virus continiia aumentando hasta un nivel mas

alto por varios dias (48).

Se ha demostrado que el virus de la FPC pueds muitiplicarse en cultivos celulares
procedentes de diferentes mamiferos (suinos o no suinos) previamente inoculados con el
virus de la FPC ("cepa” virulenta Ames; y “cepa® Monovet, modificada en cultivos celulares).
Las especies de las que se obluvieron estos cultivos celulares correspondieron tanto a
mamiferos terrestres {Cuadros 3y 4), asi como alos mds expticos mamiferos marinos (50).
En un experimento realizado por Lin et al (41), se hizo la comparacién entre varios tipos de
cultivos celulares para encontrar los mds adecuados para la deteccién y titulacion del virus
de la FPC, por la técnica de AF. Se compararon 4 tipos de cultivos celulares: linea celular
de riién de cerdo (PK-15), células primarias de rifién de cerdo (SK), células primarias de

testiculo de cerdo (ST) y la linea celular de rifidn embrional de cerdo (ESK). El resultado
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CUADRO 3.- CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS DE MAMIFEROS SUSCEPTIBLES AL
VIRUS DE LA FPC, AL SER INOCULADOS CON EL VIRUS VIRULENTO AMES (VVA) Y CON
UN VIRUS MODIFICADO EN CULTIVOS CELULARES (VMCC®) (50).

Origen del tejido Orden, género y Susceptibilidad a
especie VVA . VMCC
ARTIODACTYLA
Rifién embrional de bovino (EBK) Bos taurus 1+ 3+
Rifion de cordero (LK) Ovis aries 1+ 24
Rifidn de cabra (GK) Capra hircus 2+ 3+
Rifién de venado cola blanca (WTDK) | Odocoileus 1+ 4+
virginianus
Rifion de cerdo doméstico {(PK) Sus scrofa 5+
Rifdn de pecari de collar (PEK) Tayassu tajacu 3+ 44
CARNIVORA
Rifdn de zorrillo listado {SKK) Mephitis mephitis 2+ 2+
Rifidn de tejon americano (BAK) Taxidea taxus i+ 2+
RODENTIA
Rifidn de ardilla zorra {(SQK) Sciurus niger 2+ 3+
Riftdn de cuye (GPK) - Cavia porcellus 1+ 2+
LAGOMORPHA

Rifién de conejo doméstico (RKD) Oryctolagus cuniculus 1+ 2+
Rifén de conejo cola de algodén del Sylvilagus floridanus 2+ 2+
este (RKC)

* *Cepa" Monovet; 1+, una que otra célula infectada; 2+, pequaiias placas de 5-15 células
infactadas; 3+, al menos 50% de la monocapa celular infectada; 4+, al menos 75% de la
monocapa cefular infectada; y 5+, toda la monocapa infectada.
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CUADRO 4.- CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS DE MAMIFEROS, NO SUSCEPTIBLES
AL VIRUS DE LA FPC, AL SER INOCULADOS CON EL VVA Y CON EL VMCC (50).

Origen del tejido Orden, género y especie Susceptibilidad a
VVA  VMCC
Rifién de perro (Cachorro de CARNIVORA
granja) (DFK) Canis familiaris 0 0
Rifién de perro (Beagle) (DFB) Canis famillaris 0 0 '
Rifién de hurdn de patas negras
(FK) Mustela nigripes 0
Rifidn de zorra roja (RFK) Vulpes fulva
Rifién de mapache (RAK) Procyon lutor . [} 0
RODENTIA
RIA6n de rata (Wistar) (AKW) Rattus norvegicus 0
Rifién de ratén (Webster) (MKW) Mus musculus [}
Rifidén de mono verde africano PRIMATE
(AGMK-1) Cercopithecus aethiops 0 0
Rifidn de mono verde africano
(AGMK-2) Cercophitecus aethiops
Rifién de mono Rhesus (RMK) Macaca mulatta
Rifén de embrdén humano
(EHK) Homo sapiens ] 0
MARSUPIALIA
Rifién de zariglieya Didelphis marsupialis
americana del norte (OPK) virginiana 0 0

0 = No hubo células infectadas.

23



de este estudio fué que en los cultivos de célutas PK-15 se produjo fluorescencia mds
clara y un mayor titulo viral (41). Sin embargo, se ha demostrado que los cuitivos de
leucocitos son ligeramente mas sensibles que las lineas celulares, a la Inoculacién con
pequeiias cantidades de virus (60); pero al parecer no hay diferencla en el tiempo que tarda
en aparecer el antigeno, ya que todos los tipos celulares inoculados (PK-15, SK, ST y ESK)
fusron poslﬁvos. después de 24 horas de incubacién. El tiempo ptimo para el conteo de
las placas fluorescentes vari6 entre 24 y 48 horas desbués de la Inoculaclén, para los virus
virulentos; y de 24 horas para los virus adaptados a cultivos celulares; hubo correlacidn
entre la dosis y la respuesta, en el conteo de placas fluorescentss, ya que el nimero de
placas siempre disminuyé paralelamente a la dilucidn empleada de los virus estudiados

(41).

En 1968, Aynaud realizé un estudio, en el cual se observaron 3 fases en la
replicacién de una clona dal virus de FPC en células PK-15 (3). Las litulaciones se hicieron
por la técnica de AF, las cosechas fueron obtenidas cada hora, durante las 10 primeras
horas, y después cada 3 6 4 horas. La multiplicacién del virus, a 37°C, mostré las sigulentes
caracteristicas:

1) Fase de latencia,

E! titulo infeccloso bajé a partir del momento de la infeccidn, para alcanzar e! minimo
aproximadamente a la quinta hora. Durante este periodo principia la sintesis de los diversos
constituyentes del virus.

2) Fase de crecimiento exponencial.
A partir de la quinta hora se observa un aumento répldo del titulo viral,
correspondlendo a la liberacidn de viriones recientemente formados. La aparicion de nuevos
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vidones se efectia de manera logaritmica hasta la hora 15, que es cuando se observa un
cambio en la pendiente de la curva. Estos resultados permiten interpretar, que el ciclo de
produccién viral proplaments dicho, terminé alrededor de la hora 15. El ciclo del virus de
la FPC es relativarnente largo.

3) Fase de producclén viral continua.

Alrededor de Ia hora 15, se observa un cambio en la pendiente de la curva, pero
todavia con aumento del titulo viral, hasta la hora 50 aproximadamente. {.o cual indica una
produccién continua def virus por parte de las células infectadas. En ese momento se
obtiene generaimente un titulo viral maximo de 10" a 10® UFFF/ml. Con la clona estudiada
por Aynaud (3}, la produccién de este virus se prolongé durante muchos dias, después de
la ln'feccién de las células. Esta clona se multiplicé intensaments en la célula huesped, sin
causarle daiios que ocasionaran la aparicién de efecto citopético, o que pudieran datener
la multipticacién de’las células infectadas. La sintesls de virus sa efectué de manera
continua a partir de las células infectadas, las cuales todavia podrian aumentar en nimero
sl las condiciones lo paermitian. Y se presentd un equilibrio entre ia sintesis viral y la sintesls

celular (3).

Otros investigadores obtuvieron resultados promlsorios en el desarrollo de una
vacuna Inactivada de FPC. El virus de FPC fue multiplicado en células PK-15, concentrado
e Inactivado con glicilaldehido y después fue mezclado con un adyuvante olecso. La

inoculacién de § mi de esta vacuna indujo una sélida inmunidad, de larga duracién (46).

En México se han realizado estudios con una vacuna para controlar la FPC,
modificada en cultivos celulares; se trata de la vacuna de virus vivo modificado, “cepa”
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PAV-250, que ha sido elaborada porla Productora Naclonal de Bioldgicos Veterinarios

(PRONABIVE), SARH, y por los laboratorios SANFER-SANYCONN,

La “cepa* PAV-1 fue obtenlida Iniclalmente, en la Universidad de Comell, Ithaca,
Nueva York, EUA, a partir de la "cepa” A del virus FPC (8, 9, 25, 28). Esta “cepa” PAV-1
fue propagada por pases seriados en cultivos celulares (25, 28, 36, 37). Iniclaimente
mataba a fos cerdos, pero posteriormante, después de ser pasada 40 vaces en ia linea de
célujas PK-15, ya no fue letal para los cerdos, aunque todavia se diseminaba de los
vacunados a los susceptiblés pusstos en contacto (37). Despuds, al pase 70, ya no podia
ser transmitida de los cerdos vacunados a los cerdos susceptibles pue;tos an contacto,
siempre y cuando estos cerdos procedieran de madres inmunes. Pero en ese momento
todavia se podia transmitir si se ulllizaban cerdos procedentes de madres susceptibles (25,

28).

A los 75 pases fue usada en los EUA en millones de cerdos, como una vacuna
contra ta FPC, que se aplicaba simultdneamente con suero hiperinmune contra fa FPC.

Posteriorments se utilizd en los EUA, en su pase 125, aplicada sin suero hiperinmune (25).

Se obsevé que este virus, a los 125 pases, todavia se difundia si fos cerdos usados
en la prueba de contacto procedian de madres no inmunes; ya que habla difusién cuando
se ponian en contacto cerdos  susceptibles vacunados, con cerdos completamente

susceptibles (25).
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‘A pase 250, en prusbas preliminares, se observé que el virus no se difundia de los
‘cerdes vacunados a los cerdos completamente susceptibles puestos en contacto (Baker

8t al, no publicado; 25, 28).

Cuando ya se habia lograde darde 250 pases a la “Cepa” PAV-1, se obtuvo fa
*Cepa" PAV-250; sin embargo, para entonces en los EUA ya habia sido prohibida la
utilizacién de todas fas vacunas contra la FPC (25, 28), ya que la Campana de Erradicacion

de la FPC, en los EUA, se basd en ol sacificio de los animales afectados.

La "cepa” vacunal PAV-250 contra la FPC ha sido posteriormente estudiada en el
Proyacto FPC ds! INIFAP, SARM, México (23, 25, 30). ¥ se'ha encontrado que se trata de
una vacuna antigénica, que produce Indices de proteccién muy altos, no produce signos
clinicos en los vacunados y dado que no se disemina de los cerdos vacunados a los
susceptibles puestos en contacto, no hay peligro de que se difunda a las cerdas prefiadas
susceptibles (25), y por ello no hay posibilidad de que revieita a la virulencia; ademds de
que’ pueden inmunizarse lechones de 1, 7, 14 y 21 dias de edad (17, 29); mediante
estudios reclentes, se ha demostrado que esta vacuna puede ser utilizada para proteger
cerdas, sin memoria inmunoldgica conira ia FPC, que estén en celo, o a fos 30, 60 y 90
dias de la gestacidn, sin que se presenten efectos indeseables (5, 6, 7); y por eso pueds
usarse con toda conflanza en una campaiia de erradicacién de fa FPC, basada en fa
vacunacién masiva, tanto de cerdos de granjas tecnificadas, como en animales de traspatio

{16, 23, 25, 30). Las cualidades de esta vacuna la acercan alas de la vacuna ideal (24, 56).
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La técnica de produccidn de la vacuna PAV-250 ha sido desarrollada y modificada
poco a poco, con el objeto de msjorar el titulo viral de dicha vacuna’. Desde hace varios
aios se han estado produciendo lotes de la semilla de la vacuna PAV-250, en el Proyecto
FPC del CENID-MICROBIOLOGIA, INIFAP, SARH, México. Esto se ha hecho cosechando
a los 6 dias después de la inocufacion de las células PK-15, basandose en estudios
anteriores, de caracter preliminar’. Sin embargo, tomando en cuenta que la técnica de
produccidn ha sufrido continuas modificaciones, es necesario que se hagan estudios que
seflalen ef momento de multiplicacidn Inicial de este virus vacunal, y el momento en que
hay mayor produccidn de virus, por parte de las células previamente inoculadas, dentro de!
mencionado perfodo de 6 dias; ni cual seria la dosis de antigeno mds adecuada para
inocular los monoestratos y obtener un mejor titulo viral en fa vacuna. Por ello se hace
necesario determinar la curva de crecimiento de este virus, bajo las actuales condiciones
en que estd siendo cultivado, con las madificaciones que se han hecho al través del tiempo,
en las cuales ya se estd utilizando la esterilizécidn mediante irradiacion con rayos
Gamma a 25 Kilo Gray (KGy), del Suero Fetal de Temera (SFT), utlizado para el
enriquecimiento del medio de cullivo, ademds de la inactivacién del suero en bafio de Maria
(30 minutos a 56°C), y del empleo de células PK-15 libres de contaminacion por el virus de

fa DVB (31, 32).

28



OBJETIVOS

1) Determinar ia curva de crecimiento de la "cepa" vacunal PAV-250, inoculando

células PK-15 con dos diferentes dosis Infectantes de este virus.
2) Determinar en qué perfodo, en ambos tratamientos, el virus vacunal PAV-250

alcanza su méximo titulo, para asi poder recomendar que esta vacuna contra la FPC sea

cosechada en el periodo dptimo.
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MATERIAL Y METODOS

[ X DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DEL VIRUS VACUNAL
PAV-250, AL INOCULAR CELULAS PK-15 CON APROXIMADAMENTE 100
UNIDADES FORMADORAS DE FOCOS FLUORESCENTES (UFFF) 50%.

14, ltiplleaclén iniclal de las célulag PK-15.

En cinco botellas de Roux, estérilas, se sembraron células de fa linea PK-15 (rifion
de cerdo) suspendidas en 80 m! de medio de crecimiento (Medio Minimo Esencial) (MME);
enriquecido con 10% de Suero Fetal Bovino® ; contenlendo ademéas 500 Ul de penicilina,
0.1 mg de estreptomicina y 20 Ul de micostatin por m! de MME. Después se procedid a

incubarlas durante 48 horas en una estufa de cultivo mantenida a 37°C.

1.2, Conteo de las células.

Con el fin de conocer el promedio aproximado de células existentes en una de'fos
monoestratos, previamente preparsados en las botellas de Roux, y con base en esto calcular
1a cantidad de células, que a partir de esta monocapa iban a ser sembradas en las botellas

de Dilucién de Leche (OL)®, s realizé un conteo celular:

4 Fetal Bovine Serum, Qualified, GIBCO, Cat. No. 200~6140PJ
{GIBCO BRL, Ccat. No. 26140-038).

X 5 Botella para Dilucién de Leche, Capacidad 160 ml. Thomas
Scientific, Apparatus, 1980, Cat. No. 1756-H31 (Corning, Cat. No.
1367 y 1372)
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1.2,1. Técnica de Cumming (1975).

Las células de una monocapa celular de dos dias de edad, obtenida de una botella
de Roux, después de haber sido tripsinizadas y centrifugadas en refrigeracién a 1,000 ipm
durante 10 minutos, fueron suspendidas en 20 ml de medip de crecimiento; se separé un
ml y se le agregaron 0.2 ml de Colorante Azul Trip&n®, previamente disuelto al 0.4% en
soluclén salina. Se llend la una cadmara de Neubauer (20) con la muestra, y se contaron las
células viables (no tedidas), de los cuatro cuadrados primarios de las esquinas. Se calculé
el promedio por cuadrado y éste se mulliplicé por 6/5, para considerar e! titulo de dilucién
con.el colorante. El resultado obtenido se muitiplicé por el factor 10%, para asi obtener el

numero de células por ml (34).

1.3. rodyccién de las monocapas en las botellas de DL y en los lubos de Leighton,

Los monoestratos de las cuatro botellas de Roux restantes también se tripsinizaron
y se centrifugaron, en igual fooma que el monoestrato utlllza‘do para hacer el conteo celular
Inicial, Una vez obtenido el paquete celular de estas cuatro botellas, se mezclé con la
suspensién celular de la primera botella, y todo se reconstituyé en 920 m! de medio de
crecimlento; con esta suspensién se sembraron 40 botellas de DL, depositando 20 ml en
cada una; y se depositaron 2 m! en cada uno de los 60 tubos de Leighton, los cuales
contenlan dentro una laminilla cubreobjetos. Estas botellas y tubos fueron incubados

durante 48 horas, a 37°C, en una estufa de cultivo.

s Trypan Blue Stain 0.4%, GIBCO. Cat. No. 630-5250.
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Estos tubos de Leighton se utilizaron posteriormente para titular la “cepa”

vacunal PAV-250, la cual fue diluida para inocular los monoéstratos de las botellas de DL.

Todas las botellas de DL se revisaron a contraluz y en el microscopio
estergoscdpico a los dos dias, para asegurarse de que el crecimiento celular fuera
homogéneo, y con un 80-90% de crecimiento en el monoestrato. De las 40 botellas de DL

sembradas se selecclonaron 23, que fueron con las que posterformente se trabajo.

1.4.  Tlulacién iniclat del virus vacunal PAV-250, lote 1-86.

Una botella de Roux, sembrada 48 horas antes con células PK-15, se tripsinizd y
centrifugé, y las células obtenidas se utilizaron para sembrar 60 tubos de Leighton que
contenian en su interior una laminilla cubreobjetos, dejdndolos en Incubacién a 37°C,

durante 48 horas, en una estufa de cultivo.

Se reconstituyé con 10 ml de agua bidestilada estéril un frasco de la vacuna
liofilizada PAV-250, lote 1-86 y se procedid a su titulacién empleando los tubos de Leighton
anteriormente mencionados. El método que se sigulé para hacer la titulacién fue por fa
Técnica Directa de AF (inciso 1.7) y el calculo del titulo final fue hecho por el método de
Reed y Muench {47) (inciso 1.8).

32



1.5. Inoculacién de los monoestralos gon @l virus vacunal PAV-250,

1.5.1. Se reconstituyé con 10 mi de agua bidestilada estéri! un frasco de Ila vacuna
llofilizada PAV-250, lote 1-88, la cual habia sido previamente titutada y que mostrd un titulo
de 10%% UFFF 50%/0.2 mi; y luego se realizé la dilucidn necesaria, utilizando MME sin
suero, para tratar de ajustar el titulo a aproximadamente 10*° UFFF §0%/0.2 mi
(100 UFFF 50%/0.2 mi). Con esta dilucién se inocularon las monocapas de las botellas de

DL,

1.5.2. Los monosstratos de las 23 botellas de DL seleccionadas, después de decantaries
o} medio de crecimiento y de lavarios con una solucién de PBS 1X estéril (a 37°C), se

trabajaron de la siguiente manera:

1) Se utilizaron 2 Botellas de DL, contenlendo monocapas de células PK-15, como
controles de céiulas no inoculadas, a las cuales se les adicionaron 20 m! de medio de
mantenimiento (MME, enriquecido con 2% de Sueéro Fetal Bovino, 500 Ul de penicilina, 0.1
mg de estreptomicina y 20 Ui de micostatin por ml de MME) y se pusieron en incubacién
a 37°C, en una estufa de cuitivo, durante las 24 horas que carrespondieron a fa primera

etapa de este experimento, tiempo durante e! cual fueron observadas periodicamente.

2) Alas 21 botellas restantes, después de haber lavado sus monoestratos con PBS
1X estérl, y después de haber desechado este PBS, se les adicioné a cada una 3 mi del
virus vacunal PAV-250, pr;vlamenle reconstituido y diluido de modo que la dosis inocculada
confenia aproximadamente 107° UFFF 50%/0.2 mi (aproximadamente 100 UFFF/0.2 mi),
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y se ncubaron a 37°C durante 60 minutos, moviendolas cada 10 minutos, para lograr una
adecuada distribucién del Indculo. La suspensién viral sobrante fue envasada en viales y
estos fueron rotulados, procediendose a fa titulacién de uno de ellos, una vez que se
terminaron de inocular las botellas de DL; los viales sobrantes fueron congelados a -70°C

en un congelador REVCQ.

3) Transcurrido el tlempo de incubacién, a cada botella de DL con monoestrato de
células PK-15, se le decantd el fiquido inoculado y se sustituyd por 20 ml de medio de
mantenlmlen(o; dejandose en incubacién a 37°C hasta et momento de ser congeladas. L.o
cual se realizé congelandolas en hielo seco con alcohol (a -70°C aproximadamenta),
para evitar variaciones en el tiempo de congelacion. La eleccién de las botellas en cuanto
al orden en que fueron congeladas se hizo completamente al azar, roluldndose en ese
momento con el nimero de horas que tenian de Incubacidn, de acusrdo a la Tabla 1.
Desde ese momento, todas las botellas se conservaron en un congelador REVCO a

<70°C, hasta el momento de ser descongeladas para ser fitulado su contenido viral,

1.56.3. Con el objeto de determinar la proporcién existente entre el ntimero utilizado de
particulas virales infectantes y el nimero de céiulas correspondientes, se determiné por
separado, el numero de células PK-15 existentes en tres monocapas de botellas de DL,
reallzéndo el conteo celular mediante la técnica de Cumming {Inciso 1.2.); obteniendo e!

promedio de células de las tres botellas.
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TABLA 1. TIEMPO DE INCUBACION TRANSCURRIDO DESDE EL MOMENTO DE LA
INOCULACION DE LAS MONOCAPAS CON APROXIMADAMENTE 100 UFFF DE LA "CEPA"

PAV-250, HASTA EL MOMENTO DE SU CONGELACION.

-
o

BOTELLA TIEMPO DE INCUBACION
NO. (HORAS)

1 1.

2 2

3 3

4 4

5 5

6 8

5 P

. o
10

-
-

-
»

w
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1.6, Titulacién de la "cepa® vacunal PAV-250, lote 1-86, contra ia EPC, la cual
fue previamente dilulda para inocular las botellas de DL.

Ulilizando Jos tubos de Leighton que contenlan las monocapas de células
PK-15, se procedid a hacer la comprobacidn de! titulo de la dilucién de la vacuna

.PAV-ZSO, utifizada iniclalments para inocular los monoestratos de las botellas de DL.

Este procedimiento se realizé en refrgeracién (sobre hielo picado), de fa

siguiente manera:

- Se hicleron difuciodes logaritmicas desde 10" hasta 30‘. utilizando para sflo 6 tubos .
de ensaye, los cuales fueron rotulados para su Identificacion, y en cada uno

inictalmente se depositaron 1.8 m! de MME, sin susro.

- Al primer tubo se le adicionaron 0.2 ml de la dilucién empleada de la “cepa”
PAV-250, quedando en este tubo la difucidn 10" 1a cual se agité para mezclar
perfectaments y se tomaron de este tubo 0.2 mi, para depositaros en el sigulente

tubo, para oblener asi la dilucién 102
- So realizé lo mismo, con las diluciones siguiantes, hasta ltegar a la dilucién 102,

- Antes de infectar cada monocapa de los tubos de Leighton, se desechd el
medio de cultivo que contenian, y cada tubo fue Inoculado con 0.2 m! de las
ditluclones realizadas. Con cada una de las diluciones se inocutaron 5 de las
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monocapas contenldas en los tubos de Leighton.

- Todos los tubos Inoculados se Incubaron por 60 minutos a 37°C, moviéndolos

suavemente cada 10 minutos.

- Tamblén se ulilizaron 2 tubos que contenian monoestratos no inoculados,
que sirvieron como controles negativos; y se trabajaron también 2 tubos que sirvieron
como controles positivos para la prusba de fluorescencla, tratados de igual

manera, pero inoculados con 0.2 m! de fa "Cepa A" de FPC.

- Después del lempo de incubacion de 60 minutos, a cada uno de los tubos se les

adicionaron 2 ml de medio de mantenimiento,

- 8e dejaron incubando todos los tubos de Leighton en la estufa de cultivo durante

" 5dias a 37°C.

1.7. Tincién de las laminillas, por la Técnlca Directa de AF.

Una vez transcurddo e! tiempo de incubacion se extrajeron las laminillas de
los tubos de Leighton, se dejaron escurrir y se fijaron en acetona, a temperatura de

{aboratorio, durante 10 minutos,
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Para tefiir los monoestratos celulares, se identificaron y se depositaron sobre
cada laminllla aproximadamente 0.05 mi de conjugado para el diagnéstico de la FPC
(26) producido por ef Proyecto FPC del CENID-MICROBIOLOGIA del INIFAP, SARH,
México. Después las laminilias se incubaron a 37°C en una camara humidificada,
durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se deseché ef conjugado de cada una de
las laminillas, se enjuagé cada laminita 10 veces con PBS 1X, y se dejaron
nuevamente durante 10 minutos en un reciplente con P8BS 1X; después se velvieron
a lavar 10 veces, en agua destilada, dejdndolas secar a temperatura de laboratorio.
Por titimo, se pusteron en un portacbjetos una o dos gotas de glicerina con PBS 1X,
a pares iguales, y se invirtieron fas laminillas cubreobjetos, de modo que los

, monocestratos quedaran colocados hacia abajo, directamente sobre la superficie del

portaghjetos previameante identificado (18).

1.8. Leclura de las laminillas & Interpretacién de los resultados.

La lectura de las laminillas se hizo observandolas en un microscopio de luz
ultravioleta” . Primeramente se observaron los monoestratos controles negativos, para
verificar que no hubiese fluorescencla; luego los controles positivos, en los que

deberia estar presente fa fluorescencla especifica; y por Ultimo, se observaron los

7 Microscopio de Luz Ultravioleta (UV), Inmunopan, American

Optical, equipado con Lampara de Haldgeno, Objetivo Planacromatico
FlGor 16/0, 50, 160/0, 17, oculares Reichert PK 8X, Filtro Barrera
0.3, Filtro Barrera Azul 3, 18X 30G 515, GG9, Filtro Excitador 30,
8X 1F1TC3 y Filtro Barrera Rojo 30.8X2.5, B638.
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monoestratos previamente inoculados con cada una de las diluciones, buscando focos
fluorescentes e Interpretando como posiliva a la laminilla perteneciente a la dilucién
an la cual se observo fluorescencia especifica, correspondiente al antigeno del virus

de la FPC.

El célculo del titulo de la vacuna iniciaimente utilizada y de cada una de las

muestras cosechadas se hizo por el método de Reed y Muench (48).

Con los resultados obtenidos se hicieron pruebas de correlacidn lineal,
empleando para el andlisis estadistico, el paquete computacional Statystical Analisis

System (SAS).

1.9,  Titulacidn del virus vacunal PAV-250. lote 1-86, 8l cual fue inoculado en los
monosstratos que fueron incubados durante diferentes periodos anies de ser
congelados.

Después de congelar la Ultima botella de DL inoculada con el virus vacunal,
se procedié a realizar la titulacién de cada una de las muestras congeladas. Se
descongeld una de las botelias en el chorro de agua, a temperatura de laboratorio;
el contenido de cada botella se agité para que las células,que fueron congeladas y
descongeladas, se fragmentaran y dejaran libre su contenido viral y luego el contenido
se colectd y se centrifugé a 2000 rpm durante 30 minutos, a 4°C. Se separd el
sobrenadante, se agité y con él se hicieron inmediatamente alicuotas de 2 ml cada
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una, que se congelaron de inmediato a -70°C en un congelador REVCO,
) almacendndose todas las muestras, menos una alicuota por botella, para realizar la
* titulacién viral, del mismo modo en que se describié anteriormente para fitular la

vacuna PAV-250, inicialmente utilizada.
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2. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DEL VIRUS VACUNAL
PAV-250, AL INOCULAR CELULAS PK-15 CON APROXIMADAMENTE 1000
UFFF 50%.

2.1, Mulliplicacién inicial de las células PK-15.

Se sembraron 3 botellas de Roux con células PK-15 suspendidas en medio

para crecimlento, y se incubaron en una estufa de cultivo, a 37°C, durante 48 horas.

2.2. Conteo de las células.

Con el fin de conocer el promedio aproximado de céiulas que serfan
sembradas en cada boteila de DL, se realizé un conteo celular con los monoestratos
de tres botellas de Roux previamente preparados. Para lo cual éstas se tripsinizaron
y después se centrifugaron en refrigeracidn a 1000 rpm, durante 10 minutos, para asi
obtener el paquete de células. Y a partir de éste se tomd una muestra para realizar
el conteo celular, sigulendo el método ya descrito en el inciso 1.2. ¥ con el resto se
sembraron las botellas de DL; y también se apfovecharon para preparar las

monocapas en los tubos de Leighton.
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2.3. Produccién de las monocapas en las botellas de DL y en los fubos de

Leighton.

Con el paquets de células de las tres botellas de Roux, se sembraron 20
botellas de DL y 54 tubos de Lelghton conteniendo una laminilla cubreobjetos en su
Interior; los cuales se Incubaron a 37°C durante 48 horas, y se utiizaron para
posteriormente Infectar los monoestratos de las botellas de DL y para titular ese

mismo virus vacunal en los tubos de Leighton.

Todas las botellas de DL se revisaron utiizando un microscopio
estereoscopico a los dos dias, para comprobar que hubiera un crecimiento
homogéneo, y un 80-80% de confluencia celular en et monoaestrato. De las 20 boteltas
de DL sembradas se seleccionaron 15, que fueron con las que pasteriormente se

trabajs.

24.  Tiulacién inicial del virus vacunal PAV-250, lote 2-86.

Esta fitulacién se hizo, siguiendo e! mismo procedimiento descrito en el inciso
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2.5. Inoculacién de los monoestratos con el virus vacunal PAV-250.

Un frasco de la vacuna liofilizada PAY-250, lote 2-86 se reconstituyé con 10
ml de agua bidestilada estéril y se agité. Esta vacuna habia sido previamente titulada,
mostrando un titulo de 10™° UFFF 50%/0.2 ml. Posteriorments, en un matraz, se
agregaron 90 ml de agua bidestilada estéril fria y los 10 ml de la vacuna PAV-250
{con lo cual quedé dilulda 1:10) para tratar de ajustar el titulo a aproximadamente
1000 UFFF/3 ml; se le mantuvo en relrigeracion y en agitacién constante para
homogenizar la mezcla y manteneria fria. Para entonces ya se contaba con 13

botellas de DL identificadas de acuerdo a la Tabla 2.

Inmediatamente daspués se procedié a desechar el medio de cultivo de cada
una da las botellas de DL; y a cada botella se e agregaron de 3 a 5 mi de PBS 1X
estéril (a 37°C), para con é! lavar el monoestrato. Después de desechar el PBS, se
procedid a depositar 3 ml de la vacuna PAV-250, ya diluida (conteniendo
aproximadamente 1600 UFFF 50%/0.2 ml), dentro de cada una de las 13 botellas de

DL ya identificadas. Estas botellas se Incubaron durante una hora a 37°C,
moviendolas cada 10 minutos. Pasado este tiempo se les adicioné, a cada una de las
botellas, 20 m! de medio de mantenimiento. Se dejaron 2 botellas control no
inoculadas, a las cuales también se les cambié el medio de cultivo. Todas las botellas

se incubaron nuevamente a 37°C, durante el iempo sefialado en la Tabla 2.
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TABLA 2.- TIEMPO DE INCUBACION TRANSCURRIDO DESDE EL MOMENTO DE
LA INOCULACION DE LAS MONOCAPAS CON APROXIMADAMENTE 1000
UFFFDE LA "CEPA" PAV-250, HASTA EL MOMENTO DE SU CONGELACION.

NUMERO DE TIEMPO DE INCUBACION POSTINFECCION
BOTELLA HORAS DIAS
7 1 0
z 2 0
3 3 [}
r 7 0
5 10 0
6 13 0
7 17 0
8 21 0
9 25 1.
10 49 Z
T 73 3
12 : 97 4
13 121 5

Antes de ser congelada cada botella fue identificada con su nimero, el namero
de horas postinoculacién, y el dia en que fue congelada. Despuds, la botella se
congelé en una mezcla de hielo seco y alcohol para realizar la congelacién
rdpidamente; y finalmente se almacend en un congelador REVCO a -70°C. Este

mismo procedimlento se realizé con todas las botellas.
Daspués se descongelaron las botellas una por una y se centrifugd su

contenido, para posteriormente envasarlo en viales y congelarios a -70°C; para su

ulterior titulacién por la Técnica Directa de AF (18, 26).
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Por separado, se determind el nimero de células PK-15 existentes en dos
monocapas de botellas de DL, realizando el conteo celular mediante la técnica de

Cumming (inciso 1.2).
26.  Tiulacién de la “cepa” vacunal PAV-250, ote 2:86, conlra la EPC. la cual fue
previamente diluida para lnoculer fss botellas de DL.
Paralelamente a la Inoculacién de fas monocapas de las botellas de DL,-se .
procedié a titular, por la Técnica Directa de AF, a la vacuna PAV-250; Ia cual fué

inicialmente diluida para inocular los monoestratos de las botellas de DL (inciso 2.5).

Para la titulacidn se siguié el mismo procedimiento antes descrito en el inciso 1.6.

2,7. Tincidn de las laminillas, por la Técnica Direcla dg AF.

El procedimiento de tincidn se realizé de igual manera que en el inciso 1.7.

28. . Lectyra da las laminillag @ interpretacién de Ios resullados,

Se reallzé de la misma forma que en el inciso 1.8,
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29, Tiiacién gel vinus vacunal PAV-250, lote 2:66, ¢ sual fue lweutado en
monogstratos que fueron incubadoes durante diterentes periodog antes de sor
congalados, '

La titulacién de los monoestratos se realizé de igual manera que en el inciso
1.9., exceplo que al hacer las alicuotas de cada boteila de DL, todas se congelaron
a -70°C en un congelador REVCO. Posteriomsente se tomd una alicuota, se
descongeld y se empled para efectuar la titulacidn viral. Lo cual fue realizado del

mismo modo descrito en el inciso 1.6.
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BESULTADOS

1~ CURVA DE CRECIMIENTO DEL VIRUS VACUNAL PAV-250, AL INOCULAR
CELULAS PK-15 CON APROXIMADAMENTE 100 UFFF 50%.

Conteo de las células de lag monocapas preparadas en las botellas de Roux.

El resultado obtenido del conteo celular fue de 2,751,000 células/ml, y de

220,080,000 células en total (80 mi).

Conteo ds las células de las monocapas preparadas en las botsllas de DL,

Al hacer el conteo celular de las tres botellas de DL se obtuvo un promedio

de 257,000 células/mi, y un total de 5,140,000 células (20 ml),

Titulacién inicial de la semilla vacunal PAV-250, lote 1-86,

. El titulo obtenido fue de 10°* UFFF 50%/0.2 ml.
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Titutacién de la dilucidn de la semlila PAV-250, lofe 1:86, empleada para
inocular las botellas de DL.

Al titular la vacuna PAV-250, previamente diluida para inocular las botellas de
DL, la concentracién viral obtenida fue de 10%2% UFFF 50%/0.2 ml. Lo cual
correspondié a 325 UFFF 50%/0.2 ml.

Titulacién de las muestras obtenidas a parir de las botellas de DL, que fueron
Inoculadas con la semilla vacunal PAV-250, lote 1-86, incubadas y cosechadas
a diferentes periodos.

El fitulo viral obtenido de las muesiras cosechadas a diferentes periodos

después de la inoculacién, fue el que se presenta en la Tabla 3,
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TABLA 3.- TITULO VIRAL OBTENIDO A PARTIR DE LAS COSECHAS DE LAS
BOTELLAS DE DL INOCULADAS CON 328 UFFF 50%/0.2 ml, E INCUBADAS
DURANTE DIFERENTES PERIODOS.

NUMERO TIEMPO DE TITULO TITULO POR
DE . INCUBACION OBTENIDO DOSIS VACUNAL
BOTELLA {HORAS) (UFFF50%/ 0.2 ml) (UFFF50%/ 2 ml)

1 1 102.!0 101!0

2 2 Negativo® Negativo®

3 3 10°% 10'%

4 4 107 102

5 5 10° 10

6 6 102,!1 10161

7 7 Negativo* Negativo*

8 8 10" 102

9 9 10°® 10'°

10 10 Negativo?! Negativo®
1 11 10 10"

12 12 " 'Nagativo® Negativo*
13 13 - Negativo” Negativo"
14 14 10" 1028

15 15 1 ol.!:! 1 02.83

16 16 S0 10'2

17 17 101 ' 10418

1 8 1 B 1035‘ 1 ol.ﬁl

18 19 1000 107
20 20 1029 10°%
21 24 10°% 10'#

* En las muestras que hubo resultados negativos, para comprobar, la titulacién
se repitié dos veces.
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2.- CURVA DE CRECIMIENTO DEL VIRUS VACUNAL PAV-250, AL INOCULAR
CELULAS PK-15 CON APROXIMADAMENTE 1,000 UFFF 50%.

Conteo celular de Jas monocapas preparadas en las botellas de Roux.

Eil resultado obtenido del conteo celular fue de 2,006,000 células/ml, y de
160,480,000 células en total (80 ml).

Conteo celular de las monocapas preparadas en las botellas de DL.

Al hacer el conteo celular de las dos botellas de DL se obtuvo un promedio de

255,000 célutas/m), y un total de 5,100,000 células (20 ml).

Al realizar la lectura en el microscopio de luz ultravioleta, se detemminé que el

. primer frasco de vacuna estudiado tenia un titulo de 10*?% UFFF 50%/0.2 mi.



Titulaclén dela dilucidn de la semilla PAv-g'gg lole 2-86 (1:10), empleada

para inocular las botellas de DL,

Al titular la dilucién de la vacuna PAV-250, lote 2-86 (que fue empleada para
. Inocular las bolellas de DL), para corroborar si se hablan usado 1000 UFFF/0.2 ml,
" ol resuitado obtenido fue un titulo de 10>'* UFFF 50%/0.2 m!, ef cual corresponde a

2,406 UFFF/0.2 ml.

Titulacidn de las muestras obtenldas, a partir de las pg[_euig de DL que fueron
Inoculadas con la semilla PAV-250 lote 2-86 (1:10), y despuds incubadas y
cosachadas a diferentes periodos.

Al titular las alicuotas procedentes de cada una de las botellas de DL,
previamente inoculadas con el virus vacunal diluldo, PAV-250, lote 2-86, y que
después de diferentes periodos de incubacidn, fueron congeladas, se obtuvieron los

resultados que se presentan en la Tabla 4.
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TABLA 4.- TITULO VIRAL OBTENIDO A PARTIR DE LAS COSECHAS DE LAS
. 'BOTELLAS DE DL, DESPUES DE SER INOCULADAS CON 2,406 UFFF/0.2 ml, E
INCUBADAS DURANTE DIFERENTES PERIODOS.

TITULO TITULO POR
NUMERO TIEMPO DE OBTENIDO DOSIS VACUNAL
DE BOTELLA INCUBAGION {UFFF50%/ (UFFF50%/
(HORAS) 0.2 mi) 2 mi)
1 1 102.37 103.37
2 2 10°% 10%%
3 4 107 104"
4 7 104.3! 10&3\
5 10 10°%° 10°%°
6 13 10@\2 105.!2
7 1‘7 10444 1054
8 21 10%° . 10
9 25 R [ e 1088
10 49 10'% 1052
11 73 . .
12 97 ] oiwo 1 OlJo
13 121 10%%7 102

* No se trabajd la muestra de la botella No. 11, colectada a las 73 horas de
incubacién,
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3.- ANALISIS ESTADISTICO.

Se reallzé un andlisis estadistico por medio de [a técnica de correlacién lineal
simple (58) con el paquete computaclonal SAS, para determinar sl existia relacién
entre las variables sigulentes: titulo obtenido en cada una de las cosechas, y 1a hora,
o sea el tiempo que tardé en cosecharse la “cepa” PAV-250, Considerando desde la
hora 1 ala 24, el resuitado obtenido para los datos de las titulaciones de las botellas
de DL infectadas con 325 UFFF, fue r= 0.30; y para las botellas de DL Infectadas con
2,406 UFFF, de la hora 1 a la 121, fue de r= 0,02. Por otra parte, al determinar la
correlacion Unicamente de los datos correspondientes a las fases de crecimiento
logaritmico viral, al Inocular con 325 UFFF, de la hora 2 ala 6 r= 0.77; y de la hora

13 ala 18 r=0.73; y al utilizar 2,406 UFFF, de la hora 1 a la 7 r= 0.96.
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DISCUSION

Desde las primeras comunlcaclonés en las que se informé que se logré
cultivar el virus de la FPC [n ymg (Hecke, 1932; Boyton, 1946), se han estudiado
diferentes rr-létodos de propagacioén del virus, slem;?re con el propdsito de lograr
reproducirio en altos titulos, para utilizarlo en la produccion dq vacunas (11); o para
la produccién de altos titulos de antigenos, lo cual es indispensable para estudiar las

propiedades fisicas, genéticas (moleculares), e inmunolégicas del virus (14). .

Se debe tomar en cuenta que existen otros procedimientos para lograr

aumentar el titulo de un virus, a reproducirlo en éultlvos celulares.

Uno de estos mélodos consiste en interferir la produccién de interferdn, en los
cultivos celulares inoculados, con lo cual se ha podido lograr un aumento de la
replicacién del virus Chicungunya, y mantener altos titulos virales por un mayor
periodo (40); lo mismo se ha logrado con el virus del Sarampién, usando la
actinomiclna D (43). Se ha comunicado que la actinomicina D inhibe en forma
especifica la sintesis del ARN, dependients del ADN (3); la cual a la dosis de 0.5
png/mi es téxica para las células PK-15; y a esta misma dosis disminuye la produccién

. del virus de la FPC en un 50%, a la séptima hora, y en un 90% a la onceava hora.
Esto probablemente se debe a los efectos tdxicos secundaros del inhibidor
mencionado, sobre la célula hospedadora (3). Mientras que ulilizando 0.05 pg/m!
produce una ligera estimulacién de la multiplicacidn del virus de la FPC entre las 5
y las 11 horas postinoculacién (3).
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La mitomicina C a la dosls de 0.2 wo/mi tambtén provoca una estimulacidn de
la produccién de! virus de la FPC, de modo gue et titulo infeccioso es 50% mayor que
en los controles, a las 14 horas postinoculacién; y es 90% mayor a las 30 horas (3).
Medlante la utilizacién de fa mitomicina C también se ha logrado el aumento de la

replicacidn detl virus del Sarampidn (53).

Un buen procedimiento de subcultivo celular es detenminante para lograr
incrementos de las poblaciones de células. La optimizacién de las condiclones de
cullivo y de la actividad espacifica de la enzima proteolitica, es importante no solo
para obtener el maximo desprendimiento celular, sino también para incrementar la
viabilidad celutar resultante y la eficiencia durante 1a readhesidn. Todos estos factores

son fundamentales, tal como ha sido sefialado por Lindner gt af (14).

El virus de FPC puede ser producido utilizando cultivos de monocapas de
células PK-15 en botellas de Roux. Sin embargo, se obtienen titulos bajos, ademas
de que utilizan considerables cantidades de medio de crecimiento y de tiempo; o cual‘
hace que éste método sea poco satisfactorio. Al intentar obtener cosechas de virus
vacunal con altos titulos virales, ademds de tratar de enconirar sl momento 4ptimo
para la cosecha, también se debe Investigar el efecto favorable que pueda tener ia
utlizacién de otros procedimientos, tales como la utilizacién de monocapas
preparadas en cuiltivos rotatorios ("rolier") (49), el empleo de microacarreadores (14),

eic.
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Pejsak et al (1991), mencionan que al utilizar un sistema de crecimiento celular

+ estacionario en el que se emplearon botellas de Leéroux inoculades con e} virus
vacunal atenuado de FPC Cellpest, a una dosis de 10° TCID 50, lograron obtener
cosachas con titulos altos (10° TCID 50); para lo cual infectaron células reclentemente
tripsinizadas, y las incubaron a 37°C durante 96 horas. Mientra que al Infectar
monocapas de células PK-15A preparadas en botelias “roller®, con la misma dosls,
obtuvieron titulos mds altos (10%® TCID §0). El titulo de este virus vacunal fue

daterminado por fa prueba de inmunoperoxidasa (49).

Se ha logrado aumentar considerablemente ia produccidn de! virus de la FPC al
inocutar cuttives de células PK-15, contenlendo microacarreadores, mientras que fue
menor el cracimiento obtenido con monocapas preparadas en botellas de Roux (14).
Se ha observado que al utilizar microacarreadares, para célutas PK-15 en suspension,
se puede obtener un rendimiento del virus de FPC hasta 10 veces mayor, al comparar
esto con los cultivos tradicionales en botellas de Roux. Lo cual se fogra
principalmente porque los microacarreadores permiten cultivar en un solo sistema
grandes cantidades de células y por lo tanto de virus (14). Las técnicas de cultivo
celular con microacarreadores permiten poder cultivar en un solo sistema grandes
cantidades de células y de virus, con titulos hasta de 10°2 DICC/ml. Por o tanto ésta
técnica es considerada como un mejor método para producir virus de FPC (14). Y es
muy probable que se obtangan buenos resullados al utilizar botellas NUNC de

3 pisos °.

. 8 Botella Triple Flask, Nunclon, Capacidad 800 wml. Thomas
Scientific, 1994-1995, cat. No. 9381-M83 y 9381-M86.
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Compare;ndo @l titulo de virus de FPC que fue prodycldo en botellas de Roux,

‘ con el titulo obtenido mediante la utilizacién de microacarreadores, en éste dltimo
sistama hubo un aumento de més de 1.5 logaritmos. Estos resultados concuerdan
con los informados por Baijot et al (1987), (Citado por Calj gt al, 1989) (14), quienes
duplicaron el rendimiento del virus de la Enfermedad de Aujeszky, al producir un

. antigeno para la prueba de ELISA,; y de Lazar gt al (1987), (Citado por Caij et al,
1989) (14), qulenes también encontraron altos rendimientos del virus Sindbis
. utilizando microacarreadores. Sin embargo, en ocasiones se han comunicado
resultados menos exitosos al utilizar microacarreadores, ya que Rivera et gl (1986),
(Citado por Cali] et al, 1989) (14}, lograron titulos mayores de Parvovitus, en botellas
de roller, que en cultivos con microacarreadores; y Whiteside y Spler (1981), (Citado
por Caij et al, 1989) (14), produjeron virus de la Flebre Aftosa utilizando
microacarreadores, obteniendo titulos comparables a los logrados con botellas de

Roux (14).

Uno de los objetivos de esta lesis fue determinar el momento éptimo de
cosecha del virus de FPC, al cultivario mediante el sistema de monocapas de células
PK-i., preparadas en botellas de DL. Tomando en cuenta que al cosechar el virus
. le més pruito posible, dentro de estas condiciones, se puede ahorrar tiempo. Sin
embargo, para reducir los costos de produccién, ademéas de lo anterior, se deben
tomar en cuenta otros detalles, ya que hay trabajos que sefialan que el sistema
utilizado de cuitivos celulares, pusede influir en el titulo viral obtenido. Hayashi gt al
(1960), informan haber obtenido titulos de virus de FPC de aproximadamente 10 en
cultivos de tejidos en suspenslon, obtenidos de bazos de cerdos adultos; de 10 en
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fragmentos de tejidos fijos; de 107 en cultivos rotatorios; y de 10" en cultivos
rotatorios a los que se les cambid frecuentemente el medio da cultivo. Este ﬁlﬁmo'
sistema fue el que dié mejor titulo viral, ya que fue comparable al obtenido en los
. tejidos procedentes de bazos coléctados de cerdos infeclados experimentalmente

(39).

En la primera etapa experimental de esta tesls, e! titulo viral de la dilucién
empleada para inocular las botellas de DL fue de 10°** UFFF 50%, o cual significa .
que se utilizaron 325 UFFF 50%/0.2 ml, en lugar de las 100 UFFF 50%/0.2 ml que
se hablan pretendido inocular; mientras que en la segunda parte del experimento se
inoculd con una suspensién viral que tenia un titulo de 10*'® UFFF 50%, el cual
oorrespdnde a 2,406 UFFF 50%/0.2 ml, en lugar de las 1,000 UFFF 50% que se
habla planeado uilizar. Por lo que se pusde considerar que el calculo Inicialmente

hecho dié resultados muy cercanos a los esperados.

Al producir las monocapas de células PK-15 en las botellas de DL, en una
superficie aproximada de 46 cm?, se determiné que en cada monoestrato habla, en
promedio, un total de 5,120,000 células. Cuando dichas células fueron infectadas con
325 UFFF 50% la dosls de inoculacién correspondié a 1 UFFF por cada 15,754
células; y en el experimento en el que se usaron 2,406 UFFF 50%, la dosis de

inoculacidn correspondié a 1 UFFF por cada 2,128 células.

Aynaud en 1968 propagé una clona del virus de FPC, y al determinar su
curva de crecimiento en células PK-15, cultivadas en suspensién, detectd la
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prasencia de la nueva progenia viral, a partir de las 5 horas postinoculacién, en ia
mezcla colectada de células y medio de cultivo. Y hubo un crecimlento exponencial
del titufo viral durante las sigulentes 9 horas {3). Deacuerdo con Aynaud (3), et ciclo

de multiplicacién dei virus de la FPC tiena una duracién de 15 horas.

Mengeling y Drake (1969}, al estudiar la raplicacién de la "cepa” de exposicién
Ames, en células PK-185, encontraron que et antigeno viral fue iniclalmente detectado
intracitopldsmicamente a las 4 horas postinoculacién, y la progenie viral a las 6 horas;
y &l titulo viral aumentd entre las 6 y las 24 horas postinoculacién, Al adaptar este
virus mediante 27 pasas en cultivos celulares: disminuyé a 5 horas {a aparicién de la
' progenia viral {perlodo de latencia); en las cosechas obtenidas, se fograron titulos
més altos; y por otra parte, el periodo de latencia fue mas corto al utilizar células
PK-15 (6 horas), que en fos cultivos primarios de rifién de cerdo (7 horas) (44).

Por otra parte, en esta investigacién, como se puede apreciar en la Grafica 1,
una hora después de inoccular con 325 UFFF sa detsctd un titulo de 10*" UFFF
50%/0.2 ml, ot cual bajé a pariir det momento de fa inc;culacién, ya que nose detectd
titulo viral a las 2 horas (fase de eclipse, que es cuando ocurre la sintesis de las
diversas partes del virus (3)); alas 3 horas se datectd un titulo minimo de 10°% UFFF
50%/0.2 mi, que se increments a las 4 horas hasta 10" UFFF 50%/0.2 miy que a
‘ las 6 horas fue de 10 UFFF 50%/0.2 ml ({fase de crecimiento exponancial,
caracterizada por un aumento rdpido det! titulo Infeccioso a causa de la fiberacién de
nuevos vironas formados (3)); posteriormente el titulo viral descend!é pautatinamente
hasta las 12 y 13 horas, en que de nuevo no se detectd ningGn titulo viral; lo cual
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muy probablemente correspondié a la fase ‘de eclipse del segundo ciclo de
" cracimiento viral. Este segundo ciclo de crecimlento apérentemente se Inicié a las 11
" horas con 10°°-UFFF 50 %/0.2 ml, con un méximo titulo viral a las 18 horas de 10°*
UFFF 50%/0.2 m!; el cual disminuyS progresivamente hasta las 20 horas a 10°®
UFFF 50%/0.2 ml. Desafortunadamente no se programé muestrear entre las 21 y 23

horas; por ello no se puede saber la duracidn exacta de este segundo ciclo.

En sus experimentos, Aynaud utilizé6 una “clona® del virus de la FPC no
adaptada a cuttivos celulares, mientras que en esta tesis la "cepa” viral empleada ya
tiene una adaptacién de 250 pases en células PK-15. Esta puede ser la razén por la
cual la aparicién del virus PAV-250, se Inicié a paﬁir de las 3 horas, mientras que en
los trabajos de Aynaud, el virus de fa FPC fue detec@ado a partir de las § horas (3).
La dosis utilizada por Aynaud correspondié a una multiplicidad de infecclén de 30
UFFF por célula; mientras que en este trabajo para lograr infectar las células fue
suficlente una multiplicidad de infeccidn de 1 UFFF por cada 15815 células al
Inocular con 325 UFFF 50%; no obstante que en las cosechas se obtuvieron titulos
mds bajos que los de Aynaud (3). El hecho de no haber detectado sl antigeno viral
en las cosechas correspondientes a las 7 y 10 horas, a pesar de haber repetido 2
veces las titulaciones, y el haber obtenido titulos virales sumamente bajos en las
cosechas de las 3, 5,9, 11, 16 y 24 horas, muy probablemente se debe precisaments
a que la dosis inoculada fue muy baja, por lo cual no se logré infectar
homogéneamente a las células de las diferentes monocapas. Es decir, que la doslis ‘
inoculada (325 UFFF 50%/0.2 mi) estuvo muy cerch de la dosis infectante 50%,
tomando en cusnta el ntimero de células existentes en cada monocapa; ya que la
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multiplicidad de Infecclén fue de aproximadamente 0.000063 UFFF por célula;
mientras que Aynaud utilizé 30 UFPF por célula, ademds de que utiizé cultivos en
" suspensidn, lo que le permitid una mayor superficie celufar para la adsorcidn viral. En
esta tesls, de fa hora 14 hasta la 18 se observé la fase de crecimiento exponencial
con la mayor muftiplicacidn viral (10°*), y en adelante, la produccion de vius

descendi6 {Grafica 1).

Con respecto a 1a segunda etapa de este trabajo (Gréfica 2), al inocular con
2,406 UFFF 50%, empleando una muiltiplicidad de infeccion de aproximadamente
0.00047 UFFF por célula, en el primer ciclo de replicacién se observaron menos
marcadas las diferentes etapas de las curvas de crecimiento, con titulos méximos
entre las 4 y las 7 horas de 10°* y 10**' UFFF 50 %0.2 mi, respectivaments. Este
- descendié alas 10 horas hasta 10%°° UFFF 50%/0.2 mi; lo cual correspondid al final
de! prmer ciclo de crecimiento viral, El iniclo del segundo ciclo viral ocurrid
probablemente entre las 11 y 12 horas, presentd un maximo titulo viral a las 17 horas
(de 10*** UFFF50 %/0.2 mi), y descendié a las 21 horas a 10*° UFFF 50%/0.2 mi, en
que tal vez finalizd este segundo ciclo. Los titulos méaximos se observaron a jas 7
{10*%), 13 (10%%), 17 (10***), 25 (10°%%) y 49 horas (10*%); y se observaron titulos
virales bajos a las 1 (10%%7), 2 (107%), 10 (10%*), 21 (102°) y 121 horas {(10'). B!
periodo de latencia fue da aproximadamente 1 a 2 horas, observandose dicho periodo
sélo cuando se inocufaron tos cultivos celulares con 325 UFFF 50%/0.2 ml, es decir,

con dosis bajas de virus.
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En los estudios realizados por Dunns y Luedke (1959), en los cuales
inocularon cerdos susceptibles con virus virulento de FPC, por via intravenosa, se
observé que el virus estuvo presente en el torrente sanguineo a los 15 minutos
postinfaccién, pero no a los 30 minutos. Fue detectado de nuevo a las 12 horas
cuando los cerdos hablan sido Inoculados con dosis menores de 10% y cuando la
dosis letal Inoculada fue de 10° el vius fus detectado desde las 5 horas
postinoculacién, y en este caso no hubo un perfodo en el cual el virus estuviera
completamente ausente del torrente sanguineo (35). Por otra parte, en nuestros
. experimentos, al inocular los cultivos celulares con 325 UFFF 50%/0.2 ml 8e detectd
virus durante la primera hora de Incubacién de los monoestratos infectados, pero a
~ lasegunda hora no, o sea que el perfodo de Iatenc}a fue de aproximadamente 1 hora;
mientras que al inocular con 2,406 UFFF 50%/0.2 ml el virus se detectd
continuamente desde la primera hora de incubacién, hasta las 121 horas, sin
observarse una fase de eclipse. O sea que hubo similitud entre las investigaciones
realizadas en esta tesis y los estudios de Dunne y Luedke (1959), ya que cuando se
Inocularon los monoestratos celulares con una dosis baja, se pudo detectar la fase
de eclipse; mientras que al inocular una mayor cantidad de virus (aproximadamente
hubo un logaritmo de diferencia entre una y otra), la fase de eclipse no se observé

(Graficas 1y 2).

Como ya se menclond, se sabe que la cepa vacunal PAV-250 produce efecto
citopdtico cuando se lnbcula muy concentrada; pero cuando se inocula muy diluida,
entonces ya no se produce el ECP*; por ello, al inocular las células PK-15 con 325
UFFF, la sintesis del virus de FPC se efectué de manera continua en las células

62



infactadas, y estas células no Unicaments no fueroq destruidas, sino que ademas
altas pudieron continuar multiplicdndose, dentro de las condiclones adecuadas de
temperatura, alimentacién, etc. (3). Gracfas a lo anterior es que se pudisron liegar
a detectar fas primeras 2 curvas de crecimiento viral {Gréfica 1), E Incluso Aynaud (3)
afirma que a partir de las 15 horas, la sintesls del virus se efectua de manera
" continua; y que se puede fiegar a presentar un equilibrio entre la sintesis viral y la
produccidn de nuevas células; las cuales estardn también infactadas y producirdn

vitus con altos titulos, continuamente, durante muchos dias.

Se ha comunicado (3) que si se utilizan temperaturas superiores a los 37°C,
para mulliplicar el virus de campo de la FPC, en células PK-15, la temperatura
elevada (39°C) puede inteiferir con fa multiplicacion éeluiar. y por lo tanto en formna,
parctal o total con la velocidad de multiplicacién viral, e incluso puede inactivar en
mayor © menor grado el virus producido, que ya se encusntra extracelularmente; lo
cual podria ser espacialmenta notorio después de las 15 horas. Por otra parte, a 37°C
- las células infectadas se muitiplicaran normalments y el titulo Infeccloso aumantard
durante Ia fase de crecimiento exponencial, e incluso podria continuar con un figero
aumento progresivo despuds de la mencionada etapa (3), Y aunque Aynaud (3)
menciona que ia temperatura dptima para el desarrollo de 1a clona patdégena de FPC
que &} estudié fue de 39°C, después de 15 horas la produccién continua de este virus
fue favorecida por las temperaturas “infra-6ptimas® de 37 y 38°C, y parecié ser
inhibida por las temperaturas “supra-6ptimas* (40°C) (8). La "cepa*” vacunal PAV-250,
ha sido adaptada a las células PK-15, a 37°C, durante 250 pases, por lo cual ésta es
la temparatura que se recomienda para su multiplicacién (25).
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En un estudio anteriormente realizado con la vacuna PAV-250, en el cual la
" gemilla tenia un titulo Inicial de 10°%/0.2 mi, se observé que al inocular esta semilla
sin diluir (Lote 1), en monocapas de células PK-15, se obtuvo tlma cosecha que tenia
un titulo de 10%%0.2 ml (100,000 UFFF/0.2 mi); al Inocular las células con la misma
semilla, pero diluida 1:10 (10,000 UFFF/0.2 mi) (Lote 2), se obtuvo de nuevo una
cosecha que tenia un titulo de 10%%0.2 mi; y al inocularlas con la semllla diluida 1:100
(1,000 UFFF/0,2 ml) (Lote 3), la cosecha obtenida tuvo un tituio de 10*%/0.2 ml. Cinco
afios después de haber liofilizado estos 3 lotes, el primero tenia un titulo de 10°¥/0.2
ml; el segundo de 10>%/0.2 ml; y el tercero de 10'%/0.2 ml. Por lo que se concluys
que los 2 primeros lotes, especialmente el Lote 2, mostraron una adecuada
estabilidad y titulo viral, al ser almacenados a 4°C, durante 5 afios; mlentras que no
* sucedié lo mismo con el Lote 3. De modo que en el segundo procedimiento descrito
anteriormente, se gastd 10 veces menos semilla que con el primer procedimiento y
se obtuvieron los mismos resultados, o un poco mejores, en cuanto al titulo y vida de

anaquel de la cosecha; por lo cual fue el mas recomendable (27).

En esta tesis, al ulilizar el indculo qua contenia 2,406 UFFF 50%/0.2 ml, se
obtuvieron como resultaclo titulos de multiplicacién virai mayores y mds estables que
cuendp se utilizé el indculo con una dosis viral menor (325 UFFF 50%/0.2 mi) (Gréfica
3); lo cual coincide con el parrafo anterior, en el cual, al Inocular con dosis menores

se obtuvieron resultados menos aceplables.

Para determinar si existe una proporcién entre el nimero de UFFF utilizadas
y el nimero de células inoculadas en los expermentos mencionados en los dos
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parrafos anteriores, se tiene que tomar en cuenta la canfidad de UFFF utilizadas y
el namero de células PK-15 que fueron inoculadas en cada caso. Como en €l primer
experimento del trabajo antes referido (27), se utilizaron botellas de Roux, se puede
considerar que en cada monocapa habia aproximadamente 190,300,000 células en
total. Por lo tanto, en el Lote 1 hubo una proporcién de 1 UFFF por cada 1,903
células; en el Lote 2 se utilizd 1 UFFF por cada 19,030 células; y en el Lote 3,
1 UFFF por cada 190,300 células. En esta tesls, alinocular con 2,406 UFFF y usando
botellas de DL, hubo una proporcién de 1 UFFF por cada 2,128 células; mientras que
* al inocular con 325 UFFF, hubo una proporcién de 1 UFFF por cada 15,754 células.
De lo cual se daduce que hubo similitud en la forma en que fueron preparados e}

Lote 1 (27) y fas células inoculadas con 2,406 UFFF, de esla tesis.

Con base en esta comparacion, es probable que se pudiera tener éxito si se
inoculan botelias de Roux con aproximadamente 10,000 UFFF 50%/0.2 mi, y con una
proporcién de 1 UFFF por cada 19,030 células; o en el caso de las botsllas de OL,
se podrian Inocular con aproximadamente 2,406 UFFF 50%/0.2 m!, y con ina
proporcién de 1 UFFF por cada 2,128 céluias PK-15. En las Gréficas 4 y 5 se puede
apreciar que tanto al lnocular con 325 como con 2,406 UFFF, hay una tendencia
. ascendente del titulo viral durante las primeras 24-25 horas. Y que al inocular con
2,406 UFFF, cuando se evaluan los titulos virales desde las 25 hasta las 121 horas,
entonces la tendencla ya es descendente (Gréfica 6). Lo cual indica que si se
repitieran astos experimentos, la cosecha muy probablemente deberia hacerse entre
las 24-48 horas (Grdficas 7 y 8), antes de que disminuyan los litulos virales
contenidos en las botellas inoculadas (Gréfica 2). Ya que en la Gréfica 7 se puede
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observar que ia linea de tendencia sigue siendo ascéndente al considerar los datos
obtenidos de la hora 1 hasta la 49. En la Gréfica 8 se hace una comparacién de la
tendencla de! titulo viral de fa hora1 ala 25, dela1ala49,delaiala97ydela
1 alas 121 horas, al inocular con 2,406 UFFF, siendo posible ver que la tendencia
. es ascendente hasta cuando se Incluye el resultado obtenido en la hora 97, pero
ligeramente menor que la observada en la hora 49, y que cuendo se Incluye el
resultado de la hora 121 la tendencla ya no es ascendente. Sin embargo, la
recomendactén anterior tendria que ser validada, dentro de las condiclones de
produccidn de esta vacuna en cada laboratorio productor. Ya que si se utiliza un
procedimiento diferents, en alguno de los aspectos, o diferentes reactivos, suero,
medio de cultivo, células, dosis de inoculacidn, cantidad de medio de cultivo, ete., los

resultados podrian variar,

En relacién al andlisis estadistico, cuando se delerminé en ambos
experimentos el coeficiente de correlacién (r) de todas las horas muestreadas, no se
presenté una correlacion estadisticamente significativa entre las variables sigulentss:
titulo obtenido en cada cosecha y tiempo que durd Incubdndose el virus vacunal en
estudio antes de ser cosechado. Y esto fue debido a que los datos estdn muy
dispersos, si se toma en cuenta para el andlisis todo el periodo que duré cada uno
de los 2 experimentos; es decir, porque hubo titulos muy bajos a lo largo de cada
ensayo, y ademés parque éstos estuvieron integrados .porvarios ciclos de crecimiento
viral. En el caso en qué se ulilizaron 325 UFFF la r= 0.30; y cuando se emplearon
2,406 UFFF la r= 0.02; estos datos de r estan por debajo de 0.5, que es el nivel de
confiabilidad que se estd manejando, 0 sea, que aunque existe clerto grado de
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. correlacién, éste es muy bajo, por lo que no se considera estadisticamente
significativo. En cambio, al determinar el coeficiente de correlacidn y las tendencias,
exclusivamente de los datos obtenldos durante las fases de crecimiento logaritmico,
r fue estadisticamente significativo, y las tendencias fueron ascendentes. Al inocular
con 325 UFFF, en la evaluacién de la hora 2 a la 6 r= 0,77 (Gréfica 9), y de la hora
13 ala 18 r= 0.73 (Gréfica 10); y cuando se inoculé con 2,406 UFFF, al evaluar de -

la hora 1 a la 7 r= 0.96 (Gréfica 11).

En futuras investigaciones que se realicen para determinar la curva de
hultipllcacldn viral del virus de la FPC, es aconsejable recomendar que se siga el
procedimiento descrito por Mengeling y Drake (44), en el cual se inoculé una
monocapa de células PK-15, con la "cepa” Ames de FPC, y peﬁédlcamahte se
colecté una fraccién del medio sobrenadante de Ia monocapa inoculada, para ser
titulada, reponiendo dicho volumen con medio para cultivos celulares. Ya que el
procedimiento seguido por Aynaud (3), asi como el ulilizado en esta tesis, como se
puede observar en las Tablas 1 y 2 y en las Graficas 1 y 2, tiene la desventaja de
que, al utilizar una monocapa diferente para cada muestreo, desafortunadamente hay
mds probabilidades de obtener varaciones en los titulos, debidas a: monocapas
diferentes, tamario de la poblacién celular, y por lo tanto, diferente proporcion entre
el ntimero de particulas virales infectantes y el nimero de células; y otros factores,

ya que se trata de diferentes monocapas y no de un solo monoestrato.
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CLUSIONE:

1.~ El ciclo de crecimiento viral de la "qepa"_ vacunal PAV-250 dura

aproximadamente 10 horas.

2.- Hubleron mejores titulos de! virus vacunal PAV-250 y estos fu_eron més
homogéneos al inocular las células PK-15 con 2,408 UFFF 50%, que al utilizar 325

* UFFF 50%.

3.~ Al inocular con 325 UFFF la fase de eclipse ocurrié a las 2 horas; la fase
de crecimiento se presenté entre las 4 y 6 horas; y posteriormente los titulos
descendieron paulatinamente hasta las 10 horas; y desaparecieron de nuevo a las
12-13 horas; y aparentemente ésto Uitimo ya pertenecié a la fase de eclipse de un
segundo ciclo de crecimiento viral, en el que se pre;sentaron titulos més elevados,
" entre las 14 y 20 0 mas horas. Al Inocular con 2,406 UFFF, las diferentes etapas se
notaron menos; sin embargo, se detectd un periodo de crecimlento hasta las 10 horas
y otro hasta las 21 horas; y de las 25 a las 121 horas se notd una declinacién del

+ titulo viral.

4.- Con base en los datos obtenidos, para la produccién de la semilla.de la
vacuna PAV-250 con al;os titulos virales, es probable que se pudiera recomendar que
se inoculen botellas de Roux con aproximadamente 10,000 UFFF §0%/0.2 mli, y con
una proporcién de 1 UFFF por cada 19,030 células. Y probablemente se podria
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. recomendar cosechar a partir de las 24-48 horas postinoculacién. Para producir lotes
con numerosas dosis de vacunas, s podrian hacer los célculos necesarios, y utilizar
botellas *roller”, botellas Triple Flask, microacarreadores, etc. Sin embargo, las
recomendaciones anteriores tendrian que ser validadas dentro de las diferentes

condiclones de produccion de esta vacuna, en cada laboratorio productor.
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GRAFICA 1.- TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250 OBTENIDO A DIFERENTES HORAS
A PARTIR DE BOTELLAS DE DL INOCULADAS CON 325 UFFF 50%/0.2 ml~
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GRAFICA 2.- TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250 OBTENIDO. A DIFERENTES HORAS
A PARTIR DE BOTELLAS DE DL INOCULADAS CON 2,406 UFFF 50%/0.2 mi
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GRAFICA 3.- TITULOS VIRALES DE LA VACUNA PAV-250 OBTENIDOS
AL INOCULAR BOTELLAS DE DL CON 325 Y CON 2,406 UFFF 50%/0.2 mi
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GRAFICA 4.- TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250,
DURANTE 24 HORAS, AL INOCULAR CON 325 UFFF 50%/0.2 mi
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GRAFICA 5.- TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250
DURANTE 25 HORAS, AL INOCULAR CON 2,406 UFFF 50%/0.2 mi
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GRAFICA 6.- TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250 DE LAS
25 A LAS 121 HORAS, AL INOCULAR CON 2,406 UFFF 50%/0.2 mi|
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GRAFICA 7.- TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250
DE LA 1 A LAS 49 HORAS, AL INOCULAR CON 2,406 UFFF 50%/0.2 ml
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GRAFICA 8.- COMPARACION DE LA TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250 A
PARTIR DE LA HORA 1 A LAS 25, 49, 97 Y 121 HORAS, AL INOCULAR CON 2,406 UFFF 50%/0.2 ml
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GRAFICA 9.‘- TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250 DE LAS
2 A LAS 6 HORAS, AL INOCULAR CON 325 UFFF 50%/0.2 ml
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GRAFICA 10.- TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250 DE LAS
13 A LAS 18 HORAS, AL INOCULAR CON 325 UFFF 50%/0.2 mi
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GRAFICA 11.- TENDENCIA DEL TITULO VIRAL DE LA VACUNA PAV-250 DE LAS
HORAS 1 A LA 7, AL INOCULAR CON 2,406 UFFF 50%/0.2 mi
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