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11. OBJETIVO GENERAL 

ESTUDIAft EL COMPORTAMIENTO BIOLÓGICO, FISICOQUÍMICO, 
MORFOLOGICO Y MOLECULAR DEL VIRUS DE LA FIEBRE PORCINA 
CLASICA, PARA DESARROLLAR Y APLICAR UN METODO DE 
DIAGN11C0 Y DETECTAR LOS ANTICUERPOS PRODUCIDOS POR 

A VACUNACION Y DE SER POSIBLE, DIFERENCIARLOS DE 
AQUELLOS PRODUCIDOS POR LA INFECCION. 
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La necesidad de seguir preparandose y adquirir conocimientos académicos 
es una parte inherente del ser humano para seguir actualizado. Agradezco la 
oportunidad que nos brinda la Universidad Nacional Autónoma de México, nuestra 
máxima Casa de Estudios, para realizar posgrados a bajo costo y un alto nivel 
académico, reconocido nacional e internacionalmente. El haber sido afortunada de 
ser aceptada en este Programa de Doctorado en Ciencias (área: Microbiología), me 
permitió estar siempre en contacto con los problemas reales de nuestro país, sin 
perder la dimensión de nuestros problemas y trabajar con las herramientas con las 
que contamos y que poco a poco se fueron consiguiendo gracias a los apoyos tan 
importantes como los del PADEP, del INIFAP-SARH y las donaciones de National 
Services Laboratories de Ames-Iowa, así como estancias cortas para asistir a: un 
Curso sobre "Enfermedades Viricas del Cerdo, en el Instituto Nacional de 
Investigaciones Agrarias (INIA), Madrid-España, y por otro lado al Central 
Veterinary Institute de Lelystad-Holanda a cargo del Dr. Terpstra y su grupo de 
trabajo, que permitieron que trabajara con ellos durante un tiempo donde además 
de avanzar en mi tesis logré comprobar que nuestro nivel se encuentra a la altura 
de investigadores del extranjero. 

Otro punto importante es que además de pertenecer al Sistema Nacional de 
Investigadores (SNI) también fui aceptada como Miembro del Comité en Fiebre 
Porcina Clásica y Enfermedad de Aujeszky. Además como Miembro del Comité en 
Enfermedades Infecciosas de los Porcinos, en el Comité Nacional de Salud Animal 
(CONASA). 

El proyecto de doctorado propuesto fue aceptado para un nuevo Programa 
de Doctorado (según el No. 4, inciso c, de las normas complementarias), el cual fue 
evaluado y aprobado el dia 7 de Noviembre de 1991, por el Comité Tutora]. A lo 
largo de este periodo se realizaron una serie de actividades complementarias, según 
el semestre de avance. 

El concluir este ciclo y obtener el último grado académico en nuestra 
Máxima Casa de Estudios (UNAM) es un gran honor, pero además, tengo el orgullo 
de ser la primera alumna egresada de este Programa de Doctorado en Ciencias 
(área: Microbiología), el cual fue aprobado, por el Consejo Universitario en 
Septiembre de 1991. 
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Curriculum Vitae 

Es dificil escribir una reseña curricular y encontrar adjetivos adecuados, pero 
escribir acerca de la Mtra, Susana E. Mendoza Elvira es más dificil. No hay 
adjetivos para describir con precisión su magnífica trayectoria académica. 
Afortunadamente, los hechos hablan por sí mismos. Mis más amplias felicitaciones 
y mi agradecimiento por permitirme este espacio. 

Susana Elisa Mendoza Elvira nació el 23 de Febrero de 1962, en la Ciudad 
de México. Realizó los siguientes estudios: Técnico Químico Clínico Laboratorista; 
Licenciatura en Químico Farmaceútico Biológo (FES-C), Maestría en Ciencias 
(área: Microbiología) en la FESC, ingresó a la Coordinación General de Estudios 
de Posgrado (Laboratorio de Virología) de la FESC-UNAM como Ayudante de 
Profesor "B" en 1985; posteriormente en 1989 logró obtener tiempo completo como 
Profesor de Asignatura "A". Ha desempeñado labores académico-administrativas: 
en Junio de 1993 fue designada Coordinadora del Posgrado en Microbiología y en 
Mayo de 1994, Secretaria Técnica de Posgrado, cargos en los que continúa hasta 
la fecha. Concursó por examen de oposición para obtener la definitividad en la 
asignatura de Virología Diagnóstica obteniendo el resultado de Ganadora. 

Logró 4 desarrollos tecnológicos en colaboración con el Dr. Abel Ciprián. Ha 
concursado, en diferentes ocasiones, con 6 trabajos en el Premio CANIFARMA 
(área:Veterinaria), en los que ha obtenido dos menciones honoríficas. Ha presentado 
más de 160 trabajos de investigación, los cuales han sido publicados por los 
organizadores de las reuniones científicas y profesionales en las que participó; de 
esos trabajos de investigación, 14 son de relevancia internacional (Holanda, Cuba, 
Tailandia, Uruguay, Italia y México). Ha presentado 7 trabajos en congreso por 
invitación especial. Ha publicado 18 artículos de divulgación en revistas nacionales 
con arbitraje; 14 artículos de investigación en revistas con arbitraje, nacionales e 
internacionales; tiene 6 capítulos en libros, 1 libro como autora y 5 como editora. 
Por otro lado, ha impartido más de 70 Conferencias en congresos y reuniones de 
investigación. Ha tomado 28 cursos cortos de actualización y 5 cursos largos de 
actualización. Ha tenido entrenamientos en el área de Virología Veterinaria en el 
extranjero: una en Madrid-España, uno en Barcelona-España, dos en Ames, Iowa-
USA, y una en Lelystad, Holanda. Pertenece a 6 asociaciones y 19 comités. Ha 
impartido 18 conferencias en seminarios y cursos. Ha obtenido la aprobación de 11 
proyectos de investigación (PADEP; CONACyT y Cátedras). Ha logrado 29 
distinciones entre las cuales destacan: Medalla de plata Gabino Barreda a la 
trayectoria en la Maestria en Ciencias (Microbiología) en 1990, dos menciones 
honoríficas otorgadas por CANIFARMA en 1992 y 1993, Premio 
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del "Jabalí Dorado" a la mejor investigadora en 1993, otorgado por la Asociación 
Mexicana de Veterinarios Especialistas en Cerdos (AMVEC); Premio al Mejor 
Trabajo Técnico, otorgado por ATAM en 1993; Premio de la Asociación Argentina 
de Químicos Cosméticos otorgado por Fabriquímica en 1993-1994; Primer lugar 
"Premio Gustavo Baz Prada" por Servicio Social (área: Investigación); becaria del 
CONACyT y de la Embajada Española; candidata a investigadora en el SNI, desde 
1990; nombramiento oficial, por el Presidente de AMVEC, como Secretaria General 
del AMVEC; evaluadora del CONACyT. 

Por otro lado, ha organizado 16 cursos de alto nivel en el área de 
microbiología. Ha sido responsable de la formación de recursos humanos en los 
niveles de licenciatura y posgrado. Es tutora de 5 estudiantes de maestría; ha 
dirigido 9 tesis de licenciatura terminadas, 3 en proceso y tiene 5 tesis de maestría 
en proceso. Ha formado a 7 estudiantes del CONALEP, 2 estudiantes de Jóvenes 
a la Investigación y 32 estudiantes de Servicio Social de la FES-C, entre otras cosas. 

José Luis Aguikra Fuentes 
Coordinador del Comité EditoriaUEditor de la FESC-UNAM 
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Se analizó al Virus de la Fiebre Porcina Clásica (VFPC), por medio de cinco 
experimentos para estudiar las diferencias entre las "cepas" de campo, de referencia 
y vacunales. Se determinaron sus comportamientos de replicación en los cultivos y 
se evaluaron por titulación. De las 17 "cepas" estudiadas se seleccionaron 6 "cepas 
(de campo, vacunales y de referencia), siendo estás las más importantes por los 
resultados obtenidos con anticuerpos monoclonales. Se realizaron con estas "cepas" 
del VFPC estudios comparativos de densidad boyante y estudios de espectroscopia 
en ultravioleta (UV). Asi mismo, se determinó la presencia de partículas virales por 
microscopía electrónica en las fracciones correspondientes de los picos previamente 
determinados por el espectro en U.V. También se utilizaron anticuerpos 
monoclonales dirigidos a la glicoproteina de la envoltura viral, para encontrar 
diferencias entre las "cepas" de campo, vacunales y de referencia, de varias partes 
del mundo. La cepa PAV-250 es la de elección para ser utilizada como antígeno en 
el diagnóstico serológico diferencial con las "cepas" de campo analizadas. Se les 
realizaron estudios por la técnica de electroforesis, a las fracciones separadas de 
las seis "cepas" encontrandose proteínas importantes como son las glicoproteínas 
E 1, E2, de la cápside y la gp 31. Por último se realizó la prueba de 
lnmunotrasferencia con sueros de animales de diferentes lugares de la República 
Mexicana, mostrando que las "cepas" de campo en realidad son de campo y no de 
algún brote relacionado con vacunación, también se encontró que una cepa de 
campo y una vacunal (PAV-250), pueden utilizarse como "cepas" marcadoras para 
tratar de diferenciar entre los anticuerpos vacunales y los anticuerpos producidos 
contra la infección. En este estudio que duro 4 años, se logró encontrar las 
proteínas, las fracciones y las "cepas" que permitiran continuar con el estudio y 
llegar finalmente a la diferenciación de los mencionados anticuerpos. Otro 
aportación que dio esta investigación es que las "cepas" vacunales, de campo y la 
de referencia, que fueron obtenidas en diferente formas, (ya que las primeras se 
compraron en farmacias veterinarias y las segundas y terceras fueron donaciones). 
Encontrándose de primera instancia que tenían buenos títulos, sobre todo las 
vacunales que se utilizan comercialmente. Después, al enfrentar estas "cepas"a los 
anticuerpos monoclonales, resultaron positivas al VFPC y no estuvieron 
contaminados con el virus de la Diarrea Viral, ni con el de la Enfermedad de la 
Frontera ("Border Disease"). Por otro lado el trabajar con "cepas" vivas sabemos 
que puede ser un problema ya que la virulencia de las "cepas" puede revertir; sin 
embargo hoy en día se ha logrado controlar este problema realizandose pruebas de 
inocuidad y de demostración de que no se trasmiten, encontrandose que son 
vacunas inocuas y que no se diseminan. 

La información obtenida en este estudio, muestra los resultados de diferentes 
"cepas", lo contrario a los resultados de los holandeses que sólo trabajaron con una 
"cepa" la BRESCIA. Tambén se tuvo la oportunidad de enfrentar estas "cepas" a 
sueros provenientes de diferentes lugares en distintos momentos de la Campaña de 
Erradicación de la FPC. En Holanda se ha estudiado también más a la "cepa"China 
que es lapinizada y no una "cepa" viva con capacidad de replicarse en cerdos, lo que 
para este estudio también fue importante ya que en México contamos con varias 
vacunas vivas en forma comercial. Finalmente aunque en este momento se encontró 
las proteínas importantes, se deberán realizar estudios complementarios para estar 
seguros de está información y validar el sistema de diagnóstico. 
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1. INTRODUCCION 

GENERAL 



INTRODUCCION, MENDOZA E.S. 2 

1.0 VIRUS DE LA FIEBRE PORCINA CLASICA 

1.1 Introducción 

El virus de la Fiebre Porcina Clásica, (VFPC) (sinónimias: Hog Cholerae; Swine Fever, 

Cólera Porcino; Fiebre Suina Clásica), puede presentarse con un curso subagudo, crónico o 

clínicamente inaparente. El porcentaje de mortalidad puede tener un rango cercano al 100%. 

Bajo ciertas circunstancias naturales el cerdo es el único animal que se infecta. El primer brote fue 

reportado en Ohio, USA a principio de 1830. En el presente, esta enfermedad se encuentra 

mundialmente distribuida. En las últimas decadas algunos paises como USA, Canadá y Gran 

Bretaña han tenido un éxito rotundo en la erradicación de la enfermedad, En algunos países 

donde el VFPC es enzoótico, la enfermedad provoca importantes pérdidas económicas. 

La Fiebre Porcina Clásica (FPC), es una enfermedad infecciosa producida por un virus 

altamente transmisible y de rápida diseminación, se transmite principalmente a travéz de 

secreciones y excreciones nasales, lagrimales, orina, heces y mecánicamente, así como por 

moscas, pájaros, utensilios, desperdicios de alimento y comida, y por transmisión; y que tiene 

alrededor de 100 años en México, 

Su presencia, ha provocado importantes pérdidas a la porcicultura nacional además del 

impacto negativo en la exportación de carne y otros subproductos derivados de esta importante 

especie pecuaria. 

El hecho de que el pais no haya logrado erradicar esta enfermedad, ha limitado la 

exportación, ya que los paises que constituyen potencialmente el mercado externo de carne de 

cerdo, generalmente ya estan libres de FPC, y por ello tienen prohibida la compra de estos 

productos a paises en los que esta virosis esta presente; y este es un factor determinante en las 

mesas de negociaciones de los tratados de Libre Comercio que México ha firmado y/o firmará con 

diferentes países. 

Entre los tratados que se han firmado se encuentran el Trilateral (México-Estados Unidos-

Canadá); estan por firmarse el de la cuenca del Pacifico con los paísea Asiáticos industrializados, 

el Bilateral con Chile, el pacto Caribeño y el trilateral del sur (México-Venezuela-Colombia). 
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De todos estos paises, la mitad ya ha erradicado la Fiebre Porcina, por lo tanto serán 

vendedores de cerdos para nuestro pais y limitarán la importación de animales provenientes de 

México, por temor a la introducción de un problema sanitario como lo es la FPC. 

Como podrá apreciarse la Industria Porcina Nacional siempre ha estado amenazada por 

la presencia de esta enfermedad, cuyos estragos son ya no tanto sanitarios, sino económicos, al 

dificultar o impedir las transacciones comerciales internacionales. 

1.2 LA FIEBRE PORCINA CLÁSICA EN MEXICO (COLERA PORCINO) 

1.2.1 HISTORIA Y DISTRIBUCION MUNDIAL 

La Fiebre Porcina Clásica se origino en el Norte de América (1810-1833) en Termes. y 

Ohio. En Europa apreció en Francia e Inglaterra (1822-1962); en Sudamérica (1899) y en 

Sudafrica (1900) (Ramírez y Reynoso, 1993). 

Durante ese tiempo los países de Europa comienzan a tomar medidas de control, aún 

desconociendo el agente etiológico y la epidemiología, como fue el caso del Reino Unido que 

prohibió la importación de cerdos vivos del contiente Europeo desde 1882. Conforme se tuvo 

conocimiento de la naturaleza de la FPC, las medidas simples restrictivas consistieron en prohibir 

la importación, como sucedió en Dinamarca (1933), Irlanda (1958), Reino Unido (1966), 

Hungría (1972) y Estados Unidos (1976). 

1.2.2 LA FPC EN MEXICO. 

La Fiebre Porcina Clásica (FPC) fue introducida al país en el año de 1877 a través de la 

importación de pie de cría procedente de los Estados Unidos de Norteamérica. (Cabrera, 1991). 

Otros países prefirieron proteger la población de cerdos vacunando contra la FPC. 

A partir de 1973, se establece en México un programa formal para el control y erradicación de 

esta enfermedad en la región Noroeste, pretendiendo abarcar los Estados de Baja California, Baja 

California Sur y Sonora. Las estrategias y conceptos de este plan, así como el conocimiento e 

información de la importancia de la Fiebre Porcina Clásica, propiciaron el inicio del Programa de 

Erradicación en el Norte del Estado de Sonora, así como un programa intensivo de control en el 

Sur del Estado ( 1978) (Cabrera, 1991). 
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Esta situación, junto con la amenaza que representó para México la prescencia de la Peste 

Porcina Africana en países del Caribe (Haití, República Dominicana y Cuba) y en Sudamérica 

(Brasil), motivaron la necesidad de implementar con carácter obligatorio y permanente la 

Campaña Nacional contra la Fiebre Porcina Clásica, la cual oficialmente quedó establecida el 25 

de marzo de 1980. (Cabrera, 1991).A partir de esta fecha se aplicaron programas anuales de 

vacunación en varios Estados, habiéndose logrado en 1983 liberar de esta enfermedad los 58 

Municipios de la zona Norte del Estado de Sonora. 

Durante la década de los 80's la Campaña entró en un estado de latencia, provocado 

básicamente por la severa crisis que atravesó el país, aunado a la desaparición de los servicios 
4 

veterinarios oficiales de Sanidad Animal. 

Es a partir de 1990 que la Campaña se restablece con la reincorporación de la Dirección 

General de Salud Animal y desde entonces los avances han sido significativos. Se ha logrado 

liberar de esta enfermedad los Estados de Baja California, Baja California Sur, y el Sur de Sonora 

(11 Municipios) en 1991; Chihuahua y Sinaloa en 1993; e incorporar a la fase de erradicación a 

Nuevo León y Yucatan ese mismo año. (Cabrera, 1991). 

En la actualidad, el programa que presenta México, con respecto a la Campaña contra la 

Fiebre Porcina Clásica, es sin lugar a duda muy favorable e indicativo de un gran esfuerzo llevado 

a cabo por los productores, el Gobierno Federal, los Gobiernos Estatales, industriales y otros 

organismos vinculados con la actividad porcicola del país. 

Las zonas libres, como ya se indicó, están integradas por los Estados de Baja California, 

Bqaja California Sur, Chihuahua, Sinaloa y Sonora, lo que representa el 32.06% del territorio 

nacional, el 13.7% de la población porcina y el 18.36% de la producción. Actualmente las 

actividades que se realizan en estos estados son básicamente vigilancia epizootiológica, control 

estricto de la movilización de cerdos, productos y subproducto de origen porcino provenientes 

de zonas de control y constatación de la ausencia de la enfermedad a través de muestreos 

serológicos, (Cabrera, 1991). 

Las zonas de erradicación comprenden de los Estados de Nuevo León y Yucatan, que 

reprecentan el 5.5% del territorio, el 4.% de la población y el 4.3% de la producción. 

Los Estados de Campeche, Quintana Roo, Tabasco y Tamaulipas se encuentran en la 

última etapa de la fase de control. Estos estados comprenden el 18.09% del territorio, el 5.62% 

de la población y el 3.37% de la producción. 

AY 
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Con respecto a Campeche, Quintana Roo y Tabasco, el proyecto de erradicación para la 

zona del Sureste, contempla su incorporación antes de finalizar 1993. 

Por otra parte, los Estados de Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacán, Morelos, 

Puebla, Querétaro y Tlaxcala, se han incorporado a la fase intensiva de control, en la cual las 

actividades fundamentales han consistido en la vacunación masiva de los cerdos, la vigilancia 

epizootiológica, notificación diagnóstico y control de brotes de Fiebre Porcina Clásica, así como 

el control de la movilización de cerdos desde su origen hasta su destino. La región se caracteriza 

por ser el área de mayor población porcina (43.7%), así como de la más alta producción (55.1%), 

aunque en términos de territorios sólo representa el 13.6%. 

Es importante señalar que esta región es considerada la zona endémica primaria para la 

Fiebre Porcina Clásica, de tal suerte que cobra una gran importancia desde el punto de vista 

epizootiológico por la comercialización y movilización de cerdos entre estos estados y hacia otras 

entidades. 

Por último, el resto del territorio nacional, que incluye tos estados de Aguascalientes, 

Chiapas, Durango, Colima, Distrito Federal, Guerrero, Nayarit, Oaxaca, San Luis Potosí, 

Veracruz y Zacatecas, se encuentran en fase de control. Estos representan el 30.7% del territorio, 

el 31.5% de la población, pero sólo el 17.5% de la producción. Estos Estados se han 

caracterizado por presentar brotes esporádicos de la enfermedad, sin embargo, cabe señalar que 

las acciones de vacunación han sido hasta la fecha poco significativas. Por lo tanto, se pretende 

que para el año de 1994 algunos de estos estados inicien la fase intensiva de la Campaña. 

La ausencia de sistemas adecuados para el control de la movilización de cerdos, de 

prácticas de bioseguridad de las explotaciones pecuarias y de biológicos seguros y eficases, 

favoreciendo la difusión del padecimiento en amplias zonas del país, especialmente en los estados 

del centro, tradicionalmente los de mayor población porcina (Ramírez y Reynoso 1993). 

A partir de 1973, se inicio la estructuración de un programa en el noroeste que se 

denominó "Programa Nacional para el Control y la Erradicación del Cólera Porcino", cuyas 

características principales fueron: efectuar el programa por etapas y regiones de acuerdo con los 

diferentes sistemas de explotación porcina del país aprovechando los adelantos ya existentes en 

algunas regiones; en este programa de erradicación se contemplaron factores de suma imporancia 

como es la reducción de la incidencia, a través de programas de vacunación, el establecimiento 

de un alto nivel de educación sanitaria en los productores y el control efectivo de la movilización 

de cerdos y sus productos (Ramírez y Reynoso, 1993). 
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En la primera etapa se consideró la estrategia de un programa de Erradicación que se 

desarrollaría en los estados de Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Lean, 

Tamaulipas y un plan de control en el resto del país. 

Todos estos conceptos y estrategias se fueron madurando y modificando, a la vez que se 

obtenía mayor información sobre la situación de la FPC hasta, que el 10 de junio de 1978 se inició 

en forma oficial la Campaña de Erradicación en el Norte del estado de Sonora y un programa 

intensivo de control en el Sur de este mismo estado y en el estado de Sinaloa. 

Esta situación junto con la amenaza que representó para nuestro país la prescencia de la 

Peste Porcina Africana en paises del Caribe y Sudamérica, propiciaron y apoyaron las necesidades 

de extender la Campaña con algunas modificaciones y estrategias para que se ampliara y 

desarrollan en todo el país, contando ya con presupuesto propio a partir del mes de Septiembre 

de 1978. 

A partir de la publicación en el Diario Oficial de la Federación del acuerdo y programa de 

la Campaña contra la FPC el 25 de Marzo de 1980, se aplicaron programas anuales de vacunación 

en varias etapas, declarandose libre 58 municipios del Norte de Sonora el 10 de Enero de 1983. 

A partir de esta fecha la Campaña entra en un estado de latencia motivada por la severa 

crisis económica por la que atravesó el país durante casi una década y no es sino hasta principios 

de la década de los 90's cuando la Campaña contra Fiebre Porcina Clásica se reimpulsa con la 

recreación de la Dirección General de Salud Animal que había desaparecido prácticamente en la 

década de los 80's. Es a partir de Mayo de 1990 que a travéz de la Dirección de Campañas 

Zoosanitarias se plantean las estrategias más congruentes con las limitaciones económicas y con 

las políticas de coparticipación y corresponsabilidad marcadas por el Ejecutivo Federal del país, 

esto permitió el arranque de acciones de campañas mas lógicas menos onerosas y mas efectivas 

al participar en su planeación autoridades Estatales, Federales, Productores, Industriales, y 

Veterinarios especializados .Actualmente los paises libres de Fiebre Porcina Clásica son: 

Australia, Canadá, Estados Unidos, Irlanda, Islandia, Japón, Nueva Zelanda, Reino Unido, Suecia 

y los paises Escandinavo (Ramírez y Reynoso, 1993). 
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1.2.3. CAMPAÑA CONTRA LA FIERRE PORCINA CLASICA. 

Una de las enfermedades que más pérdidas económicas ocasiona a los productores de 

cerdos es la Fiebre Porcina Clásica, por lo que consideramos importante dar a conocer los avances 

y la situación actual que guarda la Campaña Nacional contra la FPC (Cabrera, 1994). 

En los dos últimos años la Campaña Nacional contra la FPC, ha tenido mayor fuerza, 

actualmente ya contamos con tres estados libres de FPC que son Sonora, Baja California Norte, 

Baja California Sur, declaradas zona libre en el Diario Oficial de la Federación de fecha 16 de 

octubre de 1991 (Ramírez y Reynoso 1993). 

En el caso de los estados de Sinaloa y Chihuahua, ya fueron integrados a la fase de 

erradicación. Y en el sureste del país, que comprende los estados de Tabasco, Campeche, Yucatán 

y Quintana Roo, en 1990 se estableció un programa a nivel regional para el control de la FPC y 

esta a punto de ser finalizado, lo cual dará acceso a esta zona a la fase de erradicación del pais, 

por otro lado se tiene al Bajío, Querétaro y Estado de México, también en este año se ha 

implementado un programa operativo regional con grandes logros; sin embargo en esta parte del 

país se tienen que realizar algunos ajustes para que el progrma avance, pero prácticamente 

podríamos pensar que se encuentra en la fase de control. En la zona noreste del país, que 

comprende Nuevo Léon, Tamaulipas y Coahuila, tambien se ha iniciado algunos programas en 

años anteriores, lo cual posibilitará que estos estados enten a la fase de erradicación. Estas 

entidades solicitaron a la SARG su ingreso a la fase erradicación, ya que en dos años no se han 

presentado casos de FPC, lo que les permite al igual que la zona de sureste, ingresar a la fase de 

erradicación en este año. En el resto del país concretamente en los estados de Puebla, Tlaxcala 

y Estado de México, se pretende establecer un método intensivo de campaña, donde productores, 

autoridades y la SARH, sumen esfuerzos en la zona centro. En el caso de Tlaxcala y Puebla se 

integran a la fase de control, así como al control de la movilización de animales y productos 

derivados. En la zona sur encontramos los estados de Guerrero, Chiapas y Oaxaca que están 

contemplados y programados para iniciar la fase de control el próximo año. Actualmente se 

vienen realizando vacunaciones, pero dadas las condiciones especificas de la porcicultura en esa 

región, tenemos problemas para su integración; sin embargo, en Oaxaca, específicamente en la 

zona de la Mixteca, empezó el programa de vacunación con vías a implementar un programa 
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integral en toda la zona, por otro lado en Chiapas se concertaron acciones para establecer un 

programa bilateral, y con la República de Guatemala, para que en la franja fronteriza se instale un 

programa de vacunación y de vigilancia, con tendencias a la erradicación en esa parte del pais, 

Con esas acciones estamos reforzando la campaña contra la FPC en esta zona. En los estados de 

Hidalgo, Veracruz, San Luis Potosí, Aguascalientes y Zacatecas, también se implementaran 

algunos programas a nivel regional, a fin de que el próximo año se tengan integrados a todos los 

estados de la República en la campaña contra la FPC. La campaña está integrada por 3 fases que 

son: de control, erradicación y libre. En la fase de control, se lleva a cabo la vacunación intensiva 

de los cerdos, tanto de las explotaciones tecnificadas como en las de traspatio. Esto con la 

finalidad de tener una mayor cobertura de cerdos vacunados. Por otro lado se tiene el control de 

la movilizaciones a través del mecanismo de solicitud y presentación de documentos, certificados 

y guías sanitarias, en los lugares de matanza. 

Estas son las acciones que se han implementado en los estados en donde se ha iniciado la 

campaña en forma intensiva; asimismo la vigilancia, el diagnóstico y la notificación de casos 

reportados y la prevalencia de la enfermedad en estas zonas hace resaltar la importancia de la 

participación del MVZ. Para que esta campaña marche bien, se estableció el programa de 

acreditación de Médicos Veterinarios Zootecnistas, para lo cual se han impartido cursos de 

acreditación para que los veterinarios acreditados puedan participar activamente en la Campaña 

Nacional de FPC y de la Enfermedad de Aujeszky. Actualmente se encuentra con 500 veterinarios 

acreditados, ubicados en 21 estados de la República, en áreas porcícolas donde se concentra la 

mayor población de cerdos. La acreditación es un programa que va a permitir contar con los 

recursos humanos a nivel operativo para que la campaña pueda avanzar satisfactoriamente. Los 

porcicultores debéran tomar la iniciativa y estar conscientes de que el Veterinario es el elemento 

mediante el cual podrá realizarse la certificación de la vacunación. Para el control de la 

movilización es indispensable contar con la guía sanitaria, para lo cual se deberá contar con un 

certificado de vacunación, expedido por un MVZ acreditado o por un MVZ oficial de la SARH. 

(Ramírez y Reynosa 1993). 

Cuando se ha pasado la fase de control y la enfermedad no se ha presentado en un año, 

esa región estará en posibilidad de pasar a la fase de erradicación. Para lo cual se debe contar con 

elementos de seguridad en las entradas de los estados, en este caso casetas de vigilancia bien 
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equipadas, en donde no se permitirá el acceso de animales en pie, ni a subproductos derivados que 

provengan de zonas que se encuentren en la fase de control. Esta es una de las acciones de la fue 

de erradicación. Asimismo la suspención de la vacunación es un factor que preocupa al 

productor, pero deberá asegurarsele que ningún producto o subproducto porcino, por lo que se 

le dará seguridad y tranquilidad para que ya no tenga que aplicar la vacuna. Por otro lado cabe 

señalar que ya existe un seguro por parte de AgroAsemex para proteger el patrimonio de los 

productores interesados en asegurar su ganado contra la FPC al suspender la vacunación. Por 

último se han esperado 2 años para que está región se integre como zona libre, Entonces se realiza 

un muestreo lo más representativo de los porcinos del lugar, para garantizar que el virus de la 

FPC no existe circulando por la zona y que de esta forma, dicha arca se encuentra libre de esta 

enfermedad. El control de la entrada de productos y animales se hacen más estricto, y se 

Intensifica la vigilancia y el control de cualquier caso sospechoso de FPC. (Cabrera, A., 1991; 

Ramírez y Reynoso, 1993). 

1.3. GRUPO DE VIRUS QUE PERTENECEN A LA FAMILIA TOGAVIRIDAE 

El nombre de los togavirus proviene del latín toga=envoltura, presenta una envoltura que 

cubre al corazón de la nucleocapside isométrica. La familia Togaviridae esta representada por 

cuatro generos alphavirus, rubivirus, pestivirus y arterivirus; los flavivirus se han asignado a una 

familia independiente. Existen mas de 25 miembros en el genero alfavirus mientras que los 

rubivirus y los arterivirus contienen unicamente uno (virus de la rubiola y virus de la arteritis 

equina). El genero de los pestivirus esta representado por enfermedades mucosales como es el 

Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV), que esta estrechamente relacionado con la enfermedad 

de Border, en borregos y la Fiebre Porcina Clásica en cerdos (Pensaert, 1989). 

Los Togavirus son virus RNA, pequeño(40-70 nm) y envueltos, La envoltura se 

encuentra fuertemente unida a la nucleocapside esferica de un diametro de 25-37 nm, de simetría 

icosahedrica. Las proyecciones de la superficie han sido demostrables en la mayoría de los 

togavirus (Pensaert, 1989), 
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El ácido nucleico de los Togavirus se caracteriza por ser un RNA de cadena sencilla de 

una molecula simple de sentido positivo, un RNA de cadena sencilla con un peso molecular de 

aproximadamente 4x10. La secuencia de algunos alfavirus son conocidos y algunas secuencias 

de los pestivirus se han obtenidos. El virion contiene de tres a cuatro polipeptidos y uno o mas 

de ellos se encuentran glicosilados (Persaert, 1989). 

La densidad boyante es de 1.25 g/cm3  en sacarosa. El coeficiente de sedimentacion se 

encuentra entre 150 S (Pestivirus) y 300 S han sido reportados. 

La replicación de los Togavirus se lleva a cabo en el citoplasma y madura por liberación 

después de un preensamblaje o un ensamblaje de nucleocapside a través de la membrana 

plasmática. Durante la reaplicación de los alfa y de los rubivirus un RNA subgenómico 26 S es 

sintetizado, el cual contiene la información para las proteínas estructurales del visión. Los 

arterivirus producen 3 RNAs mensajeros subgenómicos como una protección hacia ellos 

(Pensaert, 1989). 

Recientes estudios sobre la organización genómica y estrategias de transcripción incluyen 

a los pestivirus y los arterivirus dentro de la familia Togaviridae. En contraste con los alfavirus, 

los pestivirus falta la poliadenilación del RNA genómico como una especie de un RNA mensajero 

subgenómico y que tiene su proteína de virion codificando la secuencia cerca de S'al final del 

genoma (Pensaert, 1989), 

1.4. PROPIEDADES VIRALES 

El VFPC es resistente a tratamientos físicos y químicos, es parcialmente dependiente del 

estado físico del material que contiene el virus. Por ejemplo el VFPC en fluidos de cultivos 

celulares es inactivado en 10 min a 60 C (Kubin,1967), mientras que la infectividad no es 

destruida en la sangre desfibrinada a una temperatura de 68 C por 30 min (Torrey y Prather, 

1963). El VFPC es estable a un amplio rango de pH, pero entre el pH 4 el cercano a 10, su 

infectividad se ve debilitada. El VFPC se inactiva rápidamente con solventes como el 

cloroformo y el ether, por que el virión contiene Jipidos en su envoltura. El virus puede 

permanecer infeccioso por meses en cerdos y subproductos de cerdos, un factor epizootiológico 

importante. En el medio ambiente aparece en virus en un par de días es inactivado por el 

hidroxido de sodio al 1% el cual es considerado como un buen desinfectante para las superficies 

contaminadas VFPC 
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Los cultivos celulares de riAon de cerdo son frecuentemente utilizados para el aislamiento 

y crecimiento del VFPC. El virus no causa efecto citopático y se replica unicamente en el 

citoplasma de la célula. El antígeno viral puede ser detectado a partir de las 4 lira después del 

periodo de incubación mediante la técnica de los anticuerpos fluorescentes (Mengeling y Drake, 

1969), a las 5 hrs del periodo de incubación la primera progiene empieza a liberarse. Bajo 

condiciones simples de ciclo de recuperación, hay una parte exponencial incrementada en el titulo 

viril a las 15 hrs del periódo de incubacón, después la producción de virus continua por algunos 

días alcanzando algunos picos entre 107Y101  UFP (Aynaud, 1968). En cultivos celulares los virus 

se distribuyen por la vía del medio y también mediante los puentes citoplasmáticos intercelulares 

y de célula madre a célula hija durante la mitosis. Se ha establecido que los cultivos celulares 

infectados con el VFPC, persisten. Los estudios de microscopia electrónica sugieren que los virus 

maduros estan sobre la membrana introcitoplasmática. Estas evidencias son apoyadas por la 

inhabilidad para detectar antígenos de VFPC sobre la superficie de las células infectadas (Van 

Oirschot, 1980). 

Pinte y Mengeling, 1971 han encontrado variaciones antigénicas entre las "cepas" de 

VFPC; encontraron que 2 "cepas" de VFPC fueron neutralizadas en alto grado por su antisuero 

homólogo así como por un antisuero heterólogo. Corthier el al (1974) encontraron evidencia de 

subgrupos serológicos, en base a diferentes grados de neutralización de varios antisueros de BVD. 

El estudio reveló que existen un grupo de "cepas" virulentas y de "cepas" atenuadas, mientras 

que en otro grupo se incluyen "cepas" moderadamente virulentas y de baja virulencia. Kamijyo 

el al (1977) también distinguió 2 subgrupos antigénicos y un grupo de virus aparentemente más 

virulento. 

El virus de la FPC está estrechamente relacionado antigénicamente con el virus de BVD. 

Estos virus dan reacciones cruzadas en las pruebas de inmunodifusión y de inmunoflourescencia, 

y algunas "cepas" también con el Ensayo de Neutralización. La inmunización de cerdos con DVB 

puede conferir protección contra el desafio de una cepa virulenta del VFPC. Ocacionalmente los 

pestivirus los cuales son dificiles de identificar y diferenciar uno de otro (VFPC y DVB), pueden 

ser aislados de cerdos en el campo (Van Oirschot y Terpstra, 1989). 
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Existen ""cepas" de campo del VFPC, que muestran en un amplio rango de patogenicidad, 

desde muy virulentas hasta casi avirulentas. Las "cepas" de alta virulencia producen la enfermedad 

aguda y virtualmente con 100% de mortalidad. Las "cepas" de moderada virulencia generalmente 

conducen a laspresentaciones subagudas o crónicas y los cerdos subsecuentemente mueren o se 

recuperan. Los cerdos infectados posnatalmente con "cepas" de baja virulencia usualmente tienen 

enfermedad muy ligera o sin signos y desarrollan inmunidad. Las "cepas" pueden generar 

anormalidades fetales. Existen "cepas" artificialmente atenuadas, usadas como vacunas, las cuates 

son avirulentas aún para los fetos. (Van Oirschot y Terpstra, 1989). 

Los factores del hospedador parecen influenciar en el resultado de las infecciones con 

"cepas" del VFPC. Ha sido informado que la virulencia del VFPC puede ser una propiedad 

inestable; como ejemplo las "cepas" del VFPC parecen incrementar en virulencia mediante pasajes 

a tráves de los cerdos (Dunne 1975). 

1.5. EPIZOOTIOLOGIA. 

1.5.1. TRANSMISION 

1.5.1.1. Vías 

Bajo condiciones experimentales los cerdos han sido infectados por vía oral, nasal, 

aerogénica, conjuntival, genital y varias rutas parenterales (Dunne, 1964; Ressang, el al., 1972; 

Liess, el. al., 1976). Los cerdos infectados pueden diseminar el virus durante el período de 

incubación. En caso de la infección con una "cepa" virulenta, se presentan altos titulas de virus 

en la sangre y en los tejidos; importantes cantidades son excretadas también en fluido oral y 

pequeñas cantidades en la orina, heces y el fluido nasal y lacrimal. La excreción viral continúa 

hasta, morir o en caso de sobrevivir se desarrollaran anticuerpos específicos. Por otro lado la 

infección postnatal con "cepas" de baja virulencia, se caracterizan por periodos de cortos de 

escreción y multiplicación vital, seguida de una respuesta, Como una consecuencia , las "cepas" 

virulentas del virus del VFPC, usualmente se distribuye más rápidamente en la piara e induce 

una alta morbilidad y mortalidad que las "cepas" de baja virulencia. Los cerdos infectados 

crónicamente distribuyen el virus continuamente o intermitentemente hasta morir (Mengeling y 

Packer, 1969). 
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Experimentalmente, el VFPC ha sido transmitido por diferentes visa: oral, nasal, 

conjuntiva!, genital y parenteral. Las vías oral y nasal son probablemente las más comunes en el 

campo. Los cerdos que han sido infectados con el virus VFPC pueden diseminar con el virus 

antes que los signos de la enfermedad que hayan sido mostrados. Durante la enfermedad es 

excretado en toda las excreciones, notablemente: saliva, orina y heces. Los cerdos que sobrevivan 

a una infección aguda o subaguda desarrollan anticuerpos y no diseminan al virus por largo 

tiempo.Por otro lado los cerdos infectados por una cepa de virulecia moderada pueden sufrir una 

infección crónica y excretar el virus continuamente o intermitentemente hasta morir (Mengeling 

y Cheville, 1968). El VFPC puede cruzar la barrera plecentaria y cerdas preñadas que han 

sobrevivido a una infección, puden después abortar o producir lechones momificados, nacidos 

muertos o debites, con ascitis, edema, tremor y malformaciones (Young el al, 1955; Harding el 

al, 1966). La forma más incidiosa es la infección congénita causada por "cepas" de baja virulencia, 

los cuales pueden diseminar el virus continuamente por meses sin mostrar los signos de la 

enfermedad o desarrollar una respuesta inmune (Van Oirshot y Terpstra, 1977). Las infecciones 

crónicas y persistentes constituyen el mejor mecanismo de perpetuación del virus en epizootias 

causadas por "cepas" de baja virulencia. 

No todas las "cepas" virales se distribuyen de igual fácil forma. Mientras los cerdos 

infectados con el VFPC se distribuye el virus en altas cantidades durante el periodo completo de 

la enfermedad, la infeccion posnatal con "cepas" de baja virulencia se caracteriza por períodos 

cortos de multiplicación viral y excreción, seguidos por una respuesta de anticuepos. Como una 

consecuencia, generalmente del VFPC virulento se distribuirá rápidamente en una piara infectada 

e inducen una más alta morbilidad que las "cepas" de baja virulencia. 

La distribución del virus entre premisas puede ocurrir por varios principios. Movimiento 

de cerdos, que están incubando la enfermedad o causando una infección persistente, lo cuál es 

la causa más común de un brote. La infección usualmente se origina en las granjas que tienen 

cerdos en crecimiento, pero puede ser también debida a contactos con excreciones virales de los 

cerdos o tráfico de cerdos contaminados, o en un medio ambiente contaminado durante el 

transporte. Movimiento de "cerdas portadoras" cargadas pueden causar una infección. 

El VFPC puede sobrevivir en el cerdo o en sus subproductos.. La sobrevivencia puede ser 

prolongada por meses y aún por años, cuando la carne es almacenada, congelada o refrigerada, 
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Los cerdos susceptibles pueden contraer la enfermedad, con desechos de la cocina o 

comida (escamochas) sin un tratamiento adecuado por calor. En esta forma el virus puede ser 

transmitido atravez de distancias y causar brotes en áreas libres. 

La transmisión mecánica por el hombre es de gran importancia, significativa en áreas con 

una densa población de cerdos. Granjeros, castradores y veterinarios pueden transmitir el virus 

por ropa, botas, instrumental y medicamentos contaminados, especialmente los de uso parenteral. 

El VFPC puede ser transmitido mecánicamente por el artrópodo hamatófago que 

comúnmente esta presente en las granjas, como el piojo (Haernatopinus suis) y varias especies, 

muscas, (Stomoxys tábanos y Aedes). La replicación de VFPC dentro de los ártropodos nunca 

ha sido demostrado. La diseminación del virus de las piaras infectadas a las susceptibles está 

limitada por la distancia; hay más diseminación mientras se encuentren en estrecha proximidad, 

junto con una alta densidad de vectores. 

La transmisión del VFPC a través del aire exhalado en época de lluvia (Shope, 1958), es 

poco creíble que juegua un papel importante en la epizootiología. Pero el papel de transmisores 

que juegan los perros, gatos, roedores y pájaros, es cuestionable (Schgwarte, 1959). 

Infecciones aerogénicas, pueden ocurrir a través de las puertas, jugando un papel 

importante en la distribución de granja a granja (Dunne, 1964). El VFPC puede circular en cerdos 

silvestres en algunos países puede ser un peligro para el cerdo doméstico. 

1.5.1.2. Transmisión natural 

La principal forma de transmisión es por contacto directo, entre cerdos infectados y los 

susceptibles, con excreciones y secreciones de animales enfermos. Esto ocurre al introducir en la 

granja cerdos enfermos o portadores y al transportar animales susceptibles en vehículos 

contaminados (Correa, 1981). 
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1.5.1.3. Portadoras del virus 

Cuando las cerdas preñadas son expuestas a las "cepas" de baja y moderada virulencia, 

las infecciones iniciales no son frecuentemente notificadas, pero el virus puede ser transmitido a 

los fetos "in utero". Dependiendo de la virulencia de la "cepa" viral y del estado de gestación, las 

cerdas pueden tener abortos o fetos momificados, o nacidos muertos, o cerdos débiles. Debido 

a que el virus en los fetos y en la placenta, grandes cantidades del virus puede ser diseminados 

a través de distancias (Weenvoort y Terpstra, 1985). 

La transmisión congénita se presenta cuando las cerdas gestantes son expuestas a "cepas" 

de VFPC de baja virulencia y transmitan el virus a los fetos. Weenvoort y Terpstra (1985), 

investigando úteros grávidos de marranas de piaras infectadas, encontraron que el llamado 

"síndrome de la marrana portadora", puede ocurrir hasta en un 43% de las marrasnas preñadas 

de una piara. Por causa de la persistencia del virus de FPC en los fetos y placentas se puede 

diseminar grandes cantidades del virus al parir. La transmisión da como resultado fetos 

momificados, mortinatos, malformaciones, animales prematuros, lechones débiles con tremores, 

estos últimos podrán ser reservorios y diseminar el virus, ya que los lechones pueden estar 

liberando grandes cantidades de virus durante 4 a 6 meses, sin estar mostrando signos de la 

enfemedad o desarrollo de respuesta inmune, 

1.5.1.4. Movilización de animales. 

La distribución del virus de una piara a otra puede efectuarse por varios caminos. El 

movimiento de cerdos incubando la enfermedad o con infecciones persistentes, es el modo más 

común. La infección se origina directamente de las granjas infectadas. el contacto estrecho con 

cerdos que excretan virus, durante el mercadeo o durante el transporte, puede ocacionar una 

considerable diseminación viral. Algunas veces cuando se les pone a los animales inyecciones de 

sedantes, constribuyen a una mayor diseminación del virus. El movimiento de cerdas gestantes 

"portadoras" introducirá la infección en la piara. 
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1.5.1.5. Papel del cerdo y sus subproductos. 

El VFPC es resistente en un medio ambiente rico en proteínas y puede sobrevivir en 

cerdos y sus subproducto& a pesar de su procesamiento. La supervivencia del virus puede ser 

prolongada, por meses y hasta por años, cuando la carne es almacenada en refrigeración y 

congelación, respectivamente, En estas condiciones el virus puede ser transportado a través de 

grandes distancias y ser introducido en países y áreas libres de esta enfermedad. Los cerdos 

susceptibles pueden contraer la enfermedad cuando la granja está contaminada o por desechos de 

alimentos contaminados, aún tratados con calor. La basura que contenía desechos con virus fué 

la responsable del 18% de los brotes de VFPC en los USA en 1972; y por el 22% de casos en 

1973, (Dunne, 1975). 

La alimentación del cerdo con desperdicios de alimento y basura de restaurantes 

escamochas mal cocidas, puede generar que el virus permanezca viable por un tirmpo (Terpstra, 

1988), esto en México no se encuentra regulado como en otros países siendo un alto riesgo alto. 

1.5.1.6. Transmisión mecánica por el hombre. 

La transmisión mecánica del VFPC por el hombre es muy significativa en áreas con alta 

densidad de cerdos y de piaras. Con respecto a esto, los granjeros, los castradores, inseminadores, 

vacunadores y veterinarios pueden transmitir el virus por contaminación de instrumentos, por 

ejemplo la palicación de medicamentos, etc. El hombre fué el responsable del 40% de la 

diseminación del VFPC en Hessen (Alemania) en los años de 1971-1974. En la práctica común 

de la Medicina Veterinaria, es común encontrar que no se hace el cambio de agujas utilizando la 

misma con muchos animales; constituyendo un enorme riesgo con animales virémicos y después 

con animales susceptibles. 
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1.5.1.7. Transmisión por vectores (artrópodos). 

Aunque en menor importancia este tipo de transmisión por utópodos hematófagos puede 

contribuir dentro de ciertas circunstancias a la transmisión de la FPC. En 1919, Dors«, et al , 

describieron la transmisión de la FPC por moscas (Musca domestica) y por moscas estableras 

(Stontaltys calcitrans). El VFPC fié transmitido por la inoculación de una suspención de moscas 

domesticas homogenizadas o por tu picaduras de moscas estableras después de 24 horas de 

exposición. más recientemente, Mil« el al (1974), aislaron el VFPC de moscas domésticas y de 

moscas estableras. 

1.6. PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS 

En condiciones naturales la vía de entrada del VFPC es bucal y nasal. Ocasionalmente el 
virus penetra por la mucosa de la conjuntiva, genital, o por raspaduras en la piel. El virus infecta 
y se replica inicialmente en las células epiteliales de las criptas tonsilares y se difunde 
posteriormente a los tejidos linfoides, multiplicándose en las células del tejido endotelial. A partir 
de las tonsila, el VFPC es transferido, vía vasos linfáticos, a los ganglios linfáticos: el virus se 
replica y pasa a sangre periférica, de ahi al bazo y a los ganglios viscerales llegando al intestino 
delgado. Como resultado de la diseminación en tejidos linfoides y en la circulación, el nivel de 
viremia es alto, ocasionando leucopenia y trombocitopenia; manifestándose una inmunosupresión, 
lo que hace al animal más susceptible a infecciones secundarias. El virus no invade órganos 
parenquimatosos, sino hasta después de la fase de viremia; a las 48 horas postinfección llega a la 
médula ósea, timo, bazo, hígado y ganglios linfáticos. La causa principal de la muerte no se 
conoce, se considera que el animal muere al ocurrir una trombocitopenia marcada, liberación 
masiva de substancias vasoactivas y el consecuente choque. 

En infecciones intrauterinas las "cepas" de baja virulencia de VFPC atraviesan la placenta 

llegando a los fetos, los cuales después de la mitad de la gestación, desarrollan anticuerpos 

específicos que no son maternos; generalmente el daño fetal es alto. Los animales que llegan a 

nacer pueden presentar un estado de tolerancia inmunológica; en la cual el virus es capaz de 

multiplicarse por períodos largos sin que se desarrollen anticuerpos ni ocurra una respuesta 

inmune protectora, de esta manera se convierten en portadores sanos. Los lechones tienen toda 

la vida niveles altos de viremia, la cual puede ser transitoria después de la ingestión de anticuerpos 

calostrales. 
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ELE hfeceida aguda 

En la FPC la distribución del virus a a través del hospedador es caracterizada por una fase 

linfática, una viremia y una fase visceral. 

La tonsila es el órgano blanco primario para la multiplicación vital. Después de iniciada 

la replicación, el virus es transferido, probablemente por la vía de los vasos linfáticos o por los 

nódulos linfliticos, drenando la región tonsilar. Loa virus entonces alcanzan los capilares de sangre 

eferente, dando un importante incremento en la viremia inicial y el virus ea atrapado en el bazo. 

El órgano blanco secundario es el tejido que produce grandes cantidades de virus, 

resultando títulos de infectividad en la sangre periférica. Subsecuentemente el VFPC se replica 

en otros tejidos del sistema inmune, como son nódulos linfáticos viscerales y en las estructuras 

linfoides del tracto digestivo y de la médula ósea, Esto sucede presumiblemente después de la 

fase virémica, que es cuando los virus invaden los órganos parenquimatosos. Generalmente, los 

títulos del VFPC en el tejido linfoide son más altos que en órganos parenquimatosos (Ressang, 

1973a). 

El VFPC tiene predilección por las células reticulares, endoteliales y epiteliales. Los virus 

inicialmente infectan las células epiteliales de las criptas tonsilares y después se distribuyen 

dentro del tejido linforeticular. Después de una fase de crecimiento, lo cuál ocurre 

particularmente en los nódulos linfáticos, la infección de las células de los órganos epiteliales es 

presumiblemente mediada por células del sistema del retículo-endotelial. El tiempo en el cuál se 

distribuye el virus depende principalmente de la virulencia del virus."cepas" de alta virulencia 

puede ser detectadas en la mayoria de los órganos de 5-6 días del periodo de infección (Ressang, 

19734). 

La FPC aguda desarrolla severa trombocitopenia y desórdenes de la síntesis del 

fibrinógeno. Estos desórdenes en conjunción con la degeneración de las células endoteliales, 

causan múltiples hemorragias en los estados terminales de la FPC. La mortalidad en las 

infecciones agudas alcanzan hasta el 100%. El mecanismo por el cual es realmente responsable 

de la muerte no es bien conocido, pero los severos desórdenes de circulación parecen ser un 

factor determinante {Fucha, 1968). 
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Al tercer día de la enfermedad la temperatura es de 40 C, luego sube a 41 ó 42 y después 

la temperatura llega a ser subnormal y durante estos periodos hay inactividad del animal y se 

presenta anorexia. Hay leucopenia, las cuentas normales varían de 10 a 40,000 glóbulos blancos 

por mm (con un promedio de 21,000), pero en la FPC bajan hasta llegar a los 9,000 o incluso a 

3,000 (entre el 4o y 7o días). Hay que tomar en cuenta que los cerdos sanos menores de 5 

semanas, normalmente tienen una cuenta leucocitaria baja (Correa, 1981). Al principio de la 

enfermedad hay baja de glóbulos blancos. Pero pocos días después, cuando al animal le bajan sus 

defensas y tiene muchas hemorragias internas habrá invasión de bacterias al interior del 

organismo. Por lo que el número de leucocitos aumenta. También puede haber trombocitopenia, 

inicialmente baja el número de leucocitos al mismo tiempo baja la cantidad de plaquetas y después 

éstos empiezan a aumentar. Este es otro dato con el que se puede llegar al diagnóstico, sobre todo 

en aquellos lugares en donde no hay cerca un laboratorio que pueda trabajar con 

bununolluorescencia. El número normal de trombocitos varía de 200,000 a 500,000 y en la FPC 

baja a de 50,000 ó a 20,000, es decir, al 10%. (Correa, 1981). 

Hay conjuntivitis, descarga nasal, disnea, constipación en algunos y diarrea en otros, 

vómito (sobre todo en la primera fase de la enfermedad); el amontonamiento es una observación 

que los clínicos toman mucho en cuenta sobre todo para diferenciar con erisipela, ya que en 

erisipela no hay amontonamiento. Varios días después de que sube la temperatura a 40 ó 41C, 

habrá hipotermia (cuando ya el animal está muy mal) y la temperatura le baja a 37 ó 38 C ( 

Coma, 1981). Hay incoordinación del tren posterior, los animales caminan ladeados y arrastran 

los pies; hay hiperemia en la piel, que después estará congestionada y finalmente cianótica. Estos 

grados dependen del avance de la enfermedad; después los animales ya no se pueden levantar y 

al final pueden mostrar convulsiones (movimientos de natación). Puede haber también melena. 

Los casos crónicos pueden presentar áreas de decoloración en la piel de las orejas, alopecia y 

retraso de crecimiento (Correa, 1981). 

Se han observado clínicamente casos atípicos de FPC producidos por "cepas" de campo, 

de baja virulencia o de origen vacunal. Que pueden ocasionar la presentación del temblor 

congénito (o mioclonia congénita), al nacimiento de los lechones o pocas horas después, con 

temblores de la cabeza, cuello, espalda y miembros posteriores, debilidad, pocos deseos de mamar 

y pérdida del equilibrio. Cuando este problema se asocia a la utilización de vacunas de virus vivo 

modificado, aplicadas a los 20-97 días de gestación habrá micrognatia, ascitis y deformidades 

(Correa, 1981). 
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Los recién nacidos procedentes de madres no vacunadas pueden morir de FPC aguda sin 

que se presenten signos en las cerdas. Esto se ha visto a consecuencia de la infección por "cepas% 

de campo de baja virulencia que no enferman a las madres, pero si a los lechones procedentes de 

hembras no vacunadas. También pueden enfermar al ponerlos en contacto con cerdos sanos 

inmunizados con vacunas de virus vivo poco modificado. En los casos sobreagudos generalmente 

no se observan lesiones: en los casos agudos y subagudos habrá lesiones de tipo septicémic,o, por 

lo que hay que hacer el diagnóstico diferencial con cualquier enfermedad septicémica, como la 

eriaipda, puteureloais y sobre todo Salmonelosis septicémica. En los casos agudos y subagudos 

de FPC habrá petequias y hemorragias equimóticas en muchos órganos y tejidos, porque hay 

circulación sanguínea lenta y porque hay degeneración hidrópica de las células endoteliales (que 

recubren la cara interna de los vasos sanguíneos), lo que ocasiona rupturas de los vasos y 

extravasación, lo que da lugar a que se formen las equinosis y los infartos (Correa, 1981). 

Se presentan hemorragias en riñones, ganglios y en las serosas y congestión en la piel 

(sobretodo en las regiones crurales internas y en la abdominal). En los ganglios linfáticos habrá 

edema, aumento de volúmen, congestión, petequias y hemorragias. Las tonsilas presentan 

inflamación y después necrosis, ulceraciones y abscesos causados por los infartos e invasiones 

bacterianas secundarias. El pulmón muestra congestión, infarto, hemorragias, bronconeumonía, 

pleuritis y atelectasia. El corazón presenta congestión del miocardio, infartos y a consecuencia de 

las infecciones secundarias, hidropericarditis y hemorragias. Al abrir las costillas longitudinalmente 

a la altura de la unión con el esternón, se observa que la línea blanca está calcificada. Esta lesión 

se presenta principalmente en los casos crónicos y es más notable entre la sexta y octava costilla, 

aunque en todas las demás también se puede presentar. En el bazo hay infartos subcapsulares que 

son casi patognomicos, se presenta principalmente en los bordes y a veces dentro del parénquima. 

Al vacunar a los cerdos con vacunas lapinizadas (de bajo pasaje) muy poco atenuadas y sin 

combinarlas con suero hiperinmune (o al aplicarlas con sueros inefectivos) se observa que el 20•/. 

40% de los animales mueren a causa del virus vacuna', en estos cerdos muertos a causa de 

vacunas lapinizadas poco atenuadas, en el bazo se presentan pequeños infartos subcapsulares. En 

la vesícula biliar sólo en muy raras veces hay edema en la serosa (en el caso de la peste porcina 

africana, en la vesícula biliar muy frecuentemente hay edema muy marcado). La bilis está muy 

espesa, tiene un tinte hemorrágico y hemorragias en la mucosa. Hay infartos, hemorragias y 
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necrosis en el pulmón, riñón e hígado, y raras veces en el prepucio y en la lengua. En el riñón se 

presentan petequias, equimosis y hemorragias subcapsulares, en el parénquima y en la pelvicilla 

renal. Esta lesión no ea patognomónica. Loa animales que duran muchos días enfermos son los 

que presentan más claramente estas lesiones (huevo de pipila). En los casos agudos se pueden 

observar 2 ó 3 petequias en cada riñón, en el área subcapsular, las cuales pueden ser difíciles de 

localizar. La vejiga urinaria puede estar vacío, mostrando áreas de congestión, hemorragias y 

petequias y con contenido sanguinolento y espeso; raras veces con coágulos (Correa, 1981). 

El estómago también puede estar vació, porque el animal ha dejado de comer por varios 

días; hay congestión y hemorragias en la mucosa, sobre todo en el área fúndica. Sin embargo, en 

los cerdos es muy frecuente encontrar hemorragias en el estómago a consecuencia de otros 

padecimientos. En la primera parte del colon y en la válvula acocead, se presentan úlceras 

botonosas, la cuales en la válvula ileocecal no están tan clara., como en la primera parte del colón, 

el virus de la FPC predispone el desarrollo de enteritis necrótica generalizada, ocasionada por 

infecciones bacterianas. Las úlceras están cubiertas de exudado fibrinoso. En el intestino grueso 

también puede haber úlceras botonosas y cuando están en la primera parte es casi patognomónico. 

(Correa, 1981). 

El encéfalo es un órgano sumamente importante para el diagnóstico, en.  los casos 

sospechosos se recomienda colectarlo y remitir un hemisferio en formol (QP) al 10%, para hacer 

hiatopatología, y el otro hemisferio hay que enviarlo congelado en hielo seco, o por lo menos 

refrigerado y en glicerina, para intentar aislar el virus a partir de él. En el encéfalo va a haber 

lesiones de encefalitis, mielitis, infiltración vascular y perivascular, inflamación endotelial e 

infiltración mononuclecular, hemorragias microscópicas perivasculares y áreas de hialinización, 

En el corazón hay varias áreas de inflamación, disociación del sarcoplasma perinuclear y a veces 

hay cuerpos de inclusión intranucleares, según algunos autores; en los ganglios linfáticos estos 

cuerpos de inclusión aparecen entre el 6' y 12° días de la infección. En las área calcificadas de las 

4031 de las costillas hay aumento del área de las células maduras cartilaginosas, entre la zona 

de multiplicación de células cartilaginosas y la zona ósea trabecular, esto es especialmente notorio 

en los casos crónicos. En las glándulas adrenales hay hipertrofia de la corteza, ampliación de la 

zona fasciculada y atrofia de las zonas restantes. Las lesiones del endotelio vascular son más 

importantes, ya que el virus ataca a los endotelios vasculares, ó sean las envolturas internas de 

los vasos sanguíneos. Los capilares endoteliales presentan degeneración hidrópica, necrosis, 

hemorragias, marginación de leucocitos e infartos (Correa, 1981). 
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Los signos de la infección aguda aparecen después del periodo de incubación de 2 a 6 

días. Los signos primarios son fiebre, pérdida del equilibrio, movimientos lentos, y un apetito 

reducido; ellos se agravan en los días siguientes. Los picos de temperatura son cercanos a los 42 

C. Relativamente a principios de la enfermedad los cerdos desarrollan principalmente conjutivitis 

con una descarga ocular marcada. En algunos casos la descarga de moco nasal purulento es 

evidente. Loe signos del tracto digestivo incluyen constipación, seguida por diarrea y algunos con 

recurrencia de constipación; algunos cerdos vomitan un fluido amarillento conteniendo bilis. Los 

cerdos afectados tiemblan y se apilan unos con otros, Ocasionalmente pueden presentarse 

convulsiones. Durante los estados terminales de la enfermedad, la mayoría de los cerdos tienen 

un mal estado de carne, muestran pato titubeante, seguido posteriormente de parabais posterior 

(Correa, 1981). Una decoloración y un color púrpura (cianosis) extendido a través del abdomén, 

morro y orejas, pueden también presentarse en los lados mediales de las piernas. El grado de 

mortalidad de la FPC aguda es de 95 al 100%. Muchos cerdos mueren entre los 10-20 días del 

periodo de incubación. Dunne (1975) distinguió entre la FPC aguda de la subaguda. Algunos 

cerdos infectados desarrollan signos similares, pero menos severos de la enfermedad y después 

de un periodo prolongado de incubación, sucumben a los 30 días post-infección. 

1.6.2. !afección persistente 

El virus persiste por un largo periodo, algunas veces durante la vida entera del 

hospedado,. Los casos en los cuales persiste son generalmente causadas por los virus de baja y 

moderada virulencia. Las formas diferentes de la FPC persistente pueden corresponder a la forma. 

En la FPC crónica, Mengeling and Parker (1969), dintinguen 3 fases clínicas: La 

enfermedad aguda; el mejoramiento clínico y la exacerbación de la enfermedad aguda. La fase 

aguda es esencialmente de la misma en la FPC aguda, pero los virus pueden diseminarse más 

lentamente, pero las concentraciones en suero y órganos tiende a ser bajo. En el periodo 

!mandarlo, el título del virus en el suero es más bajo o ausente. El antígeno viril tiende a estar 

limitado a las células epiteliales de las tonsilas, ileum, glándulas salivales y riñón. El 

desaparecimiento temporal del virus del suero es el resultado probable de la formación de 

anticuerpos específicos, y/o de un decremento en el número de células que están liberando virus. 



»ITIMUCCIRIM. MODO» 111. 	33 

La ocurrencia simultánea del virus y anticuerpos puede resultar en la deposición de los 

compleos antígeno-anticuerpos en el sillón, un proceso que eventualmente se convierte en la 

glomeruloneflitis (Cheville el al., 1970). 

Durante la tercera fase el virus también se dispersa por todo el cuerpo. Esto puede ser 

promovido por el agotamiento Inmune que parece desarrollar los cerdos infectados 

crónicamente. Los cuales serán más susceptibles a las infecciones secundarias bacterianas 

(Mengeling and Packer, 1969). 

El brote tardío de la FPC se caracteriza clínicamente por un período largo inicial de 

ausencia virtual de signos clínicos. Estas infecciones usualmente siguen a la exposición al VFPC 

de virulencia reducida en el periodo fetal (Van Oirchoot and Terpstra, 1977), Los cerdos 

mostrarán una viremia de vida larga, con altos títulos, los cuáles pueden ser temporalmente 

suprimido después de la ingestión de anticuerpos calostrales. El antígeno del VFPC es 

distribuido a través del tejido epitelial, linfoide y retículo-endotelial.. Los cerdos infectados 

persistentemente no producen anticuerpos neutralizantes y contra el VFPC, este es el camino 

para contribuir a la persistencia viral. Los factores que provocan la aparición de signos clínicos 

después de un periodo largo de incubación son desconocidos. Cuando los cerdos sobreviven a 

un período luso de incubación mayor de 30 días, la infección puede ser meramente terminada 

(Duran, 1975). la persistencia de la FPC da lugar a varias formas clínicas de FPC. Los cerdos 

que resultan infectados en la fase inicial pueden desarrollar la FPC crónica, durante la cuál su 

aparencia general es rara, de cerdos saludables (Mengeling and Cheville, 1968). En la cual la 

enfermedad es llamada "brote tardío", los cerdos infectados permanecen aparentemente unos por 

un periodo largo, después del cuál desarrollan signos clínicos (Van Oirschot and Terpatra, 1977). 

El síndrome posterior es usualmente asociado con infecciones congénitas. Formas intermedias 

de FPC persistente pueden ocurrir (Carbrey el al.,1977). 

El FPC crónica se caracteriza por una enfermedad con periodos intermitentes y 

prolongados, con anorexia, fiebre, diarrea y alopecia, seguida por dermatitis como uno de los 

signos significativos. La FPC crónica puede ocacionar la presentación de de cerdos redrojos, 

estos pueden tener cabeza grande y tronco pequeilo (debido al severo retardo de crecimiento) 

y lesiones en la pie; estos redrojos frecuentemente se paran con la espalda arqueada y las piernas 

y el trasero posterior bajo el cuerpo (Correa, 1981). 
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Mengeling and Packer (1969), dividieron la FPC crónica en tres fases. una reacción 

aguda primaria, con anorexia, depresión y fiebre; un período de mejoramiento clínico genera; 

recaída y muerte. 

En el estado terminal, los cerdos pueden estar anorexicos, depresivos y febriles. Los 

cerdos con FPC crónica pueden sobrevivir por algunos meses, pero todos eventualmente mueren. 

Los brotes tardíos se caracterizan por un periodo inicial, durante el cuál los cerdos se 

infectan y virtualmente permanecen libres de la enfermedad ( Van Oirschot and Terpstra, 1977). 

Los signos comienzan a desarrollarse a los pocos meses después de la exposición y consisten en 

de anorexia moderada y depresión, conjuntivitis, dermatitis y diarrea; con disturbios del equilibrio 

y locomotores, con paralisis del tren posterior. La temperatura corporal puede ser normal o 

elevada; la leucopenia es un signo consistente de FPC persistente, pero durante la enfermedad se 

puede desarrollar la leucocitosis. 

Las "cepas" de FPC de reducida virulencia frecuentemente conducen a una enfermedad 

moderada, después los cerdos se recuperan. Los signos clínicos: pérdida de apetito, de equilibrio, 

diarrea y fiebre, son usualmente acompañados de leucopenia. Además de los signos de los casos 

aparentes frecuentementeocurren infecciones subclínicas. 

1.6.3. Infección Congénita 

Cuando una cerda preñada es susceptible al VFPC, los fetos se pueden infectar por la vía 

transplacentaria. ELVFPC cruza la placenta, y puede subsecuentemente distribuirse de feto a 

feto. El antígeno del VFPC es usualmente distribuido a través del tejido fetal. El resultado de la 

infección fetal está determinada por el desarrollo (edad del feto) en el momento de la infección 

y por la virulencia del virus infectante. Las "cepas" de baja y mediana virulencia del VFPC están 

involucradas en las infecciones congénitas. Van Oirchot er al. (1981. 1983), describen el hecho 

de que en la FPC aguda la sangre periférica y linfocitos del bazo no respondieron 

consistentemente a mitógenos de las células T y B, mientras que los nodulos linfáticos tienen una 

alta capacidad de respuesta. Los cerdos infectados subclínicamente pierden su capacidad de 

responder con mitógenos de sangre periférica y linfocitos del bazo, a las células B. 

Los linfocitos de sangre periférica de los cerdos persistentemente infectados con FPC tiene 

un decremento normal o ligero a los mitogenos (Van Oirschot, 1980). 
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Cuando un contacto primario con el FPC no es seguido por una respuestanonnal 

de anticuerpos, puede resultar un tipo de hiperreactividad caracterizada por un período corto de 

incubación y una enfermedad más severa que en los cerdos infectados primariamente. En 

contraste con el fenómeno de sensibilización se ha descrito un aumento de la resistencia a la 

virulencia de FPC. Los cerdos infectados persistentemente con el VFPC de virulencia reducida, 

tienen una marcada sobrevivencia prolongada ante inoculaciones con "cepas" virulentas de FPC, 

conservadoramente ambos fenómenos ocurren en el campo. 

Los mecanismos exactos de la patogenesis de la FPC no han sido bien entendidos. Korn 

y Matthaeus (1977,) opinan que la FPC es una enfermedad causada por desordenes de un sistema 

enzimático, principalmente de la producción de la quimiotripsina. Otras teorías son descritas en 

forma extensiva revisadas por Fucha (1968) y Mahnel y Mayr (1974). 

Después de un periodo corto de infección con el VFPC, las secreciones oronasal y 

lacrimal contienen virus. La orina y las heces pueden ser virus-positivos, cuando el riñón y el 

tracto digestivo está infectados. El VFPC es excretado en altos títulos en las secreciones 

oronasales más que de orina y heces. Los virus también pueden diseminarse por la piel. 

Una infección del VFPC congénita puede dar como resultado el aborto, momificación 

fetal, nacidos muertos, o nacimientos de lechones débiles y con temblor, muertes neonatales, 

nacidos aparentemente sanos con una infección persistente y los cerdos normales con anticuerpos 

contra la FPC. Pueden presentarse malformaciones de los órganos viscerales y del sistema 

nervioso central de los fetos. Muchos cerdos infectados "in utero" y nacidos vivos, mueren en 

un periodo corto, después de nacer, hemorragias de la piel son comunes en estos los cerdos. 
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1.7. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO 

La variabilidad de los signos clínicos y las lesiones postmortem en los casos de FPC, 

raramente proveen una base para un diagnóstico inequivoco. Además la Peste Porcina Africana, 

puteurelosis, Erisipela y la Salmonelosis pueden ser confundidas con una infección aguda de 

FPC. Por estas razones, el diagnóstico tentativo de campo debe ser confirmados mediante pruebas 

especifica de laboratorio, para la detección del virus o de antígenos específicos. 

Las pruebas de laboratorio más usadas son; la determinación de leucopenia y de 

trombocitopenia. La prueba de anticuerpos fluorescentes es probablemente la más valiosa, siempre 

y cuando se torne en cuenta la historia clínica, los signos y las lesiones del animal. La más utilizada 

es la prueba de fluorescencia directa haciendo cortes de tejidos congelados, principalmente se 

recomienda hacer secciones de amígdalas, aunque también se pueden hacer cortes de los ganglios; 

lo ideal aria congelar de inmediato estas muestras y transportarlas en hielo seco o en nitrógeno 

liquido al laboratorio. Un caso positivo a fluorescencia debe ser claramente positivo. También 

se puede tomar un fragmento de amígdala, bazo y ganglio, se prepara un macerado, se inoculan 

células PK15 y se tiñen con un conjugado más o menos a las 16 6 24, ó más horas 

postinoculación, y se ve si son positivas, utilizando un microscopio de fluorescencia (Correa, 

1981). 

Si hay datos inexactos o incompletos en la historia clínica, está será poco valiosa. 

Contando con datos exactos sabremos si hay probabilidades de que se trate de FPC o de otra 

enfermedad. El diagnóstico de laboratorio soló nos ayuda a corroborar los datos de la historia 

clínica. Una buena historia clínica explicará las irregularidades que se llegaran a observar en 

alguna prueba diagnóstica. Por ejemplo, si al hacer una prueba de laboratorio se obtiene un 

resultado positivo a la FPC por fluorescencia, para poder definir si esto se debe a un brote por 

virus patógeno, como primer paso, se deberá analizar la historia clínica. En los EUA se ha 

utilizando una prueba de suero neutralización basada en la inhibición de la fluorescencia. Esta 

prueba ha resultado muy útil en aquellas áreas á países, en donde ya no se vacuna contra la FPC, 

de modo que los animales positivos, corresponderán a aquellos previamente infectados con virus 

de campo (Correa, 1981). 
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1.7.1. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL E INTEGRAL. 

La FPC presenta diversas manifestaciones clínicas, originadas por el grado de virulencia 

de la "cepa" infectante, confundiéndose con enfermedades de variada etiología. Para obtener un 

diagnóstico preciso es necesario considerar los siguientes aspectos que nos ayudarán a controlar 

en forma eficaz e inmediata la enfermedad: 1.-Historia Clínica; 2.-Signos clínicos y lesiones 

observadas en la necropsia; 3.-Programas de vacunación; 4,-Tipos de vacuna utilizada (emplear 

vacunas autorizadas por la SAGAR; 5.-Alimentación con desperdicios de restaurantes o restos 

de comida casera no cocinadas; 6.-Introducción de los cerdos o compra de sementales; 7,-Granjas 

vecinas en las que se presentan la enfermedad; 8.-Visita de personas o vehículos ajenos a la granja; 

9.-Uso de antibióticos sin éxito (Ramírez y Reynosa, 1993). 

El diagnóstico diferencial de FPC debe realizarse en los síndromes siguientes: A.-

Síndrome clásico Septicémico/Entérico/Encefalitico; 8.-Síndrome Encefalítico en Adultos; C.-

Síndrome Mioclóntico en Lechones; D.-Síndrome Encefalítico en Recién Nacidos; E.-Síndrome 

de Lechones Débiles al Nacimiento; F.-Síndrome Abortos; G.-Síndrome de Fetos Momificados. 

1.7.2. Demostración del virus e de antígenos virales. 

La prueba de inmunodifusión doble en agar (AGDT), usando pancreas, hígado o nóduolos 

linfoides meséntericos fue ampliamente usada para la detección del antígeno en el principio de 

los años 60's. Pero la falta de sensibilidad y especificidad dejo mucho que desear , la AGDT fié 

remplazada en todos los laboratorios por la prueba de inmunoflourescencia directa (DIFT) sobre 

secciones congeladas de tejidos de los cerdos enfermos o muertos. Las muestras para este 

diagnóstico incluyen, tonsilas, hígado, riñon y la parte dista' del ileon, éstas preferiblemente deben 

ser refrigeradas en el laboratorio, si es que se van a trabajar de inmediato. El envió de las muestras 

de animales nunca deben ser congeladas, nunca debe usarse conservadores porque pueden dar 

interferencia para el diagnóstico. Las secciones del tejido hechas con el criostato se tiñen con un 

conjugado anti-FPC y se examina con un microscopio de luz ultravioleta (de ininnufiuorescencia). 

Las tonsilas son el tejido más importante para el diagnóstico; estudios de patogénesis revelan que 

la tonsila fue el primer órgano en ser positivo, después de una exposición oral de 48 hrs (Ressang, 

1973a). En orden descreciente el porcentaje de reactores positivos a: tonsila, ileon, hígado y 

riñón, muestran fluoresencia en 98,71, 60 y 39% de animales positivos respectivamente (Terpstra, 
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1976). En casos de enfermedades crónicas y subagudos, la parte dista! del ileon es frecuentemente 

encontrada como positiva y en algunas ocasiones es la única muestra que puente 

inmunofluorescencia. La DIFT es una técnica disponible y rápida para la demostración de 

antígenos viriles. fié una prueba aceptada oficialmente en programas nacionales e internacionales 

para la erradicación de la FPC en los EUA y en algunos paises de la Comunidad Económica 

&topes. Sin embargo un resultado negativo, no excluye al virus de la FPC, por lo que se deben 

muestres/ a los demás animales sospechosos. 

La DIFT no diferencian a los antígenos de diferentes pestivinss; y hay resultados falsos 

positivos ante una infección por Diarrea Vital Bovina (DVB). Los cerdos vacunados con "cepas" 

~Mes de virus vivo modificado pueden dar una DIFT positiva a las 2 semanudespués de la 

de vacunación. (Ogawa el al., 1973; Terpstra, 1978). La inoculación de conejos es usada para 

diferenciar entre "cepas" lapinizadas y "cepas" de campo del VFPC. En contraste, con las "cepas" 

de campo, las "cepas" lapinizadas causan una reacción febril y una respuesta de anticuerpos en 

los conejos inoculadas por vía intravenosa. 

El aislamiento del virus en cultivos célulues es el método mas sensible para el diagnóstico 

de la FPC y esto puede revelar la presencia de pequeñas cantidades de virus. Para este propósito 

las células de PK-13 son ampliamente usadas. Los cultivos son teñidos con un conjugado 

inmunofluorescente y con examinados para detectar focos fluorescentes después de 24 a 72 hrs 

posinoculación. La técnica de exaltación del efecto citopático del virus de la Enfermedad de 

~cutis (END), es usada en Japón como técnica de rutina (Kumagai el al., 1961). La prueba 

está basada en el aumento del efecto citopático del virus de la Enfermedad de Newcastle en 

células de tallado de cerdo en las cuales el virus de ha sido replicado. La END e muy laboriosa 

y se emplea mucho más tiempo que con la DIFT y es menos conveniente para la detección de 

"cepas" de virus de baja virulencia. 
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1.7.3. DETECCION DE ANTICUERPOS 

1.7.3.1. Reacción Inmune 

Los cerdos que se recuperan de la enfermedad, poseen anticuerpos contra la FPC. En 
comparación con otras infecciones virales, los anticuerpos aparecen tardíamente en la circulación, 
danoatrandose por las técnicas de neutralización , imnonufluorecencia indirecta, inmunodifiasión, 
fijación del complemento, hemaglutinación pasiva; de estas pruebas, la prueba de neutralización 
es la más específica; ésta puede diferenciar entre anticuerpos de la FPC y los del DVB. Sin 
embargo, los bajos títulos de anticuerpos neutralizantes para la FPC, pueden aumentar después 
de una infección con DVB. La prueba de neutralización es una prueba muy laboriosa, por lo que 
en los últimos añosse desarrolló una prueba nueva que ha tenido un impacto importante; la cual 
es la prueba de neutralización-peroxidada (Holm Jensen 1981; Terpstra el al., 1984), la cual 
ahorra tiempo y puede ser aplicada en amplia escala. 

También pueden ser producidos anticuerpos neutralizantes durante un curso agudo o fatal 

subagudo de la FPC (Matthaeus and Korn, 1966; Mengeling, 1970). Los cerdos con la FPC 

crónica, los cuales eventualmente mueren , ellos también son capaces de montar una respuesta de 

anticuerpos específica, resultando una aparición simultánea de virus y anticuerpos en la sangre 

(Mengeling and Parker, 1969). Fetos porcinos ganan inmunocompetencia alredor de la mitad de 

gestación. Sin embargo los anticuerpos neutralizantes específicos contra la FPC son formados 

únicamente en la fase terminal del desarrollo fetal (Trautwein el. al., 1977). 

Loa cerdos con La FPC congénita persistente, raramente producen anticuerpos 

específicos. Cada cerdo tiene una respuesta inmune normal hacia antígenos relacionados de la 

FPC (Van Oirschoot, 1977), y los casos de insensiblidad pueden ser explicados por tolerancia 

inmunológica específica a la FPC. 

Ocasionalmente los cerdos infectados postnatalmente con La FPC, no muestran una 

respuesta de anticuerpos normales. Los anticuerpos neutralizantes pueden ser detectados 

temporalmente (Van Oirschoot, 1977) o estar ausentes (Korn, 1964; Carbrey el al, 1977). Los 

cerdos infectados y sin anticuerpos neutralizantes pueden poseer anticuerpos detecatables por 

otras pruebas (Corthier el al., 1977; Van Oirschoot, 1977). Una respuesta de anticuerpos 

anormales puede ser consecuencia de una pobre inmunogenicidad de las "cepas" de la FPC. Las 

"cepas" inmunogénicamente pobres, son usualmente de reducida virulencia. Los cerdos que 

producen una respuesta de anticuerpos normales hacia la FPC se encuentran inmunes a una 

infección subsecuente. 
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Las cerdas seropositivas transmiten anticuerpos por la vía del calostro a sus crías. Por lo 

tenidos enterocitos inmaduros del intestino de los cerdos recién nacidos son permeables para las 

inmunoglobulinas en las primeras 36-48 hrs de vida y los anticuerpos contra la FPC pueden 

entrar directamente a la circulación sanguina. Los anticuerpos de origen materno tienen una vida 

media de aproximsunente de 14 días. La inmuniad pasiva generalmente protege a los cerdos de 

la muerte durante las primeras 5 semanas de vida, pero no protege contra la replicación viral 

(Terpstra, 1977). 

El significado de la inmunidad célular en la FPC no es conocido. Corthier (1978) and 

Remond el al., (1981) detectaron una respuesta blastogénica transitoria de linfocitos periféricos 

de sangre hacia los antígenos de la FPC en los cerdos infectados y vacunados (Van Oirschot el 

al, 1983). 

La detección de anticuerpos específicos contra el VFPC es usada para demostrar la 

infección con "cepas" de baja virulencia. Como la respuesta de anticuerpos toma de 2 a 3 semanas 

para desarrollarse las muestras sanguíneas deben ser colectadas después de 3 semanas de haber 

estado en contacto con animales sospechos. Las inspecciones serológicas pueden también ser 

útiles en la fase terminal de erradicación, para detectar infecciones en cerdas con crianza (Liess 

*tal, 1976); varias técnicas ha sido descritas para este propósito. Las técnicas AGDT, D1FT, 

la técnica modificada de Fijación del Complemento, la Hemaglutinación Pasiva y la 

Inmnuoelectroosmoforesis, no diferencian entre anticuerpos contra el VFPC y el VDVB; los 

resultados positivos tienen que ser confirmados por la técnica de Neutralización Viral (VN). 

La incidencia de las infecciones de DVB en cerdas con crianza en el oeste de Europa 

se ha encontrado mediante la VN que fueron positivos más del 10 al 40%, está técnica fue 

aprobado como el único método serológico válido en el programa de control y erradicación la 

FPC. 

La prueba de neutralización fue desarrollada en cultivos celulares usando una cantidad 

constante de virus, contra diluciones variadas del suero. Debido a que este virus no causa efecto 

citopático el virus no neutralizado se detectará unicamente hasta después de su multiplicación, 

mediante la prueba de Innriunofiuorescencia (Ressang and Van Bekkum, 1972; Liess es al., 1976), 

el método de END (Komaniwa el al, 1981); o por el ensayo de inmunoperoxidasa (Terpstra el 

al, 1984). Ocasionalmente, el suero de los cerdos infectados con DVB puede reaccionar en 

diluciones bajas de la prueba de VN con el antígeno La FPC (Liess el al, 1977). 
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El grado de reacción cruzada depende de la cepa infectante de DVB, el intervalo entre 

la exposición y el muestreo, asa como la cepa de FPC usada para realizar la prueba de 

neutralización (Líen el al., 1977). Los altos niveles de anticuerpos aumentan después de la 

exposición a 'cepas" de baja virulencia de La FPC, permitiendo un aumento relativo de 

anticuerpos contra la FPC, por la prueba VN (Terpstra el al., 1934). 

1.3. PROFILAXIS Y CONTROL 

En los países libres de La FPC, existen medidas estrictas para prevenir la introducción 

del virus. La importación de los cerdos, el insuficiente cocimiento de la carne de puercos en 

productos y subproductos provenientes de paises infectados con la FPC, deben ser prohibidos. 

Sumado a esto, los desechos de las cocinas de los aviones, barcos y trenes internacionales deben 

ser totalmente destruidos, como una medida general de precaución contra las enfermedades 

exóticas del ganado. 

Cuando no se toman en cuenta las medidas anteriores y la enfermedad ya ha sido 

introducida, los policial' veterinarios y medidas sanitarias, deben ponerse en acción y la llave del 

éxito dependerá de poder aclarar rápidamente la fuente de infección, para así poder eliminar a 

este virus. Dependiendo de la situación local, las medidas tomadas pueden incluir una 

prohibición del movimiento de los cerdos aumentando la vigilancia en las granjas afectadas y 

destruyendo todos los los cerdos que se encuentren sospechosos de la enfermedad (medida que 

ha sido aplicada en algunos paises), para evitar otro brote. La construcción de las granjas debe 

su hecha de modo que puedan ser mantenidas limpias, no se debe permitir la entrada de ningun 

animal sospechoso, y se deben eliminar los cerdos sospechosos; antes de repoblar la granja es 

preferible utilizar cerdos centinelas,para asegurarse así de que ya que está libre de la enfermedad, 

necesitando una supervición estricta. 

La FPC ha sido erradicada en los paises Escandinavos, Irlanda, El Reino Unido, Suiza, 

Australia, Canadá y de los EUA por eliminación total de los animales afectados, apoyado por 

medidas zoosanitarias. Sin embargo en muchos paises, la enfermedad se ha mantenido en su 

posición. teniendo que forzar la medidas de control. 

En un granja con producción intensiva, el movimiento a grandes distancias resulta un alto 

riesgo para adquirir esta enfermedad dentro de una área con alta densidad de cerdos por la alta 

diseminación del virus. El síndrome de la cerda portadora, la aparición de "cepas" de baja 
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virulencia responsables de infecciones persistentes, inapuentes, y atípicas, han impedido el 

progreso hacia la erradicación final de esta enfermedad. Como resultado de estos manejos y 

actores epizootiológicos, los brotes frecuentemente son diagnosticados tardíamente, después de 

que el virus se ha distribuido ampliamente (Ramírez y Reynoso, 1993). 

Para romper con la perpetuación incontrolable del virus, la vacunación ha sido usada en 

gran escala, la cual ha ayudado para eliminar la enfermedad, o para reducir el número de brotes, 

a un nivel que puede ser erradicado por medidas sanitarias (Van Bekkum, 1976). 

La medida más antigua es la llamada el método de la vacunación simultánea, donde el 

amo hiperinmune-FPC y virus virulento, son inoculados en diferentes sitios. El método ha sido 

prohibido o abandonado en muchos paises; el uso del virus virulento contribuyó a la distribución 

mundial de la FPC. Las vacunas inactivadas con cristal violeta tienen una aplicación estrecha; esta 

vacuna, aunque segura, sólo proveía de protección reducida si se administraba dos veces, seguida 

de un refuerzo cada 6 a 12 meses (Van Bekkum, 1966); sin embargo, esta no protegió contra la 

multiplicación del virus y su distribución (Ressang el al, 1972) y el virus virulento puede ser 

recuperado regularmente de los fetos, cuando las cerdas vacunadas han sido desafiadas (Huck 

y Aston, 1964). 

Las vacunas de virus vivo modificado (VLM) éstas ahora son preferibles por su mayor 

potencia. Algunas de la primeras vacunas de VLM, atenuadas mediante pases en conejos 

(lapinizadas), poseían virulencia residual. La vacunación de los cerdos jovenes era seguida de los 

signos clínicos de La FPC y la vacunación de las cerdas preñadas causaba la infección 

intrauterina de los fetos, provocando desordenes de la reproducción (Dune y Clark, 1968). El uso 

de estas vacunas por consiguiente fue prohibido en muchos paises. Hace dos decadas fue 

posible, la vacunación con VLM "cepa" lapinizada China "C" sin virulencia residual; la vacuna 

adaptada a cultivos celulares de cuyes, "cepa" japonesa GPE' y la "cepa" Thiveral Francesa, 

adaptada a las céluas PK-15; después, las últimas dos "cepas" fueron donadas y seleccionadas 

mediante su crecimiento a 30 C (y fueron llamadas "cepas" frias. La primera y la última "cepas" 

son consideradas inocuas para las cerdas preñadas y para los lechones de dos semanas de edad. 

Ellas retienen sus propiedades atenuadas después de 20 a 30 pases en los cerdos susceptibles. 

(Thomas 1966 y Sasahara, 1976) y proveen seguridad cuando son provados en los cerdos 

inmunosuprimidos mediante el tratamiento con prednisolona (Florent el al, 1969; Aynaud es al, 

1971; Kamijyo et al, 1976). Estudios realizadas con las "cepas" C y GPE, han mostrado que esos 

virus vacunales se replican en el tejido linfoide, especialmente en las tonsilas (Torlone el al 1969; 
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Simulara, 1970). La diseminación del virus vacunal de los cerdos vacunados a los susceptibles 

puestos en contacto, ha sido detectadas con la tres *cepas", Ya no reversiona la virulencia de 

estas "cepas" bajo condiciones de campo, es debida a su estabilidad genética (Ramírez y 

Reynosa, 1993).. 

Las tres "cepas" MLV confieren una inmunidad rápida y perdurable. Los cerdos resisten 

el desafió después del So día de la vacunación y la inmunidad persiste por lo menos por 2 ó 3 

altos. Con respecto de los riesgos de usar la vacunación con MLV con una potencia inadecuada 

Leunen and Strobbe (1977) expresaron que los cerdos vacunados con una dosis protectiva del 

503'. (DPC,a), o menos con la cepa C, pueden convertirse en podadores, y lu cerdas prelladu 

pueden transmitir el virus de campo en forma horizontalD, y via de la placenta, al ser expuestas 

al VFPC virulento. Una mínima potencia de 100 DPC,O, fue recomendada. La decendencia de las 

cerdas vacunadas con la "cepa" C es protegido hasta lu S semanas de edad, de la infección letal, 

pero no contra la multiplicación y distribución del virus (Terpstra, 1977). Por otro lado, los 

anticuerpos derivados del calostro pueden causar largamente por fallu de la vacunación en los 

cerdos nacidos de cerdas inmunizadas. Estudios extensivos con vacunas modernas de VLM han 

mostrado que por lo menos 80% de los cerdos pueden ser vacunados con exilo a la edad de 6 

semanas (Sasahara, 1970; Terpstra and Tielen, 1976; Launais el al, 1978). La influencia supresiva 

de los anducerpos maternales puede ser reducida utilizando una dosis vacunal incrementada (Lin 

el al., 1982) y entonces ya pueden ser vacunados los cerdos recién nacidos, después de 

alimentarse del calostro (Lee el al., 1982). 

La vacunación masiva de cerdos con aerosoles ha sido ensayada en el pasado con 

resultados variables (Dunne, 1973) . Muy recientemente ha sido reportada la inmunidad 

satisfactoria en los cerdos expuestos a aerosoles de la "cepa" C propagada en cultivos celulares, 

aplicando la vcauna en cuartos con temperatura y humedad controlada (Kaden and Glaner, 1982). 

La experiencia en Europa ha proveído dudas sobre u es posible erradicar la FPC de áreas 

enzoóticas, mediante régimen estricto y sistemático de vacunación aplicado por un largo tiempo 

y apoyando la vacunación con policías veterinarios y con medidas zoosanitarias (Terpstra and 

Robüns, 1977). Una buena conclusión que se ha obtenido es que los regímenes no sistemáticos, 

o incompletos, basados en medidas meramente suplementarias para el control de la enfermedad 

darán como resultado el que el número de brotes aumente, meses después de que la vacunación 

ha sido decontinuada. Para que la vacunación sea efectiva , está debe ser obligatoria y los 

animales vacunados deben ser identificados, para reconocerlos fácilmente, con un marcaje en la 
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oreja. Debido al movimiento de los cerdos vacunados tienden a ser reemplazados rápidamente 

por un lote de los cerdos jovenes no inmunes. Para mantener el alto grado de inmunidad, se 

requiere de pequeños focos de virus residual, complementario ala vacunación entre las 6 y lu 10 

semanas de edad. Elementos significativos son el tipo de cerdo, el tipo de granja, la densidad de 

la población de los los cerdos comerciales, el transpone, la presencia del virus en la cadena de 

alimentos, el grado de extensión. 

Bajo ciertas condiciones una cerda preñada se puede infectar antes, o poco infectada 

después de la vacunación, puede permanecer dando a la carnada el líquido infectado 

persistentemente. Aunque la carnada infectada gradualmente sucumbirá al La FPC, la infección 

puede ser perpetuada subclinicamente algunas veces en los cerdos, lo cual tienen menos 

inmunidad maternal antes de comenzar la vacunación. Por estas razones, la vacunación 

complementaria debe ser continuada por lo menos en un año después de empezar la campaña de 

una vacunación masiva. Se sabe que menos del 5% de los los cerdos presenta resistencia natural 

(genética) a la FPC. La inmunidad puede ser adquirida en forma pasiva mediante la aplicación por 

vía puentall de sueros hiperinmunes; o en los lechones recién nacidos, mediante la ingestión de 

calostro, procedente de las madres inmunes. La inmunidad adquirida en forma activa se puede 

inducir mediante la infección cuando los los cerdos reciben dosis subletales del virus virulento. 

O mediante la aplicación de vacunas, tales como: a) Virus vivo lapinizado (de alto y bajo pasaje); 

b) Virus vivo atenuado en cultivos celulares; c)Virus inactivado; d)Virus de la diarrea viral bovina 

(experimental) (Correa, 1981). 

La primera forma de protección contra la FPC utilizada en los EUA, consistió en la 

aplicación de suero hiperinmune. Posteriormente se utilizó la aplicación simultánea de suero 

hiperinmune con virus virulento y se encontró que este método confería inmunidad estable y 

duradera. Sin embargo, este método tiene las desventaja de que difunde el virus virulento, razón 

por la cual este tipo de inmunización fue el primero en ser descontinuado en los EUA, e incluso 

también en México (Correa, 1981). 

Las vacunas de virus vivo poco atenuado lapinizado (de bajo pasaje) se recomienda 

aplicarlas simultáneamente con suero hiperinmune. Algunas de estas vacunas han sido obtenidas, 

únicamente mediante pases en conejos. Otras, mediante pases en conejos y en loa cerdos; estas 

últimas son más patógenas. Algunas pueden llegar a producir inmunidad por dos años. Tienen la 

desventaja de que producen reacciones posvacunales, en ocasiones severas, que difunden el virus 

vacuna] poco atenuado de los cerdos vacunados a los susceptibles puestos en contacto, y en esta 
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forma, el virus puede revertir a la virulencia, después de varios pasea loa cerdos. Si se aplican sin 

suero, o acompañadas de suero con potencia insatisfactoria, se puede producir huta un 20%40% 

de mortalidad (Correa, 1981). 

En varios paises de Europa, Asia y América, se utiliza la vacuna de virus vivo lapiniz,ado 

(de alto pasaje), "cepa* China, que de acuerdo con la literatura ha dado resultados altamente 

satisfactorios. Las vacunas de virus vivo atenuado mediante pases en cultivos celulares, pueden 

ser elaboradas en: a) células de riñón de cerdo; b) células de riñón de bovino; e) leucocitos de 

cerdo, etc. En la práctica se prefiren las vacunas preparadas en líneas celulares libres de 

contaminantes, ya que los cultivos primarios pueden contener virus u otros agentes infecciosos. 

Estas vacunas son muy recomendables porque producen excelente inmunidad. y de acuerdo con 

sus laboratorios productores, con algunas de ellas no hay bloqueo sérico, ni bloqueo por 

anticuerpos matemos. Algunas se recomienda aplicarlas con suero hiperinmune y otras sin suero 

(Correa, 1981). Algunas de estas vacunas vivas poco atenuadas tienen la desventaja de que se 

difunde el virus de los vacunados a los animales susceptibles puestos en contacto. Las vacunas 

inactivadas tienen ventaja de que no difunden el virus. Sin embargo, se pueden encontrar lotes de 

vacunas mal inactivadas, que puede ocasionar brotes de la FPC. A partir de la tercera semana 

después de la vacunación, estimulan inmunidad que puede duran hasta 10 meses. Estas vacunas 

inactivadas son inefectivas si se aplican en combinación con suero, aunque hay controversias al 

respecto. Es preferible aplicarlas por vía subcutánea, porque por vía intradérmica son menos 

efectivas. Después de vacunar 3 veces a las madres, los lechones recién nacidos adquieren 

protección, través del calostro, que les puede durar hasta las 13 semanas de edad. Es poco 

efectiva cuando se aplica a lechones de madres inmunes. Pero generalmente es efectiva en los los 

cerdos mayores de 10 semanas de edad. Se prefiere aplicarla dos veces, con un intervalo de 

separación de 7 a 14 días. Los los cerdos vacunados en esta forma, al ser expuestos con virus 

virulento, lo excrentan durante el 2o y So días después de la exposición; y al aplicar tres 

vacunaciones se impide esta excreción de virus virulento. Se elaboran principalmente con sangre 

infectante desfibrinada, adicionada de cristal violeta (Correa, 1981; Ramírez y Reynoso, 1993). 
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En varias pruebas experimentales realizadas por Balcer et a/ 1969, se encontró que el virus 

de diarrea vira! bovina (BVD) "Cepa" New York 1, protegió contra un gran número de "cepas" 

virulentas de la FPC, incluyendo 8 de las más virulentas colectadas por el Departamento de 

Agricultura de los EUA. En los cerdos SPF, protegió al 100./. contra la *cepa" de explosión 

Ames. la cepa BVD-Andy 1 proviene de la BVD-NY 1, ea una cepa que fue pasada 17 veces en 

los cerdos. No produce ninguna enfermedad en los cerdos y ha sido estudiada en México, en 

donde se ha encontrado que protege contra el virus virulento Ames (83%) (Carbrey, 1977). 

También se ha estudiado en el INIP, SAGAR, México, la cepa vacuna! PAV-250, obtenida en la 

Universidad de Cornell mediante 250 pases en cultivos celulares (Correa el al, 1975). 

Esta vacuna tiene la ventaja de que, además de su alto indice de protección, no se difunde 

de los cerdos vacunados a los cerdos susceptibles puestos en contacto, según pruebas realizadas 

en los cerdos (Correa el al, 1975). Esto la coloca en un plano superior a las existentes, que si se 

diseminan. Las vacunas con esta característica son las elegibles para una campaña de erradicación 

basada en la vacunación extensiva, ya que al no difundirse, no se corre el riesgo de que reviertan 

a la virulencia. De modo que se puede incluso vacunar a los cerdos de una granja sin peligro de 

que aborten las hembras gestantes que estén en contacto con los vacunados. Al utilizar otras 

vacunas, poco atenuadas que sí se transmiten por contacto a las hembras gestantes susceptibles, 

se podre presentar mortalidad de fetos; o algunos ceriditos de los que logren nacer vivos, podrán 

ser portadores de la FPC, lo cual podría establecer focos de infección. También se ha estudiado 

en México, en pruebas de laboratorio, la vacuna PAV-250 combinada con la cepa DVB Andy 1, 

con resultados de 100% de protección (Correa el al, 1974; Correa el al, 1975; Correa el al, 

1994; Lee vi al 1976) estudió en Taiwán la cepa China (LPC) con excelentes resultados de 

inocuidad y protección. La cepa de DVB-NY 1, no es patógena para los cerdos (8). 

La vacunación de las hembras gestantes es un tema delicado, puesto que la utilización de 
virus vivo, poco atenuado en el primer mes de la gestación, puede producir alteraciones en los 
producto, tales como: acida, edema subcutáneo en el mezocolon, edema subcutáneo y perirrenal 
zonas de congestión en el hígado, asimetría de la cabeza, malformación de las piernas y de la nariz 
y diseminación de virus virulento. Si se vacuna al final de la gestación pueden nacer cerditos 
muertos, o bién, cerditos débiles. Por otra parte la vacunación de hembras gestantes con virus 
muerto puede realizarse en cualquier momento y no debe producir ningún problema, excepto 
cuando se utilizan lotes de vacunas mal inactivadas y que por lo tanto podrán contener virus 
virulento; o lotes de vacunas con potencia insatisfactoria, que no inmunizarán (Correa, 1981; 
Ramírez y Reynosa, 1993). 
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En el INIP (ahora INIFAP, CENID-Microbiologia-SAGAR) se ha comprobado la 

potencia de diferentes tipos de vacunas y de sueros comerciales contra la FFC (Correa, 1972; 

Correa sial, 1975). Se puede observar que se estudiaron cinco vacunas de virus vivo atenuado, 

producidas en cultivos celulares, las cuales mostraron ser inocuas y con potencia satisfactoria 

(100%), por lo que fueron consideradas como recomendables. Sin embargo, hay que tomar en 

cuenta que de acuerdo con las investigaciones de Philips (1966), los virus vivos vacunales poco 

atenuadas, utilizados entonces se transmian de los cerdos vacunados a los cerdos susceptibles 

puestos en contacto. Por otra parte, las "cepas" poco atenuadas podrían ser peligrosas al vacunar 

hembras patentes; e incluso para las hembras gestantes puestas en contacto con los vacunados 

con estas vacunas (Correa, 1981). Por otra, se ha comprobado que la vacuna PAV-250, no es 

patógena para los cerdos en gestación, o en celo (Baéz el al, 1994). 

El lote estudiado de una vacuna lapinizada de bajo pasaje (aplicada sin suero) causó 100% 

de morbilidad y 20% de mortalidad. Los sobrevivientes resistieron perfectamente a la exposición 

con virus virulento. Este tipo de vacunas representan un peligro, porque se ha demostrado que 

independientemente de que los virus vacunales poco atenuados se apliquen con suero hiperinmune 

o sin él, se diseminan de los cerdos vacunados a los cerdos susceptibles puestos en contacto. 

Algunos artrópodos también pueden contribuir a la diseminación del virus. Las vacunas 

lapinizadas de bajo pasaje que requieren ser aplicadas con suero hiperinmune contra la FPC, 

tienen también la desventaja de que siempre se necesitará que existan laboratorios productores 

de suero hiperinmune (Correa, 1981). Esto significa que siempre habrá focos de infección en los 

lugares donde sean producidos los sueros, puesto que para ello se requiere de utilizar grandes 

cantidades de virus virulento, el cual será inoculado en los cerdos que generalmente están a la 

intemperie, Por otra parte, inicialmente se probaron los sueros hiperinmunes contra la FPC de 4 

diferentes laboratorios comerciales y se encontró que 2 de ellos protegían 0%, mientras que los 

otros 2 producían un 90% de protección. Posteriormente, se repitieron las pruebas con otros 

lotes de uno de los sueros que protegió 0% y se encontró que después protegió al 4 O Ve y que la 

máxima protección que ofreció fue de 90%, lo cual aún está abajo del mínimo aceptable, que 

oficialmente es de 100%. Estudios posteriores realizados por Madrid y Correa (no publicado), 

con 3 diferentes sueros comerciales, dieron resultados similares (0, 14 y 89% de protección). Al 

estudiar un lote de una vacuna contra la FPC, inactivada con cristal violeta, se observó que 

produjo abscesos en el lugar de la inoculación y que confirió 0% de protección (Correa, 1981; 

Ramírez y Reunoso, 1993). 
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1.8. VACUNAS. 

Una breve descripción de las vacunas utilizadas para La FPC en diferentes épocas y partes 

del mundo. Clasificando a las vacunas de La FPC por generación (Ramírez y Reynoso, 1993). 

1.8.1. -PRIMERA GENERACION (1908-1936). 

1.-Virus vivo virulento (sangre febril) más Suero Hiperinmune. 

Para usarse el método "simultáneo" o el método "suero-virus". El antígeno era obtenido 

a partir de sangre virulenta con anticoagulante o de molienda de órganos (bazo) cosechado de 

animales previamente inoculados y en proceso de viremia febril. El suero "anticolera" (Sorce el 

al, 1908) era obtenido de la sangre de los cerdos hiperinmunizados con VLa FPC. La sangre de 

estos animales se desfibra y se trata con un extracto de frijoles y 1% de cloruro de sodio, lo que 

permite remover por completo los glóbulos rojos. El suero restante debe ser pasteurizado a 58 

a 59 C y preservado con fenol a la dilución final de 1%. 

Este método de vacunación con virus virulento y suero hiperinmune, cuando es bien 

llevado, es altamente efectivo pued produce inmunidad rápida y duradera. Sin embargo el uso 

de este sistema significa la constante diseminación, de la enfermedad, a tráves de este sistema de 

vacunación , porque utiliza virus virulento„ produciendo en ocasiones , brotes de la enfermedad 

más severos que la forma natural , por no tenerse titulada la potencia del antígeno o delsuero 

(Ramírez y Reynoso, 1993). 

1.3.2. SEGUNDA GENERACION (1936-1956) 

1.-Vacuna de Cristal Violeta. 

Fué la primera vacuna desarrollada de virus inactivado. Se prepara a partir de sangre 

desfibrada o bien de molienda de órganos (bazo y otros tejidos, retículo endoteliales a los cuales 

se les agrega cristal violeta y glicerina). Produce inmunidad por aproximadamente 10 meses, no 

disemina el virus, cuando esta bien preparada pero no protege cuando se usa simultaneamente con 

suero. 
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2.-Vacuna de Boynton. 

La vacuna de Boynton hecha con Glicerina y Eucaliptol, la cual confiere inmunidad por 

aproximadamente 6 meses. 

13.3-TERCERA GENERACION (1960-1970). 

1.-Vacuna Homotipica de Virus Vivo de bajo pasaje (modificada en los cerdos y conejos). 

La vacuna se obtiene atenuando al VFPC mediante una serie de pases consecutivos en 

conejos (vacuna lapinizada) o pases alternos de conejos a los cerdos (vacuna atenuada origen 

cerdo). La vacuna induce altos niveles de protección: la inmunidad se desarrolla entre los 4-7 días 

y dura varios años. Pero el grado de atenuación puede no ser suficiente. La seguridad y la 

estabilidad genética es el principal problema en la práctica, porque después de vacunar los 

animales manifiestan varios los signos de La FPC y en cerdas susceptibles de 24 a 60 días de 

gestación provoca desordenes reproductivos. Además, no es posible distinguir las "cepas" de baja 

virulencia de derivadas del virus vacuna] de las "cepas" de campo de baja virulencia del VFPC 

En los EUA (1969), se eliminó la vacunación con virus vivo para facilitar la erradicación de la 

FPC. 

2.-Vacuna Heterotipica de Virus Vivo de BVD. 

Por la relación antigénica existente entre la VFPC y el virus de la DVB, se ha propuesto 

inmunizar contra la VFPC, utilizando el VDVB, pero la protección es solo parcial. Por otra 

partes las "cepas" del virus de BVD atraviezan placenta e infectan a los fetos; y en condiciones 

de campo causa interfencia con las pruebas para el diagnóstico de la FPC. El uso de la vacuna 

del VDVB no se aprueba en los cerdos. 
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1.11.4. CUARTA GENERACION (1968-1970) 

1.-Swine Uuffy Coat Cell Line. 

Vacuna que incorpora la cepa "Cr del vires vivo modificado de La FPC, por crecimiento 

continuo en leucocitos de sangre porcina. El virus de La FPC virulento se somete a una serie de 

12 pues, a intervalos de 4 días en cultivo de linea celular SBC. En cada pase del virus, loa fluidos 

fiaron diluidos más de 30 veces. Los cerdos vacunados con SBC desarrollan signos clínicos de 

La FPC y su consecuente muerte. La inoculación con SBC es segura si se aplica similtáneamente 

(en una área diferente del cerdo), suero hiperinmune o anticuerpos contra la FPC, desarrollando 

títulos altos que duran hasta los 204 días. 

1.11.5. QUINTA GENERACION (1975-1992). 

1.-Vacunas Modernas de Virus Inactivado. 

Esta vacuna se basa en separar el VFPC, de los cultivos celulares infectados, por medio 

de un detergente (Triton x-100). El detergente desdobla al VFPC, en adyuvante incompleto de 

Freund's, o en una saponina (Quil A), solución que protege al cerdo contra cambio virulento. 

Algunos detergentes heterólogos desdoblan las vacunas preparadas con el virus de la Diarrea 

Vial Bovina (VBVD) pero la protección contra cambios del VFPC es sólo parcial. La aplicación 

de 10 ml. del antígeno VFPC confiere protección completa al cerdo. 

1.1.4. SEXTA GENERAC1ON (1952-1992),"CEPAS" DE "ALTO PASAJE" 

Vacunas derivadas de las "cepas" siguientes: 1.-Cepa CHINA; 2.-Cepa GPE-; 3.-Cepa 

CL.; 4.-Cepa CR20.; 5.-Cepa MINESOTA; 6.-Cepa PAV-1; 7.-Cepa PAR-147; 8.-Cepa PAV-

250 
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CARACTERISTICAS DE LAS "cepas", 

1.116,1. CEPA CHINA 1APINIZADA.  

La cepa China lapinizada (CLS) es también llamada "C" 6 "K" (Paises el este de Europa) 

ó "LPC" (Taiwan). La cepa LPC derivada de un virus de La FPC lapinizado ("Rovac"), con una 

serie de 250 pases en conejos en los Estados Unidos; asimismo por una serie de 1100 pases en 

conejos en Taiwan. La CLS es altamente segura en cerdas gestantes y lechones recién nacidos. 

El alto grado de seguridad está demostrando por la buena estabilidad genética de la CLS, la cual 

es incapaz de recuperar su virulencia, aún después de 20-30 de pases en los cerdos de 6-8 

semanas de edad. La inmunidad se establece a los 3-4 días después de la vacunación y pemanece 

hasta los 18 meses. 

1.8.61 CEPA GPE ((") 

La cepa ALD virulenta del VLa FPC ha sido sujeta a un proceso de selección por medio 

de un* serie de pasajes a baja temperatura (30 C), en tres diferentes sistemas de cultivos celulares 

incluyendo células de cerdo, bovino y cobayos, y alternando con virus donado-Cepa ALD, como 

resultado de la donación se denominó cepa GPE: -142 pasajes en células de testículos de porcino; 

36 pasajes en células de testículos de bovino.; -41 pasajes en células de Mon de cobayos. Se ha 

detectado en tonsilas, heces y orina, entre lo 10 días posteriores a su aplicación. La protección 

se establece a partir del tercer día después de la vacunación, pero los anticuerpos neutralizantes 

se incrementan a las 2-3 semanas y persisten por más de 2 años. Esta "cepa" no se difunde, no 

revierte y es altamente inmunogénica (aúnque todavia no está totalmente demostrado) 

(Comunicación personal). 

1.8.6.3. "CEPA" PAV-1, 

La ""cepa"" PAV-1 se emplea en la elaboración de vacunas con virus activo atenuado, 

multiplicado en leucocitos de cerdo, se aisló en la Universidas de Comen y se designó como tipo 

"A". La protección inmune dura mínimo 170 días. 
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11.6.4. "CEPA: ad. 

Deriva de la ""cepa"" "C" (20 pases en conejos), con 17 pases en células de riñan de 

cordero. Se utiliza en Europa, Asia y Sur de América. 

146.5. "CEPA" CR 20 

Deriva de la "C" (Dr. Bogner, Hungria;) con 20 pases en conejos. 

J.11.6.7. "CEPA" PAV-250,  

"CEPA" vacuna) PAV-250, obtenida de la Universidad de Comen mediante 250 pases en 

cultivos celulares. Esta vacuna tiene la ventaja de su alto índice de protección, no se difunde de 

los cerdos vacunados a los cerdos suceptibles puestos en contacto. Es altamente segura en cerdas 

gestantes y lechones recién nacidos. No es patógena para el embrión. La vacuna PAV-250 es 

completamente inocua y confiere excelente proteción tanto en pruebas de campo, como en 

pruebas controladas de laboratorio. 

1.1.7. SEPTIMA GENERACION (1975-1992). 

1.-"CEPA" Thiverval 

La "cepas" Thiverval es una clona, es aislada apartir de la "cepa*" Alfort virulenta, en 

cultivos celulares (PK-15) después de una serie de 170 pasajes a 29-30 C, incluyendo 65 pases 

en los que se usó el método de dilución del virus donado. 

Se caracteriza por varios marcadores genéticos asociados con la atenuación que facilitan 

la identificación de la ""cepa"". La ""cepa"" Thiverv es de alta seguridad en cerdas gestantes y en 

los lechones recién nacidos. Los anticuerpos neutralizantes son detectados a los 7 días 

postvacunación. El nivel máximo de anticuerpos en el suero se observan al mes de la vacunación 

y estos persisten constantemente por varios años. 
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1.1.$. "CEPAS" VACÚNALES PERMITIDAS EN MEXICO. 

Las vacunas contra la La FPC que se utilizan en México, autorizadas por la Secretaria de 

Agricultura Ganadería y Desarrollo Rural (SAGAR), son las presentadas en la Tabla 1. 

TABLA. No. 1. VACUNAS CONTRA LA FPC POR LA SAGAR EN MEXICO. 

NOMBRE DE LA 

VACUNA 
_ 

TIPO DE VACUNA 

• 

LAB PRODUCTOR 'CEPA' 

CLASIVAC PLUS VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 

PRONABIVE UPE «' 

COLVASAN VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 

r 

SANFER 

. 	 . 

PAV-250 

, 
PORCIVAC VIRUS ACTIVO 

ATENUADO 

HOECHST PAV-I 

NORVAC OPE VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 

PFIZER• UPE w)  

VADIMUN VIRUS ACTIVO 

ATENUADO 

PFIZER• CHINA 

INGLE VAC VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 

ANCIIOR MINNESOTA 

CERTIGEN VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 
, 

CYANAMID• 

. 

MINNESOTA 

CERIVONG 

1 

VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 

CYANAMID* CHINA LAPINIZADA 

VAC vs La FPC VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 

BIO-ZOO PAR- 147** 

PAV-PLUS-250 VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 
, 

PRONAVIBE 
( 	 , 

PAV-250** 

a 
VAC-PA V-250 VIRUS ACTIVO 

MODIFICADO 

LITTON PAV-250 

1= NO SE SABE SI LA SEGUIRÁN PRODUCIENDO 	*ti= TIENEN LICENCIA_ PERO NO LA PRODUCEN 

ACTUALMENTE 
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RESUMEN 
El objetivo de este trabajo fué encontrar diferencias biológicas entre las 

"cepas" de campo, de referencia y vacunales, del virus de la FPC. Se adquirieran 

5 "cepas" vacunales (China, GP, PAV-1, PAV-250), tres "cepas" de referencia 

(Lederle, ALD y Ames), también se trabajaron 9 "cepas" de campo (VC-91-039; 

VC-90-039 VC-89-55; VC-89-102; VC-89-55; VC-90-1591; VC-89-126; VC-90- 

127; VC-90-1234). Todas las "cepas" se cultivaron en la linea celular PK-15 y se 

cosecharon después de 4 días de incubación. Al mismo tiempo se adquirieron dos 

cerdos SPF, que se sacrificaron y de sus órganos linfoides se hicieron cultivos 

primarios de células no clasificadas, las "cepas" se inocularon en esta suspensión 

celular y se incubaron de 4 a 5 días, posteriormente se cosecharon, y se liofilizaron. 

A las 17 "cepas" se les determinó la concentración de proteínas y se titularon por 

inmunofluorescencia directa (LFD). En la determinación proteica se encontró que 

la concentración de proteinas fluctó en las "cepas" vacunales entre 82.00 y 87,40 

µg/m1; en las "cepas" de referencia entre 86,8 y 88.41 µg/ml; mientras que en las 

"cepas" de campo 83.37 y 88.74 µg/ml. El medio de cultivo presento una 

concentración 79 µg/ml. Los resultados de los títulos por IFD, mostraron que las 

"cepas" vacunales estuvieron en un rango de 10 3•'536  a 10'; las "cepas" de 

referencia estuvieron en un rango de 106.ah" a 10' ;y las "cepas" de campo de 

10'3'7, a 10414'6. Las "cepas" de campo tuvieron un comportamiento muy variable 

lo que se sogiere que existen "cepas" de diferente grado de patogenicidad. 
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SUMMARY 
The objective of this work was to find biological differences among field, 

reference and vaccinal "strains" of Hog Cholerae virus. This work included 5 

vaccinal "strains" (China, GP, PAV-1, PAV-250 and Minnesota), 3 virulent 

references "strains" ( Lederle, ALD, and Ames) and 9 field "strains" (VC-91-039, 

VC-89-95, VC-90-95, VC-89-55, VC-90-1591, VC-89-126, VC-90-197, VC-90- 

123 and VC-89-102). All "strains" were inoculated m PICA 5 cells and harvested 4 

days later. At the same time, two SPF pigs were sacrified to obtain primary cultures 

of unclasified cells from their limphoid organ cells (not clasified). "Strains" were 

inoculated in cell cultures and 4 to 5 days later harvested and lyophilized. Protein 

concentration and titration by direct immunoflourescence (IFD) was performed to 

all "strains". Protein concentration fluctuated in vaccinal "strains" from 82 to 87.40 

og/mlin field "strains" from 83.37 to 88.74 µg/m1 and reference "strains" from 86,8 

to 88.41 µg/ml; control culture media has a concentration of 79 lig/ml. Titration with 

IFD showed that vaccinal "strains" titres were into a range of 105.1"6  to 106.5500, 

references "strains" were from 1062374  to 1075405; and field "strains" from 101.7S" to 

these "strains" had a very variable ;unen), suggesting the existence of field 

"strains" with different range of pathogenicity. 

t 
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1. INTRODUCCION 

La FPC, es una enfermedad altamente contagiosa, que afecta al sistema nervioso, 

endotelios vasculares y células reticuloendoteliales; se caracteriza por la presencia 

de hemorragias generalizadas e infartos en los órganos internos. 

EL ASPECTOS EPIZOOTIOLÓGICOS DE LA FIEBRE PORCINA 

CLASICA. 

La epizootiologia de la FPC está influenciada por un gran número de factores, 

entre los cuales se pueden mencionar: el sistema de producción; el precio del cerdo; 

el precio de la carne, mucho hacinamiento, el tamaño y la densidad de la granja y 

de la región, y no menos importante la virulencia de la "cepa" del virus de la FPC 

circulante; esto aunado a las medidas aplicadas para el control o erradicación de la 

enfermedad, incluyendo regímenes de vacunación y métodos de diagnóstico 

utilizados. (Terpstra, 1988), 

Se considera como un factor y es aceptado, la relación que existe entre el 

número de brotes y la densidad de las granjas en una cierta área. Además existen 

indicadores de una correlación positiva entre el número de brotes en una área y la 

producción de cerdos. En ciertas áreas hay un alto riesgo, ya que el villa tiende a 

establecerse por muchos años con una bAja incidencia de la enfermedad. Liess et al 

(1975) demostraron que en más del 5% de las unidades en crecimiento, que son 

serológicamente positivas pueden presentarse periodos epizoóticos dentro de ella, 

con respecto a la FPC. 

RS 
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Existen evidencias circunstanciales que indican que el síndrome de la "cerda 

portadora" y los cerdos infectados en forma crónica y persistentemente, son otros 

factores responsables de mantener la infección en la granja, especialmente en piaras 

medianas y grandes. La estrecha relación entre el riesgo de infección, el tipo de 

granja; el tamdio de la piara; y las áreas de producción intensiva de cerdos. 

(Terpstra, 1988). 

1.3. EVIDENCIACIÓN DE "CEPAS" DE DIFERENTES GRADOS EN 

PATOGENICIDAD. 

En un trabajo realizado por (Caij., et al., 1989), se encontraron diferencias 

cualitativas y cuantitativas en una gran variedad de tejidos estudiados, con respecto 

al título viral, cuando los cerdos fueron inoculados con dos diferentes "cepas" del 

virus de la FPC ("cepa" Weybridge o "cepa" New South Wales NSW). Los títulos 

encontrados con la cepa Weybridge, fueron más altos que los encontrados con la 

cepa NSW. Esta correlación correspondió con la fuerte severidad del síndrome 

clínico-patológico, inducidá por la cepa Weybridge. La implicación de la 

diferenciación del virus de la FPC en tejidos mediante el diagnóstico por 

iiununofluorescencia fue discutible, quedando como conclusión que solo con el uso 

de anticuerpos monoclonales se podría diferenciar entre las "cepas" del virus de la 

FPC y las del virus de la Diarrea Viral Bovina (BVD).(Kresse et al. 1976). 

Las infecciones persistentes son generalmente producidas por el virus de la 

FPC de baja a moderada virulencia. Se han encontrado diferentes formas de 

persistencia viral y arbitrariamente las identifican dentro de la forma crónica 

(Mengeling y Packer, 1969) y una forma de brote tardío (Van Oirschot y Terpstra, 

1977). En el primer caso se distinguen tres fases clínicas denominadas: enfermedad 

aguda, mejoría clínica y exacerbación de la enfermedad aguda. 
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La fase aguda es escenciahnente la misma, como ocurre con la FPC aguda, 

el virus se disemina más lentamente y las concentraciones en el suero y orgános, 

tiende ser menor. En el segundo período de Mejoría Clínica los títulos viales en 

el suero son bajos o ausentes y hay evidencia de una excesiva formacion de células 

plasmáticas y de un incremento de inmunoglobulinas en el suero. El virus de la FPC 

tiende a limitarse a las células epiteliales de las tonsilas, y de tejidos del ileon, 

glándulas salivales y riñones. El virus desaparece temporalmente del suero, 

probablemente como resultado de la formación de anticuerpos específicos y/o 

disminución del número de células que producen al virus. Finalmente, en la tercera 

fase o exacerbación de la enfermedad aguda, el virus se disemina en todo el 

organismo, este puede ser provocado por el agotamiento del sistema inmune, que 

parece desarrollar cerdos infectados crónicamente. Estos animales se encuentran 

más susceptibles a las infecciones bacterianas secundarias (caso típico de una 

Pasteurelosis pulmonar, demostrado por Pijoan y Ochoa, 1978). 

En el caso de la forma correspondientes a los brotes tardíos, la FPC se 

caracteriza clínicamente por un período inicial largo, con una virtual ausencia de 

signos clínicos; este tipo de infecciones generalmente siguen un curso posterior a 

una infección vira! durante el período fetal, cuando la cerda se infecta con "cepas" 

de reducida virulencia; los lechones nacen con altos títulos virémicos, que son 

suprimidos temporalemente cuando inguieren el calostro. El virus de la FPC se 

encontrará difundido en todo el organismo, en los tejidos epiteliales, linfoide y 

retículo-endoteliales. Estos cerdos no producen anticuerpos neutralizantes lo que 

contribuye a una viremia persistente.(Tersptra, 1988). 

Esta serie de evidencias nos muestran claramente que el virus de la FPC se 

presenta en las granjas con diferente grado de virulencia, de tal manera que 

podemos observar su patogenicidad de la siguiente forma: 
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Las "cepas" de alta virulencia generalmente causan muerte en un período 

entre la segunda y tercera semana de edad, mientras que "cepas" de baja 

virulencia no producen la enfermedad a menos que los cerdos hayan sido infectados 

"in otero". Las epizootias producidas por "cepas" de baja virulencia difieren en 

tres aspectos de las causadas por las "cepas" virulentas. 

1. Las "cepas" de baja virulencia inducen una alta proporción relativa de 

infecciones inaparentes, atípicas y crónicas, no dejando ver su presencia, como 

ocurriría con una cepa virulenta. Una piara en crecimiento que se encuentra 

infectada, puede trasmitir el virus inperceptiblemente a un gran número de animales; 

mientras que en las piaras en engorda que también se encuentran infectadas, puede 

también no notarse la presencia del virus, generandose así una cadena de 

contaminación. 

2. Se ha mencionado que la transmisión de "cepas" de baja virulencia, 

tienden a ser lenta a través de la piara, lo cual también contribuye al curso de la 

enfermedad en forma menos alarmante. 

3. El síndrome de la cerda portadora, juega un papel altamente significativo 

en las epizootias causadas por "cepas" de baja virulencia. Mientras que las cerdas 

gestantes e infectadas con "cepas" virulentas, mueren, o en caso de sobrevivir, 

producen abortos, o lechones enfermos o débiles al nacer, los cuales sucumben en 

un corto período después de nacer. La infeccción de las cerdas por "cepas" de baja 

virulencia generalmente pasa desapercibida, la progenie pueden lucir 

saludablemente, sin embargo pueden estar sufriendo una infección congénita, con 

tolerancia inmunológica, eliminando una gran cantidad de virus, pasando semanas 

o meses sin poder detectarlo. (Terpstra, 1988). 



cuma» a, MENDOZA LA. 4111 

1.4. ASPECTOS DE CONTROL RESPECTO A LA EPIZOOTIOLOGÍA DE 
LAS DIFERENTES "CEPAS" DEL VIRUS DE LA FPC. 

Las medidas de control adoptadas, también influencian grandemente 

la epizootiología de la enfermedad. Cerrando los mercados para tratar de controlar 

la diseminación del virus, eliminando los focos de infección, medidas que 

necesariamente tendrán que ser apoyadas por policías veterinarios y normas 

zoosanitarias. Estas medidas han sido exitosas para la eliminación de la enfermedad 

en algunos paises tales como: Escandinavia, Irlanda, Reino Unido, Suiza, Australia, 

Canadá y EUA. En varios paises de Europa del este y oeste, Japón y el Estado de 

Singapur en donde las áreas de producción son granjas de producción intensiva, las 

medidas mencionadas han mostrado ser adecuadas. 

Consecuentemente la vacunación ha sido aplicada en gran escala, como ayuda 

para eliminar la enfermedad o reducir el número de brotes, hasta un nivel en el que 

podría sr factiblee la erradicación por medidas sanitarias (Van Bekkum, 1976). 

Aunque las vacunas vivas modificadas, no producen efectos colaterales (Oláh, y 
Palatka 1969; Sasahara el al, 1969) bajo ciertas condiciones, éstas si pueden tener 

influencia no esperada sobre la epizootiología de la FPC. La vacunación de cerdos 

infectados inaparentemente puede permitir la distribución del virus iniciando un 

brote en la piara (Terpstra y Robijns, 1977). 

Por otro lado los animales vacunados con vacunas de potencia insuficiente 

pueden desarrollar una infección subclinica, cuando se exponen a las "cepas" de 

campo del virus de la FPC; mientras que las cerdas gestantes pueden transmitir el 

virus en forma horizontal y por vía placentaria (Leunen y Strobbe, 1977). Además 

la camada procedente de las cerdas vacunadas está protegida por un periodo largo 

contra una infección letal, durante las primeras semanas de vida, pero no contra la 

multiplicación y excreción del virus (Leunen y Strobbe, 1977). Cada cerdo puede 

experimentar una infección suclínica invariablemente ant una cepa de alta virulencia 

(Biront, 1983). 
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Experiencias europeas nos informan que el virus de la FPC puede ser 

erradicado de áreas enzoóticas, si existe un régimen estricto y sistemático de 

vacunación, apoyado por policías veterinarios y medidas estrictas zoo-sanitarias y 

si se continua por largo tiempo (Terpstra, 1977; Terpstra, 1982). Contrariamente, 

los programas de la Comunidad Económica Europea para la erradicación de la FPC 

han demostrado que en regiones con un sistema de vacunación incompleto y no 

sistemático, apoyado de medidas suplementarias, el número de brotes han 

comenzado a aumentar. El efecto verdadero de la vacunación, tiende a ser 

fuertemente vigilado por la autoridades veterinarias nacionales e internacionales 

responsables de las enfermedades notificables y de las zonas de control (Terpstra, 

1988). 

1.5. IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO SEROLOGICO. 

El diagnóstico serológico de la FPC es una herramienta útil que permite 

evaluar fallas en la vacunación, además permite detectar animales con la enfermedad 

subclinica (cerdos infectados asintomáticos), mediante la determinación los perfiles 

serológicos, o bien para utilizarla como un sistema de vigilancia epizootiológica, 

diagnóstico necesario para la última fase en la Campaña de Erradicación. Algunas 

pruebas están disponibles para la detección de anticuerpos contra la FPC, tal es 

la prueba de neutralización viral que es específica para diferenciar anticuerpos entre 

FPC y Diarrea Vira] Bovina; otro ensayo de neutralización unida a peroxidasa ha 

dado buenos resultados. 
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En la actualidad no se cuenta con una técnica serólogica práctica y rápida que 

pennita a los veterinarios de campo diagnosticar la FPC y mucho menos para poder 

diferenciar entre la presencia de animales con anticuerpos produciedos por virus de 

campo patógenos, anticuerpos vacunaba; debido primordialmente a que las vacunas 

preparadas con "cepas" vivas atenuadas y además los virus de campo con 

"cepas" de baja virulencia, pueden estimular títulos de anticuerpos que pueden 

persistir algunas veces durante toda la vida económica del animal. (Terpstra, 1988). 
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2,1, OBJETIVOS PARTICULARES 

Estudiar las diferencias entre las "cepas" de campo, de referencia y 

vacunales, del Virus de la FPC, mediante su comportamiento en cultivo primario y 

titulación en la linea celular PK-15. 

3, MATERIALES Y METODOS 
3.1. MATERIAL BIOLÓGICO. 

Se trabajó con 17 "cepas" del Virus de la FPC de diferentes orígenes. Se 

adquirieron 5 "cepas" vacunales (China, Minnesota, GP, PAVA , PAV-250), tres 

"cepas" de referencia (Lederle, ALD y Ames), donadas amablemente por los Drs. 

Arturo Campomanes y Antonio Madrid del Laboratorio de Sanidad Animal- 

SAGAR, Santa Ana Tecamac, y la cepa AMES donada por el Dr. Pablo Correa- 

Girón del Laboratorio de Virología del Centro Nacional de Investigación 

Disciplinaria en Microbiología Veterinaria (CEN1D-MV, INIFAP, SAGAR); 

también se trabajaron 9 "cepas" de campo (VC-9I-039, VC-89-95; VC-89-95; VC- 

89-55; VC-90-1591; VC-89-126; VC-90-197; VC-90-1234), que también fueron 

donadas amablemente por el Dr. Pablo Correa Girón, estos datos se pueden 

observar en el Cuadro 1. 
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CUADRO I.- ORIGEN DE LAS "CEPAS" ESTUDIADAS DEL VIRUS DE LA FIEBRE PORCINA CLASICA 

CEPAS PROCEDENCIA 

REFERENCIA 

ALD CENASA-SARIP 

r 
LADERLE 

-.I 
CENASA-SARNI 

AMES INIFAP-SACIAR' 

VACUNALES 

0 
M1NNESOTA 

.. 
ANCHOR' 

y 
OP 

1 
PRONABIVE)  

CHINA SINTEW 

PA V-1 HOESCHST3  

PAV-250 SANFER' 

. 
CAMPO 

/ 
INIFAP-SARI 11  

VC-91-039 
/ 

« 
1 

VC-89.95 #1 

VC-89-102 II 

, 
VC-89.95 » 

VC -89.55 » 

VC-90.1591  

Ve-89.126  

VC-90 -123 » 

CENTRO NACIONAL. DE SANIDAD ANIMAI,SARII 
/ INSTITUTO NACIONAL. DE INVESTIGACIONES FORESTALES Y AGROPECUARIA- 

CENID-MV -SAGAR. 
3  LABORATORIOS COMERCIALES, PRODUCTORES Y DISTRIBUIDORES DE PRODUCTOS 

BIOIDCOS VETERINARIOS 
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3.2. CULTIVO EN LA LINEA CELULAR (PK•15) 

La diez y siete "cepas" virales se inocularon, cada una por separado, en la 

linea celular PK-15 (donada por el NVSL de Ames, Iowa, EUA), las cuáles fueron 

alimentadas con Medio Mínimo Esencial, adicionado de Suero Fetal Bovino libre 

del DVB y se cosecharon después de 4 días de incubación; la cosecha consistió en 

romper las céluas por medio de congelación y descongelación, procedimiento que 

se realizó tres veces (Wenvoort et al.,1988). 

3.3. PRODUCCION DE LAS "SEMILLA" EN CULTIVOS PRIMARIOS DE 

MÉDULA OSEA. 

Se adquirieron dos cerdos SPF (Mendoza el al., 1989), los cuales fueron 

observados clínicamente durante tres días; posteriormente se sacrificaron y con sus 

órganos linfoides se hizo un cultivo primario de células no clasificadas; las 17 

"cepas" se inocularon por separado, en esta suspensión celular y se incubaron 

durante 4 a 5 días; posteriormente se cosecharon, se congelaron y se liofilizaron, 

cada una por separado. 

3.4. DETERMINACION DE PROTEINAS 

A partir de los viales liofilizados (considerado como "semilla"), cada una de 

las 17 "cepas", se hidratá con un volumen de 5 ml de agua desionizada estéril, se les 

determinó la concentración de proteínas, por el Método de Bradford, (Bradford, 

1976), 
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3.5. TECNICA DE INMUNOFLOUORESCENCIA y TITULACION 

Las 17 "cepas" del virus de la FPC fueron identificadas por el Método de 

Inmunofluorescencia directa y tituladas por el Método de Reed y Muench (FAO, 

1993), 
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4. RESULTADOS 

La determinación proteica y titulación por ininnurtofluorescencia directa (IFD) 

de cada "cepa", se muestra en el Cuadro 2, en el que puede observar que el rango 

de la concentración de proteínas fluctuó en las diferentes "cepas", en el caso de las 

vacunales varió entre 82.00 y 87.40 µg/ml, en las "cepas" de referencia osciló entre 

86.8 y 88.41 µg/ml, mientras que en las "cepas" de campo fué de 83.37 a 88.74 

µg/ml. El medio de cultivo, utilizado como control presentó una concentración de 

79 µg/ml. Los títulos por IFD, mostraron gran viabilidad entre todas las "cepas", ya 

que fluctuaron de 10'3%7  a 107.ms; las "cepas" vacunales estuvieron en un rango de 

10"36  hasta 106'; las "cepas" de referencia estuvieron en un rango de 10613" 

hasta 10114°5 y las "cepas" de campo de 10'1', hasta 101". Es importante resaltar 

que las "cepas" de referencia, vacunales y de campo, mostraron diferencias entre 

ellas. La determinación de proteínas por el Método de Bradford, de las "cepas" 

vacunales, las de referencias, y a las de campo; calculó restando el valor de la 

concentración de proteínas existente en el medio de cultivo. 

Los títulos que se obtuvieron por el Método de IFD, fueron determinados por 

Reed y Muench, para cada una de las "cepas" vacunales, de referencia y de campo. 

En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos al realizar la 

determinación de proteínas a las diferentes "cepas" del virus de la FPC. En la Figura 

2 se muestran los resultados de la titulación por IFD realizada a todas las "cepas" 

del VFPC. 
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CUADRO 2.- DETERMINACION DE PROTEINAS Y TITULO POR 
INMUNOFLUORESCENCIA DE CADA UNA DE LAS CEPAS ESTUDIADAS DEL 

VIRUS DE LA FIERRE PORCINA CLASICA 

CEPAS DETEWIIIINACION 
DE PIOTEI1VAS 
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VC•119.402 4.17 3 31120 

VC19-93 

.. 

P 	 6 05 31011 

\' 

A 

VC-119.35 6 03 

a 

3.1211 

I VC-90-1591 

. 

4 
4.37 2.3945 
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FIGURA 1 DETERMINACION DE PROTEINAS 
DE LAS DIFERENTES "CEPAS" DEL 

VIRUS DE LA FIEBRE PORCINA CLASICA 

■ REFERENCIA*  
• VACUNADOS 

,11:1CAPAPO V  

o 

FIGURA 2 TITULACION POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 
DE LAS DIFERENTES "CEPAS" DEL VIRUS DE LA FIEBRE PORCINA 

CLÁSICA 

FALLA DE OhiGEN 
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6. DISCUSION 

El crecimiento de todas las "cepas" (17 en total), en la suspensión celular de 

tejido linfoide (cultivo primario con células no clasificadas), fué similar, como lo 

demuestra la concentración de proteínas. En cuanto a los títulos obtenidos por 

inmunofiuorescencia se observa claramente que las "cepas" de referencias Ames, 

Lederle y ALD tuvieron títulos más altos, con respecto a las "cepas" vacunales y 

de campo, como era de esperarse por ser altamente virulentas y adaptadas a los 

cultivos celulares de la linea PK-15; las "cepas" vacunales tuvieron títulos muy 

similares; sin embargo, con las "cepas" de campo se encontraron títulos muy 

variables (altos, moderados y bajos), por lo que probablemente estamos frente a 

"cepas" con diferentes grados de patogenicidad, lo cual ya ha sido reportado por 

Terpstra, 1988. 

Las "cepas" de campo que fueron proporcionadas por el Dr. Pablo Correa-

Girón del Laboratorio de Virología del CENID-MV-INIFAP, e identificadas como 

VC-9I -039, VC-90-039, VC-89-102; VC-89.95; VC-89-55; VC-90-1591; VC-89-

126; VC-90-127, mostraron baja virulencia, muy probablemente debio a que son 

"cepas" aisladas de cerdos y que también ha sido afectados en condiciones de 

campo, congeladas desde 1989-1990. 

La Figura 1, se muestra en forma comparativa la determinación de proteínas 

de las diferentes "cepas" del virus de la FPC, donde observamos que las "cepas" de 

campo son las que presentan concentraciones más bajas ya que muy probablemente 

como son "cepas" adaptadas al cerdo, tuvieron dificultad para crecer a altos títulos 

en los cultivos celulares de la linea celular PK-15; esta concentración fué mayor en 

las "cepas" vacunales, sin embargo se presentó una cepa de campo con una 

concentración alta de proteinas muy similar a las de referencia; muy probablemente 

esta cepa era más virulenta, que las deás de campo estudiadas. Las "cepas" de 
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referencia fueron las que tuvieron una concentración más alta de proteínas ya que 

son "cepas" adaptadas a cultivos celulares. Las "cepas" vacunales crecieron bién 

como lo demuestra sus concentraciones a excepción de la cepa China que no está 

adaptada a cultivos célulares, sino a conejos; y esto se demuestra en su 

concentración de proteínas; sin embargo la "cepa" GP.  , adaptada a cultivos de 

células de alón de cuye (Sasahara, et al, 1969), mostró títulos altos de proteínas y 

de títulos. Esto se logro confirmar con los títulos de Inmunofluorescencia Directa 

que se observa también de forma comparativa en la Figura 2, donde observamos 

que los títulos más altos correspondieron a las "cepas" de referencia que son las más 

virulentas; después en forma decreciente están las vacunales que por estar adaptadas 

a dichos cultivos, tuvieron un buen crecimiento, a excepción de la cepa China, y 

por último las de campo, que como ya se mencionó se encuentran adaptadas al 

cerdo y no a los, cultivos célulares. 	En la determinación proteica se encontró 

que la concentración de proteínas fluctó en las "cepas" vacunales entre 82.00 y 

87.40 0g/m1; en las "cepas" de referencia entre 86.8 y 88.41 mg/m1; mientras que 

en las "cepas" de campo 83,37 y 88.74 µg/ml. El medio de cultivo presento una 

concentración 79 mg/ml. Los resultados de los títulos por IFD, mostraron que las 

"cepas" vacunales estuvieron en un rango de 10 3.1536  hasta 10'; las "cepas" de 

referencia estuvieron en un rango de 10'B74  hasta 1073' y las "cepas" de campo de 

101 .7567, hasta 1041446. Las "cepas" de campo tuvieron un comportamiento muy 

variable lo que se sugiere que existen "cepas" de diferente grado de patogenicidad. 
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RESUMEN 

Se trabajaron varias "cepas" del virus de la FPC de diversos países (A=alta 
virulencia; M=mediana virulencia y B=baja virulencia (vacwiales), utilizando 
anticuerpos monoclonales (del 2 al 13) dirigidos hacia las glicoproteinas El y E2 de 
la envoltura viral. Las "cepas" procedían de varios paises y fueron las siguientes: 
ALEMANIA: cepa Behring (A); E.U.A.: cepa Bai (A), cepa Comen (A), cepa 
AMES, cepa 331 (M) y cepa PAV-250 (B); FRANCIA: cepa ALFORT (A), cepa 
ALFORT 2.3,1 (M) y cepa ALFORT 2.3.2 (M); JAPON: cepa New Lederle (A) 
y cepa AL!) (A); HOLANDA: cepa Brescia 2.1.1(A), cepa Baker A 1.2.1(A), cepa 
Henken (B), cepa Cedipest (13) y las "cepas" de campo Jongen y Wild Boar; y 
finalmente las "cepas" de POLONIA que fueron de campo: Spruit 2 y Jongerbreur. 
Al analizar el determinante antigénico revelado con el monoclonal 12, presente en 
el grupo A (A3), éste no se encontró en las "cepas" de ALEMANIA, FRANCIA, 
HOLANDA y Polonia ("cepas" europeas), el AcM 12 también da positivo con los 
AcM 2 y a veces con los AcM 3, 4 y 7 y no con los AcM 9, 10 y 11 lo que se 
muestra solo el sitio neutralizante en el grupo A, no importando si la cepa es de alta, 
mediana, baja virulencia o de campo. Con respecto al AcM 6 que pertenece al 
grupo B no se encontró en todas las "cepas" (excepto en las polacas), también no 
importando su virulencia, en el caso de la cepa vacunal PAV-250 no se encontró 
reacción a este AcM, sitio que es neutralizante. Los AcM del grupo C como son el 
1, 5 y 8, muestran que son anticuerpos que reconocen sitios neutralizantes de la 
glicoproteina; el AcM 5 no reaccionó en las "cepas" tanto europeas, japonesas como 
americanas, no importando su virulencia, solo una cepa si reconoció ese 
determinante antigénico y fue la PAV-250; con respecto al otro sitio del grupo C 
que fue el 8, no lo tuvieron las "cepas" de Alemania, Francia, Japón y algunas de 
EUA y fueron "cepas" de alta, mediana y baja patogenicidad; las "cepas" de Polonia 
y Holanda y algunas de EUA de baja virulencia y de campo si presentaron dicho 
determinante antigénico. 

Se analizaron varias "cepas" del virus de la FPC aisladas en México, que se 
identificaron como A=alta virulencia; M=mediana virulencia y B=baja virulencia, 
y fueron los siguientes: Cepa China (B), cepa Minnesota (13), cepa PAV-1 S (B), 
cepa Minnesota-P (8), cepa PAV-250-P; "cepas" controles: de ALEMANIA: cepa 
Behring (A); E.U.A.: cepa Cornell (A), cepa AMES (M) y cepa PAV-250 (B); 
FRANCIA: cepa ALFORT (A); JAPON: cepa ALD (A); HOLANDA: cepa Brescia 
2.1.1 (A). Los virus fueron cultivados en las líneas celulares PK-15 y SK-6 que 
posteriormente fueron sembradas en placas de microtitulación. Las celulas/virus se 
fijaron y se les adicionaron los monoclonales (desde el 2 hasta el 13) y se incubaron, 
las placas se lavaron, y se les realizó la prueba de inmunoperoxidasa. MEXICO: 
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cepa China: 5, 6,13, cepa Minnesota: 5, 6, 8, 8(W) y 13, cepa PAV.1 S: 5, 6, 8, 13 
(W) cepa Minnesota-P: 5, 6, 8 y 13 (W), cepa PAV-250-P: 6 y las "cepas" de 
campo: 4-1 5, 6 y 8; 5-P: 5 y 6; 11-S: 5, 6 y 12 y 13-S: 5, 6 y 12. El análisis del 
determinante antigénico revelado con el monoclonal 12 presente en el grupo A (A3) 
no se encontró en dos "cepas" de campo mexicanas. Con respecto al AcM 6 que 
pertenece al grupo B no se encontró en todas las "cepas", también no importando 
su virulencia, en el caso de la cepa vacuna! PAV-250 no se encontró reacción a este 
AcM, sitio que es neutralizante. Los AcM del grupo C como son el 1, 5 y 8, 
mostraron que son anticuerpos que reconocen sitios neutralizantes de la 
glicoproteina; el AcM 5 no reaccionó en las "cepas" aisladas en México y también 
no importando su virulencia, solo una cepa si reconoció ese determinante antigénico 
fue la PAV-250; con respecto al otro sitio del grupo C que fue el 8, no lo tuvieron 
las "cepas" de Alemania, Francia, Japón y algunas de EUA y México y fueron 
"cepas" de alta, mediana y baja patogenicidad. 
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SUMMARY 

Hog cholerae virus "strain" were used with high (H), medium (M) and 
vaccines (V) with no virulence; the vaccines used were: China (V), PAV-1 (V), 
Minnesota (V), and PAV-250 	Virulent virus "strain" were: Germany, Behring 
strain (FI); USA., Comell (M), Ames (FI) "strain"; France, Alfort (H) strain; Japan, 
ALD (H) strain; and Holland, Brescia 2.1.1. (H) strain, field "strain": 4P; 5P; 11S 
and 13S. Ali viruses were cultured in PK-15 and SK-6 cell lines, and then seeded 
onto microtitration plates. infected cells were fixed and incubated with Monoclonal 
Antibodies (Mab's) (number 2 to 13), plates were washed and peroxidase test was 
performed. Results of reactions were: México, China "strain": 5, 6 and 13; 
Minnesota "strain": 5, 6, 8 and 13 (W); PAV-1 "strain" 5,6, 8, 13 (W); PAV-250: 
6; and field "strain" 4P: 5,6 and 8; 5P: 5 and 6; 11S: 5, 6 and 12; and 13S: 5, 6 and 
12. Analysis of the antigenic detenninant revealed with Mab 12 present in A group 
(A3) was not found in two of four mexican field "strain". Mab 6 that recog,nizes the 
neutralization site. Mab's 1, 5 and 8 (C group) showed that recognize neutralizing 
sites of the glycoprotein; Mab 5 had no reaction with field mexican "strain". Mab 
A (the other site of group C), liad no reaction with "strain" from Germany, France, 
Japan, and some from USA and Mexico, and were "strain" with high, medium and 
no pathogenicity. 

Hog cholerae "strain" were used with high (1-1), medium (M), low virulence 
(L); and non vinilent vaccines (V) from different countries were typed using 
Monoclonal antibodies (Mab's) (from number 2 to 13) directed to glycoproteins El 
and E2 of the viral envelope. The studied "strain" were from: Germany, Behring 
strain (FI); USA., Bai 	Comell (M), Ames, 331 (1-1) and PAV-250 (V) "strain"; 
France, Alfort (FI) Alfort 2.3.1 (M) and Alfort 2.3.2 (M) "strain"; Japan, New 
Lederle (H) ALD (11) "strain"; Holland, Brescia 2.1.1., Baker A 1.2.1 (H) strain, 
Uenken (L) Cedipest (L) "strain" field "strain" Jongen and Wild boar; and finally 
field "strain" from Polland Spruit 2 and Jongerbreuer. Analysis of the antigenic 
detenninant detected with Mab 12 (A group) (A3) was not present in the "strain" 
from Germany, France, Holland and Polland; also liad reaction with Mab 2 and 
sometimes with Mab's 3,4 and 7 and not with Mab's 9, 10 and 11, showed only in 
virulence or origin. Reaction to Mab 6 (B group), was found only in Polland 
"strain", without influence of virulence levet. In the case of PAV-250 strain, there 
was no reaction with Mab 6, that recognizes the neutralizing site. Mab's 1,5 and 8 
(C group) showed that are antibodies wich recognize neutralizing sites of the 
glycoprotein. Mab 6 reacted only with PAV-250 strain. With respect to Mab 8 (C 
group), it reacted only with some of the American "strain". The "strain" from 
Holland ans Polland and some from USA of low virulence, and field "strain" showed 
reactions to this antigenic determinant. 
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1. INTRODUCCION 

La FPC, es una enfermedad altamente contagiosa, que afecta al sistema 
nervioso, endotelios vasculares y células reticuloendoteliales. Se caracteriza por la 
presencia de hemorragias generalizadas e infartos en los órganos internos. Algunas 
pruebas de laboratorio están disponibles para la detección de anticuerpos contra 
la FPC, tal es la prueba de neutralización viral, que es específica para diferenciar 
anticuerpos entre FPC y Diarrea Viral Bovina; otro ensayo de neutralización unida, 
a peroxidasa, ha dado buenos resultados. El diagnóstico serológico de la FPC es 
una herramienta útil que permite evaluar fallas en la vacunación, además permite 
evaluar animales que procedieron de la enfermedad subclínica (cerdos infectados 
asintómaticos y que se recuperaran), mediante la obtención de los pérfiles 
serológicos, o bien para utilizar esta prueba como un sistema de vigilancia 
epizootiológica, diagnóstico necesario para la última fase de la Campaña de 
Erradicación.,En la actualidad no se cuenta con una técnica serólogica práctica y 
rápida que permita a los veterinarios de campo diagnosticar la FPC y mucho menos 
que se pueda diferenciar entre aquellos animales que tienen anticuerpos vacunales 
y los que desarrollan anticuerpos a causa de la infección por virus de campo 
patógenos. 

Al virus de la FPC se le han encontrado tres proteínas estructurales en su 
envoltura viral. Dos de ellas son glicoproteinas y se denominan: El ó gp 55 (55,000 
d) y E2 ó gp 46 (46,000 d); y la tercera, que no es glicosilada, denominada C ó p 
36 (36,000 d). Las investigaciones realizadas con anticuerpos monoclonales (AcM) 
hacia las glicoproteinas El y E2 han mostrado que existen trece determinantes 
antigénicos, conocidos con números arábigos (1, 2, 3, etc,) y que se han integrado 
en cuatro grupos: A,B,C y D. En los Grupos B y C se encuentran los anticuerpos 
monoclonales hacia los sitios neutralizantes; en el Grupo A, Subgrupo A2 se 
encuentre los anticuerpos monoclonales hacia el sitio conservado; mientras que el 
Subgrupo A2 se encuentran los anticuerpos monoclonales hacia ambos sitios; los 
anticuerpos monoclonales del Grupo D, no muestran ninguna actividad. Se ha 
encontrado sinergismo entre los determinantes antigénicos de los Grupos A y B y 
entre los Grupos A y C; no se ha encontrado entre los grupos A y D; B y D; y C y 
D . Esto se demuestra en los Diagramas 1 y 2. 
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DIAGRAMA 1. Grupos de epitopes dominantes datcmúnados por el Ensayo de Captura de Antígeno 
(ECA). Estos epitopes se encuentran en la misma proteína distante. Un resultado negativo al ECA 
es indicativo de que los epitopes fueron adyacentes o espaciados (Esquina). Los epitopes fueron 
agrupados en cuatro dominios A. D,C, D, con dominios ea A de AcMs del 1-12. 

A 
	

A 	 A 
1 
	

2 	 3 
Adaptado de Werwoort, (1989) 

DIAGRAMA 2. Analisis Topográfico v Funcional de los 13 AcMs de la cepa 
Dresde del' VFPC. 

Adaptado de Wenvoort, (1989) 
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Weiland et al (1990), obtuvieron ocho anticuerpos monoclonales que fueron 
preparados a partir de la "cepa" Alfort 187, estos fueron enfrentados contra 14 
"cepas" del VFPC; pero estos monoclonales sólo reaccionaron con 7 "cepas" del 
VFPC, lo que demostró que los AcM fueron dirigidos contra epítopes conservados, 
la positividad a las otras 5 "cepas" demostraron que existen anticuerpos 
neutralizantes homólogos a la cepa, dando una reacción cruzada. Estos anticuerpos 
monoclonales (AcMs), por inmunoprecipitación, demostraron que fueron 
preparados y dirigidos contra la glicoproteína mayor El de la envoltura, en forma 
de doblete (56-60 Kd). Otro panel de AcMs fueron preparados y utilizados en 
cortes de tejidos infectados con el VFPC y estos fueron teñidos con la técnica de 
Inmunofluorescencia Directa y con la Indirecta, utilizando el sistema de 
Biotina/Avidina, resultando altamente específicas y sin reacciones cruzadas (Zhou 
el al, 1989). Por otro lado un panel de 30 AcMs fueron definidos y caracterizados 
con respecto a su capacidad de unión, en la prueba de inmunoperoxidasa, a 
diferentes "cepas" de pestivirus. Usando este panel fue posible identificar 
específicamente "cepas" y aislamientos del virus, vacunas para la FPC derivadas 
de la cepa "C" y "cepas" de DVB y de Border Disease (BD). Una pequeña 
proporción de aislamientos de DVB/ y de BD de cerdos y de rumiantes 
reaccionaron únicamente a monoclonales específicos del antígeno de grupo de los 
pestivirus. Por lo que los organismos oficiales han recomendado que los AcMs 
deberán ser usados como métodos de tipificación (Edwards et al, 1991). 

La última diferenciación que sé debe hacer entre el VFPC y DVB está 
basada en estudios con Anticuerpos Monoclonales (AcMs). La diferencia reciente 
entre estos virus ha sido facilitada por la tipificación de aislamientos, utilizando 
AcMs, (Terpstra y Wenvoort, 1988). 



CAPITULO 3., MENDOZA 1$. 83 

2. OBJETIVOS PARTICULARES 

2.1. Identificar las "cepas" del VFPC y diferenciarlas del virus de la Diarrea Vital 
Bovina (DVB), mediante la técnica de Inmunoperoxidasa con anticuerpos 
monoclonales, 

2.2. Encontrar diferencias entre las "cepas" del VFPC de campo, vacunales y de 
referencia de varias partes del mundo, mediante el empleo de anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra la glicoproteina de la envoltura vira 

2.3. Determinar las diferencias de patogenicidad de las diversas "cepas" del VFPC, 
mediante la técnica de tipificación con anticuerpos monoclonales y por titulación, 



CAPITULO 2, MENDOZA LSI. 114 

3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. Laboratorio donde se realizaron los estudios 

Laboratorio de Virología del Central Veterinary Institute (CDI-
DLO) localizado, en Lelystad, Holanda, y en el Laboratorio de Virología 
de la FES-C-UNAM. 

3.2. "Cepas" 

Se trabajaron varias "cepas" del virus de la FPC de diversos países, 
identificadas como A=alta virulencia; M=mediana virulencia y B=baja 
(vacunales) virulencia. Se incluyeron además las 17 "cepas" utilizadas en 
el primer estudio descrito en esta tesis. 

3.3.. "Cepas" Y Países. 

ALEMANIA: "cepa" Behring (A); E.U.A.: "cepa" BAJE (A), "cepa" 
COMCII (A), "cepa" AMES, "cepa" 331 (M) y "cepa" PAV-250 (B); 
FRANCIA: "cepa" ALFORT (A), "cepa" ALFORT 2.3.1 (M) y "cepa" 
ALFORT 2.3.2 (M); JAPON: "cepa" New Lederle (A) y "cepa" ALD (A); 
HOLANDA: "cepa" Brescia 2.1.1 (A), "cepa" Baker A 1.2.1 (A), "cepa" 
Henken (13), "cepa" Cedipest (13) y las ""cepas" de campo Jongen y Wild 
Boar; MÉXICO: "cepa" China (B), "cepa" Minnesota (B), "cepa" PAV-1 
S (B), "cepa" Minnesota-P (13), "cepa" PAV-250-P (B) y las "cepas" de 
campo: 4-P, 5-P, 11-S y 13-S y finalmente las "cepas" de POLONIA que 
fueron de campo: Spruit 2 y Jongerbreur. Estas se pueden observar en el 
Cuadro 3. 

Todas las técnicas que se utilizaron, fueron diseñadas y 
estandarizadas por el Dr. Tersptra y el Dr. Bloemraad (Bloemraad, 1989), 

3.4. Anticuerpos Monoclonales 

Los anticuerpos monoclonales utilizados para identificar los 
epitopes del VFPC fueron los numerados del 2 al 13; en la preparación 
de los monoclonales mencionados se utilizó la "cepa" Brescia que es una 
"cepa" holandesa mientras que para la identificación del DVB se 
utilizaron los monoclonales 12 y13. 
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3.5. Cultivo Viral 

Todas las "cepas" (31) fueron replicadas en las lineas celulares 
PK-15 y SK-6 (células de riñón de cerdo), para su posterior identificación, 
tipificación y titulación. Para ello se colocaron 90 µl de medio de cultivo 
(Eagle+10% SFB), se inocularon 10µl de la "cepa" correspondiente de 
la FPC; se colocaron 50 111 de células (línea celular PK-15 y/o SK-6); se 
incuba de 3 a 4 días y se lleva a cabo la reacción con los anticuerpos 
monoclonales. 

3.6. Técnica de Inmundlourescencia 

Las "cepas" del VFPC fueron identificadas como pestivirus, 
mediante la técnica de inmunofluorescencia con un conjugado de VFPC-
policlonal. Para realizar está prueba se colocaron 90 pl de medio de 
cultivo (Eagle+10% SFB), se depositaron 10 Id de la "cepa" del VFPC; 
se colocaron 50 pl de la suspención de células (línea celular PK-15 y/o 
SK-6); se incuba durante 3 a 4 días, se lavan con amortiguadro de fosfatos 
(PBS); se secan; se fijan en acetona durante 10 minutos, se tiñen con el 
conjugado de FPC, marcado con isotiocianato de fluoresceina durante 30 
mins, a 37 C y en una cámara húmeda, se lavan con PBS, se secan y se 
montan con glicerol-PBS (1:1) y al realizar la interpretación de la prueba 
(el citoplasma se teñirá de color verde fluorescente característico). 

3.7.. Identificación Viral (FPC) por medio de la prueba de 
Inninuperoxidasa con anticuerpos monoclonales 3 y 8, preparados 
con la cepa BRESC1A. 

Con el objeto de de identificar al VFPC y diferenciarlo del virus 
de la DVB y del BD, se infectan las rnonocapas que previamnete fueron 
sembradas en microplacas, con las correspondientes "cepas", se 
incubaron a 37 C en una estufa con 5 % de CO2  durante 3 días; 
posteriormente se lavan y se secan las microplacas; las microplacas con 
las células previamente inoculadas con el VFPC correspondiente, se fijan 
a 80 C durante una hora, se lavan, se les adicionaron los 50 1,t1 del 
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conjugado con los anticuerpos monoclonales 3 y 8 y un monoclonal 
contra el virus de la DVB y un monoclonal contra el virus de BD; se 
incubaron a 37 C durante 1 hora; se lavaron las placas; se revelaron con 
20 µI de AEC (3-amino-9 ethyl-carbazole+ 10 µI de H202 (30%), 
previamente filtrado por un filtro de porosidad de 0.22 pm; y se 
interpretaron los resultados con base en los Cuadros 1 y 2. 

3.8. Tipificación Viral (FPC) utilizando anticuerpos monoclonales (2-
13). 

Con el objetivo de tipificar los VFPC empleados en este 
experimento, se infectan las monocapas que previamnete fueron 
sembradas en microplacas, con las correspondientes "cepas", se 
incubaron a 37 C en una estufa con 5 % de CO2  durante 3 días; 
posteriormente se lavan y se secan las microplacas; las microplacas con 
las células previamente inoculadas con el VFPC correspondiente, se fijan 
a 80 C durante una hora, se lavan, se les adicionaron los 50 µI del 
conjugado con los anticuerpos monoclonales 3 y 8 y un monoclonal 
contra el virus de la DVB y un monoclonal contra el virus de BD; se 
incubaron a 37 C durante 1 hora; se lavaron las placas; se revelaron con 
20 µI de AEC (3-amino-9 ethyl-carbazole+ 10 µI de H202  (30%), 
previamente filtrado por un filtro de porosidad de 0.22 µm; y se leyeron 
los resultados. 

3.9. Titulación Viral de las "cepas" del VFPC por medio de 
anticuerpos monoclonales (2-13). 

Se colocaron 20 µI de medio de cultivo conteniendo células en 
suspención, de la linea celular (PK-15 y/o SK-6) en todos los pozos de la 
microplaca; se colocó una de las "cepas" en estudio en cada fila y se 
realizaron las diluciones de base 10, se incubaron a 37 C en una estufa 
con 5% de CO2  durante 3 días, se lavaron y secaron las microplacas; se 
les adicionaron 50 111 del conjugado de los AcMs (3 y 8); se incubaron 
a 37 C durante 1 hora durante 1 hr; se lavaron las placas; se revelaron con 
20 ml de AEC (3-amino-9-ethyl-carbazole)+10 ul de H2O2 (30%), filtrado 
por un filtro con porosidad de 0.22 1m; se leyeron los resultados; se 
utilizó la prueba de Reed and Muench, para obtener el título. 
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3.9. Interpretación 

La interpretación de los resultados de las pruebas de 
Inmunofluorescencia Directa (IFD) y de Inmunoperoxidasa (IPT), al 
utilizar los AcMs 3 y 8 se muestra en el cuadro 1. Un resultado 
positivo a la prueba de 1FD con el conjugado policlonal puede ser 
causado por la presencia del virus de campo de la FPC, Virus vacunal, 
Virus de la DVB o Enfermedad de la Frontera (BD). 

Cuando las "cepas" o muestras resultan positivas a los AcMs 3 
y 8 , es porque éstos reconocieron epitopes que siempre estan en el 
VFPC. Cuando las muestras son positivas al AcM 3, el virus en estudio 
es sospechoso de ser virus vacunal; no asi con el AcM 8 que no 
reconoce al Virus vacuna). Estos dos AcMs descartan en un 100% al 
virus de la DVB y del virus de BD, resultando ser positivos sólo con 
la IFD (conjugado policlonal) y con el policlonal peroxidado del 
VFPC. 

Los resultados que se observaronn al enfrentar a los 13 AcMs 
obtenidos de las "cepa" Brescia contra las seis "cepas" en estudio, se 
interpretó tomando en cuenta que la "cepa" Brescia reaccionó a todos 
los AcMs reportándose como 0; el resto de las "cepas" que no 
reaccionaron a los AcMs fueron señalados con el signo(-), por ejemplo 
(-6). 
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CUADRO 1. INTERPRETACION DEL DIAGNOSTICO 
CORRESPONDIENTES A LAS MUESTRAS DE LA FIEBRE PORCINA 
CLÁSICA MEDIANTE LA UTILIZACION DE AM§ Y POLICLONALES. 

INTERPRETACION 

IFD 	1 I 	
DX 

. 	
IPT (AcM0 

E 3 P 
w 

+ + + + HCV 

+ 
,. 	 . 

. + + IICVNV 

+- . - + DVB 
1FD= Inmtinolltioreacencia Directa; IPT= Inmunoperoxidaaa; P=Policional; AcMs (3 y 11)=Monoclonales; 

DX=Diagnéetleo; VV=Virus vacunal, 

CUADRO 2. ANTICUERPOS MONOCLONALES IMPORTANTES PARA 
LA DIFERENCIACION DEL VFPC. 

AcMs INDICATIVO DE 

I VACUNA 

1 
2 CAMPO 

, 
3 HCV 

* 4 .. HCV 
Actor A:alampa eatiaocloaalas HCVNFPC 
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4. RESULTADOS 

Los resultados de las 31 "cepas" estudiadas se describen 
enseguida por país de procedencia o por el lugar que fueron obtenidas, 
las cuales fueron probadas con el panel de anticuerpos monoclonales de 
la cepa Brescia del VFPC; estas "cepas" se muestran en el Cuadro 3. 

ALEMANIA: "cepa" Behring: negativo a los monoclonales 5, 6, 8 y 12, 
(lo que significa que el resto de AcM están detectando los determinantes 
antigénicos: 2, 3, 4, 7, 9, 10, 11 y 12, y que carecen de los epítopes 5, 6, 
8 y 12); 
E.U.A.: "cepa" Bai: 5, 6 y 8, "cepa" Cornell: 5 y 13, "cepa" Ames: 6 y 8, 
"cepa" 331: 5, 6 y 13 y "cepa" PAV-250: 6; 
FRANCIA: "cepa" Alfort: 5, 6, 8 y 12, "cepa" Alfort (clona) 2.3.1: 5, 6, 
8, 12 y "cepa" Alfort (clona) 2.3.2: 5, 6, 8, 12 (d); 
JAPON: "cepa" New Lederle: 5(d), 6 y 8 y "cepa" ALD: 5, 6 y 8;GPE: 
5, 6, 8 y 12 
HOLANDA: "cepa Bescia (clona) 1.1.1: con todos; "cepa" Brescia 
(clona) 2.1.1: con todos; "cepa" Baker A 1.2.1: con todos, "cepa" 
Henken: 5, 6, 12 y 13(d), "cepa" Cedipest: 5. 6 y 13 (d) y las ""cepas" 
de campo Jongen: 5, 6, 12 y 13; y Wild Boar: 5,12 y 13 (d); 
MÉXICO: "cepa" China(C-Su): 5 (d), 6, 13 (d), "cepa" Minnesota: 5, 6, 
8, 8(W) y 13, "cepa" PAV-1 S: 5, 6, 8, 13 (W) "cepa" Minnesota-P: 5, 6, 
8 y 13 (d), "cepa" PAV-250-P: 6 y las "cepas" de campo: P-4: 5, 6 y 8; P-
5: 5 y 6; 89-55: 6 y 8 y 89-126: 6 y 8 y finalmente las "cepas" de; 
POLONIA que fueron de campo: Spruit 2: 5 y 12 y Jongerbreur: 5 y 12. 

El Cuadro 4 nos muestra los resultados de la 31 "cepas" del VFPC 
enfrentados a los 13 AcMs preparados con la "cepa" Brescia; podemos 
observar que los huecos con sombra obscura, corresponde a los AcMs a 
los que reaccionaron las "cepas", mientras que los huecos blancos son 
aquellos a los que reaccionaroon. 

El Cuadro 5. nos muestra los resultados de las 6 "‘....tpas" que fueron 
seleccionadas en esté capítulo, para seguir los estudios que se realizaron 
en los próximos capítulos. 
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CUADRO 3. RESULTADO DE LA TIPIFICACION CON ANTICUERPOS 

MONOCLONALES 
DE LA CEPA DRESCIA CONTRA DIFERENTES CEPAS DEL VFPC 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

LIPA ALZA VIDULENCIA Ier MUNO 24 11.4/1/310 4.5111311) 
PREELIMINAR* 

PM 

3, DREAM 4 4 4 HOLANDA 

7.-DA1 	 , Mi 5.44, 1,54,s USA 

',COM ELL 5,13 5,13 USA 

4.- RIDILDING ' 5,111 54,12 1141,12 ALEMANIA 

11,11RE31CIA 1.1,1. e 4 0 IlDiA.N DA 

11,  NEW LEDELLE 5,44 54.41, 114,112 JAPAN 

13,ALPORT 
. 

511,11 
0 

5.61,11 1.541,11 IDANCIA 

14-A5441 340 51 1444.11 ila,4 

lb OPE 54,1143 5,44.11 1,5,41. JUAN 

14.-ALD 5,4,11 54$. 1.5.44, JAPAN 

14.11ADER A.1.1.11. 4 O 

CEPAS De MEDIANA VIRULENCIA 

t.- ALFORT 2.3.1. 511,11 5,4,0,12 1,5,4,4,11 /RANCIA 

2.-ALnnn Lit 541,12 5.4,1.11 5,41,12 »AMI% 

8-7DELEN 5,124.134 5.1242:34 5.12.13 HOLANDA 

4-331 5,11.13 54, 5413 tliA 

CEPAS DE RAJA VIRULENCIA 

ID-PAY-254 G. 4 
4 

4 MUDO 

4.- HENNES 54)1 5.412  54.11,11 HOLANDA 

0.-C-STRAIN-S 5.4,13 5w,13« MEDICO 

111.-MINNESOI A-S 5.441 5,44134 MEDICO 

14- PAY- I-S 54, 5,14.1141 MEXICII 

lexwourist e e 1 HOLANDA 

17, MINNISOI A-11,- IN 5,44.13 54,413 MUCHO 

CEPAS DE CAMPO 

11.40NQ:N .44,1L13 54,11.13 54.1413 HOLANDA 

12.-W1LD DOAR 5,134,234 5314134 HOLANDA 

1),P.4 5.6,1 MEDICO 

24,15 54.7 MEDICO 

15.4155 411 MEDICO 

1444114 4,4 MEDICO 

21 PAV- LH (r) 4 4 4 MEMO 

HANOI, 1 5.11 POLONIA 

3 1.-JONIOW KIIREUER 5,12 POLONIA 

LA LEIDA é. 42111 	CEPA oll IN IDA POR ELLOS. 
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CUADRO 4.- DIAGRAMA DE LOS RESULTADOS DE LAS 31 CEAS DEL VFPC, ANTE 
ANTICULRPOS MONOCLONA LES PRODUCIDOS CONTRA LA CEPA BRESCIA 

rEPA 2 3 4 5 6 7 8 9 lo 11 12 13 

Al.FORT 2.3.1. 
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2.3.2. 

BREsCIA 
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NE W 
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AMES 
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c-si J (CHINA) d . 
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su 
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PAY- : -si ' d 
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89-55 

89-126 1 

MIN-P 
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sin« TI' 2 
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ioNkii.b.iiii.E3111 

 ...____ . • 
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CUADRO 5.- RESULTADOS DE LA DIFERENCLICION DE SEIS "CEPAS" DEL VFPC, CON ANTICUERPOS 
MONOCLONALES. 

CEPA ANTICI :RPOS MONOCLONALES PREPARADOS CON LA CEPA BRESCIA 
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5. DISCUSION 

Las 17 "cepas" que fueron cultivadas en una suspensión Ulular de 
tejido linfoide (cultivo primario con células no clasificadas) y se obtuvó 
una replicación similar de cada una, como lo demuestra la concentración 
de proteínas, que se muestra en el Cuadro 2 del primer capítulo. 

Se obtuvó suficiente concentración viral considerada como 
"semilla" a partir de todas las "cepas" en esté cultivo primario de tejido 
linfoide, para todos los subsecuentes estudios realizados en líneas 
celulares. Después, estas "cepas" se replicaron en cultivos célulares de la 
línea SK-6; en esta linea celular se realizó el aislamiento, identificación, 
tipificación, tinción y titulación, en el primer pase, no se recuperó ninguna 
"cepa" de las 17 trabajadas. Se repitió el mismo proceso para realizar un 
segundo pase y el resultado fué que se recuperaron sólo 3 "cepas" 
(Minnesota, PAV-250, 89-55), el resto de las "cepas" fueron cultivadas 
en células PK-15, y repitiendo todo el proceso, se recuperaron otras 3 
"cepas" (PAV-1, 89-126 y ALD), se procedió a realizar un tercer pase en 
SK-6 y se logró concentrar a las 6 "cepas" que se lograron recuperar. Las 
11 "cepas " restantes no mostraron replicación. 

El título obtenido por inmunofluorescencia mostró claramente que 
las "cepas" de referencia, AMES, Lederle y ALD tuvieron los títulos más 
altos, al ser comparados con respecto a las "cepas" vacunales y las de 
campo, como era de esperarse, por ser áltamente virulentas; las "cepas" 
vacunales tuvieron títulos muy similares (Cuadro 5 ). 

Entre los AcMs del Grupo A, se encuentran los números 2, 3 ,4, 7, 
que reconocen los sitios neutralizantes y conservados de la glicoproteina 
El y se subclasifican en Al ; en este trabajo se reconocieron estos sitios 
en las 31 "cepas" estudiadas; con respecto a los AcMs 9, 10 y 11 que 
reconocen sólo sitios conservados de la glicoproteina E 1 y que se 
subclasifican en A2, también fueron reconocidos por las "cepas" 
estudiadas. El analísis del determinante antigénico revelado con el 
monoclonal 12 presente en el grupo A (A3) no se presentó en las "cepas" 
de Alemania, Francia, Holanda y Polonia ("cepas" europeas) y tampoco 
en dos "cepas" de campo mexicanas; el AcMs 12 también da positivo 
con el AcM 2 y a veces con los AcMs 3, 4 y 7, pero no con los AcMs 9, 
10 y 11, lo que muestra el sitio neutralizante en el grupo A, no importando 
si la cepa es de alta, mediana o baja virulencia, o sí es de campo. 



CAPITULA) I., MENDOZA L►.& % 

Con respecto al AcM 6 que pertenece al grupo B no se encontró en 
todas las "cepas" (excepto en las polacas), también no importando su 
virulencia, en el caso de la cepa vacunal PAV-250, no se encontró 
reacción a este AcM sitio que es neutralizante. Los AcMs del grupo C (1, 
5 y 8), son anticuerpos que reconocen sitios neutralizantes de la 
glicoproteina; el AcM 5 no reaccionó en las "cepas" europeas, japonesas, 
ni americanas, incluyendo a las mexicanas y también no importando su 
virulencia, solo una cepa si reconoció ese determinante antigénico y fue 
la PAV-250. Con respecto al otro sitio del grupo C (8), no lo tuvieron, las 
"cepas" de Alemania, Francia, Japón y "algunas" de EUA (la 331 y la 
PAV-250 si reaccionaron) y fuerón "cepas" de alta, mediana y baja 
patogenicidad; las "cepas" de Polonia y Holanda y algunas "cepas" de 
EUA de alta y baja virulencia y de campo, sí presentaron dicho 
determinante antigénico. 

De tal manera que el AcM 8 aunado con el monoclonal 3 y un 
policlonal hiperinmune a virus completo, permite reconocer "cepas" de 
FPC de campo diferenciadolas de las "cepas" del virus de la Diarrea Viral 
Bovina (Cuadro 1). El Cuadro 2 muestra la función de los AcMs más 
importantes (1 ,2, 3, 4 y 12), sin embargo, no se pudo trabajar con el AcM 
1, que reacciona con las cepas vacunales, porque las donas, productoras 
de este AcM se perdieron en el laboratorio y no ha sido posible 
recuperarlas y por lo tanto no se logró obtener información a este 
respecto.. 

Las 6 "cepas" nacionales resultaron ser positivas a los AcMs 3 y 8 
demostrándose con ésto que son "cepas" del VFPC. Al comparar la 
tipificación de las "cepas" nacionales, con las internacionales, no se 
observaron diferencias marcadas, ante el ensayo con los AcMs 
(5,6,8,13), ante los cuales no reaccionaron las "cepas". Sólo la cepa 
vacunal PAV-250 no mostró reconocimiento al AcMÓ. 

La interpretación de los resultados de identificación por 
Inmunoperoxidasa (IPT), se realizó utilizando los AcMs 3 y 8 y un 
conjugado policlonal, como lo muestra el Cuadro 1. Un resultado positivo 
con IFD puede ser causado por el virus de campo de la FPC, virus 
vacua! o virus de la DVB ó por el virus de la Enfermedad de la Frontera 
(BD), de aquí la importancia de utilizar anticuerpos monoclonales y no 
sólo la técnica de IFD con un conjugado policlonal que nos podría dar un 
falso positivo. 
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En el Cuadro 4 se muestran los resultados que presentaron las 31 
"cepas" ante los 12 AcMs, lo cual nos permite suponer que no existen 
diferencias definitivas en términos generales, ya que no hay cambios 
importantes con respecto al tipo de "cepa" (vacunal, de campo o de 
referencia), o que indique si son de (alta, mediana o baja virulencia); sin 
embargo estos resultados nos permitieron tener un panorama amplio y 
tener una herramienta más para seleccionar 6 "cepas" que fueron aquellas 
a las que se les realice el resto de los estudios. De esta forma en el 
Cuadro 5 podemos observar que se seleccionaron 3 "cepas" vacunales, 2 
"cepas de campo y una "cepa" de referencia, además de la "cepa" de 
referencia Brescia, sólo para este estudio, de las cuales la más importante 
es la "cepa" vacunal PAV-250, que reacciónó casi a todos los AcMs a 
excepción del AcM6, por lo cual si el resto de los resultados coincidieran 
en apoyar que esta "cepa", podría ser "candidata" a ser utilizada como 
un posible marcador. La mayoría de las demás "cepas" no reaccionaron 
a los AcMs 5, 6 y 8 y algunas al 12 y 13. El sólo recuperar 6 "cepas" de 
17 	que se llevaron al laboratorio de Lelystad, Holanda muy 
probablemente fué debido al tipo de cultivo celular en el que se pretendió 
multiplicarlas, ya que tenían variable grado de adaptación en México, a 
la línea celular PK-15 mientras que en Holanda se utilizó la línea celular 
SK-6 que aunque en principio las dos son de riñón de cerdo, 
aparentemente hubo diferencias en el fiado de adaptación de cada virus 
de FPC a cada una de ellas; sin embargo los resultados que se lograron 
obtener al trabajar con las 31 "cepas" de diferentes países permitieron 
observar que no hay un cierto patrón de AcMs relacionado con el lugar 
de procedencia, o entre ciertas "cepas". Estos estudios también 
permitieron observar que las donas celulares que se sacaron de 
congelación para llevar a cabo este estudio con los AcMs producidos por 
ellos resultaron no ser tan estables como lo esperaban, conservadas en 
congelación a -70 C. 

Finalmente y quizá lo más importante es que se logró recuperar y 
replicar 6 "cepas" del VFPC, resultando ser efectivamente VFPC y no 
estar contaminadas con el virus de la DVB o el virus del BD, los títulos 
obtenidos de estas "cepas" también resultaron ser buenos y las "cepas" 
vacunales no estaban contaminadas con otros virus. 
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RESUMEN. 
En este trabajo se encontraron diferencias entre las "cepas" de campo, 

vacunales y de referencia, del virus de la Fiebre Porcina Clásica mediante, estudios 

de densidad boyante (DB) y espectroscopia en ultravioleta. Se obtuvieron un total 

de 12 fracciones a partir de cepa y se encontró que las fracciones 8 y 9 fueron las 

más importantes, para las "cepas" vacunales: Minnesota, PAV-1, PAV-250 y para 

las cepas de campo 89-126 y para la cepa 89-55, otras fracciones importantes 

fueron la 10 y la 11; para la cepa de referencia ALD las fracciones importantes 

fueron 3-4 y 9-10. La DB mostro ligeras diferencias entre "cepas", asi las de campo 

mostraron una DB de 1.114+ 0.002 g/ml; las "cepas" vacunales mostraron una DB 

un poco mayor 1.135+ 0,011 g/ml, y la cepa de referencia ALD mostró una DB más 

elevada de 1.184 g/ml, Los espectros mostraron que todas las "cepas" presentan 

picos de abdorbancia de aproximadamente 240 a 280 nm, que corresponden a las 

absorbancias de los atninoacidos aromáticos de las proteinas y a los ácidos 

nucléicos, respectivamente. Las cepas ADL y la 89-55 presentaron otros máximos 

de absorbancia. 
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SUMMARY 

This study conducted in order to find differenees in bouyant density (DB) and 

ultraviolet spectroscopy (UVS) among field, vaccinal and reference "strains" of Hog 

Cholerae. vaccinal "strains" used were: Minnesota, PAV-1 and PAV-250; reference 

strain was: ALD; and field "strains" were: 89-126 and 89-55. Ali "strains" were 

ultracentrifuged at 4 C (35,000 x g during 1.5 hs., using sucrose gradients (70%, 

50%, 30% and 20%). A spectrum of 200 o 320 mn was made. The Minnesota strain 

liad a DB of 1.146 g/ml and r=0.83 and the UVS revealed an AP (absorbance peak) 

of 245.86 nm and another at 284 nin. The PAV-1 strain had a DB of 1.134, r=95.5 

and AP at 242.54 and 279.71 lun. The PAV-250 strain liad DB of 1,124 g/m1 and 

r=0.985 and a peak at 246.28 !un and another at 282.28 mu. The reference ALD 

"strain" presented DB of 1.184 g/ml and r=0.944, and "platead from 255.28 to 

298.57 ni-n, and two peaks at 248 and 279.14 nin. the field strain 89-126 had a DB 

of' 1.116 glinl, r-0.992, and a one peak at 236 and another at 280.57 nin. The field 

"strain" 89.55 liad a DB of 1.112 g/ml, r= 0.986 and a "plateu" from 264,28 to 

285.71 nin. In the sucrose gradient, the DB and the UVS of the "strains" twelve 

fractions were obtained; the more important fractions were 8 y 9 from vaccinal 

"strains" Minnesota, PAV-1, and PAV-250 and from field "strains" 89-55 and 89-

126. For the reference "strains", heaving field "strains" a mean of 1.114+/-0.002 

vaccinal "strains" 1.135+/-0,011 giini, and reference strain had 1.184 g/ml. 

The UVS' s showed that all "strains" presented absorbances peas from 236 to 284 

mu, wich belongs to aroinatic aminoacids of proteins and nucleic acids respectively. 

The "strains" ALD and 89-55 shower higher maximal absorbances. 
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1. INTRODUCCION: 

El diagnóstico serológico de la FPC, se utiliza la prueba de SN y de ELISA 

y aunque estas técnicas son una herramienta útil para evaluar fallas en la respuesta 

de anticuerpos después de la vacunación, para detectar animales que padecieron la 

enfermedad subclinica (cerdos infectados y recuperados), o bien para utilizarlas en 

los sistemas de vigilancia epizootiológica. Sin embargo no se cuenta con una 

técnica serológica que permita diferenciar los cerdos con anticuerpos vacunales de 

los que tienen anticuerpos estimulados por el virus del campo. En un trabajo 

correspondiente a esta misma tesis (Mendoza et al, 1992) encontraron diferencias 

entre las "cepas" de capo, vacunales y de referencia, en cuanto a su comportamiento 

durante su proliferación en líneas celulares PK-15 y SK-6 y en cultivos primarios 

de órganos linfoides, los resultados mostraron que existieron diferencias entre ellas 

en lo concerniente a su patogenicidad; lo cual fue hecho, con la idea de encontrar 

características biológicas diferenciales, que sean propias de las "cepas" de FPC, ya 

sean de campo, vacunales o de referencia. Wensvoot y et al, en Holanda (1989) 

purificaron la cepa Brescia del VFPC a partir de lisados de cultivos celulares 

infectados y empleando un gradiente de glicerol al 30-0%/ con tartrato de Na-K al 

0.55%, encontraron que la fracción proteínica aislada a una densidad boyante de 

1.13 - 1.15 g/ml, presentaba altos títulos infectantes, mientras que en la fracción d 

1.12 - 1,14 g/ml mostraba presentaba alta afinidad en ECA. A las siete fraccones 

individuales presentes en estos dos "picos" se les realizó una electroforésis en gel 

de policrilamida-SDS. Las primeras tres fracciones que pertenecieron a la fracción 

de alta infectividad sólo se encontraron la gp54 y la gp51; mientras que en las otras 

fracciones con alta afinidad al ECA y baja infectividad, revelaron solo la gp 31. 
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Westawey, en 1985, parece haber purificado al VFPC, a partir de lisados de 

células infectadas; para la purificación del virus, encuentra que la gp31 estaba más 

asociada a las fracciones de alta finidad al ECA, en densidades 1.12-1.14 g/ml, que 

con fracciones de alta infectividad y densidad de1.14 g/ml. Como con la prueba de 

ECA se detecta específicamente la El, estos hallazgos sugieren que en la mayoría 

de antígeno El detectado en el pico ECA, son viriones están unidos en forma no 

estructural, pero sí como complejo con la gp 31. Posiblemente estas densidades 

detectadas en el complejo gp 31-E1 están unidas a las membranas de la célula 

hospedadora y no incorporadas en el virión (Weenvoort, 1989). Estos resultados 

concuerdan con los encuentros de Laude (1977), quién encontró que los viriones 

del VFPC, purificados por gradiente, estaban fuertemente contaminados 

componentes celulares. Otra posible explicación puede ser que la gp31 se encuentra 

únicamente en viriones inmaduros, en el mismo sentido que la proteína pre-M de 

los Flavivirus. 
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2. OBJETIVOS PARTICULARES 

I. Realizar la purificación viral de las seis "cepas" del VFPC, mediante 

ultracentrifugación con un gradiente de sacarosa. 

2. Realizar Estudios Comparativos para encontrar diferencias entre seis "cepas" de 

campo, vacunales y de referencia del VFPC mediante estudios de densidad boyante. 

3. Realizar Estudios Comparativos para encontrar diferencias entre seis "cepas" de 

campo, vacunales y de referencia del VFPC mediante estudios de espectroscopia en 

ultravioleta. 
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3. MATERIALES Y METODOS. 

3.1. MATERIAL HOLOGICO: 

Se utilizaron 6 "cepas" diferentes (tres "cepas" vacunales: Minnesota, PAV-

1 y PAV-250; una de referencia: ALD; y dos "cepas" de campo: (89-126 y 89-55) 

del Virus del FPC ya seleccionadas previamente, con base a los resultados 

obtenidos, en el Capítulo 1. 

3.2. GRADIENTE Y PURIFICACION DEL 'FPC: 

Las seis "cepas" seleccionadas fueron purificadas a partir de los cultivos 

celulares infectados, las cuales fueron suspendidas en buffer TNE (0.1 M tris, 

0.001M NaC I, 0.001 M EDTA, p1-17.4). Los virus fueron concentrados (1:10) por 

precipitación con 7% de (polictilenglicol 20,000), durante toda la noche. Los 

"pellets" fueron resuspendidos en buffer TNE, posteriormente fueron puestas cada 

cepa en el gradiente de sacarosa (sacarosa 99.9% de pureza) de 20, 30, 50 y 70% 

en tubos especiales de 12 mililitros (Quick sea! 16x76min. Beckman Instniments); 

se sellaron y se procedió a la ultracentrifugación durante 1.5 hr a 31,000 rpm a 4 C 

en una ultracentrifuga Beckman L-2 65B Rotor 65 Ti., de ángulo fijo (Purchio, A.F. 

et al., 1984; Wensvoort, 1989). 
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3.3. COLECCION DE MUESTRAS Y SELECCION DE FRACCIONES. 

De las 6 "cepas" fueron recuperadas 72 fracciones en total de 

aproximadamente 1 ml en tubos Eppendorf. Las fracciones se colectaron por 

punción en el fondo del tubo, correspondiedo la primera fracción al fondo del tubo 

y asi sucesivamente hasta llegar a la parte superior correspondiendole la fracción 12, 

las cuales posteriormente fueron estudiadas y seleccionadas (Mendoza et al, 1994). 

3.4. ESPECTRO EN ULTRAVIOLETA: 

A todas las "cepas" con un espectrofotometro Beckman (DU-64), se les 

realizó un barrido de espectro (EUV) de 200 a 320 nm y las fracciones obtenidas 

se les determinó su gráfica a cada una de ellas, cabe mencionar que la escala vario 

en algunas ocasiones, pero al registrar las lecturas se corregierón (Mendoza el al., 

1994). 

3.5, DIALISIS, CONCENTRACION DEL ANTIGENO Y 

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS. 

Cada fracción seleccionada de las 6 "cepas" en estudio fué dializada en 

membrana de dialisis de 14,000 MW, contra agua desionizada, con el fin de 

eliminar el exceso de sacarosa obtenido del gradiente, para así tener la seguridad de 

que la muestra estuviera limpia, a cada muestra se le fué determinando la ausencia 

o dismunición de sacarosa. Para la determinación de carbohidratos, se siguió la 

técnica del Dr. Dubois, en la cual a 200 µI de la muestra, se le agregaron 20 µI de 

fenol, se le agregó 1 ml de H2SO4  concentrado (rápida y cuidadosamente); se agitó 

a temperatura ambiente durante 10 min, se incubó a 30 C durante 20 mins, y se leyó 
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a 490 nm; el color que se presentó fue estable en un lapso 2 a 3 horas, a 

temperatura ambiente (Dubois o al, 1956). 

Después de comprobar que la muestra esta libre de sacarosa, se procede a 

concentrar cada fracción, de las muestras, lamabrana de diálisis conteniendo la 

muestra se pone en un recipiente con polietilenglicol de P.M 20,000. con un factor 

de concentración de 1:10, durante toda la noche a temperatura ambiente, las 

membranas se laan con el amortiguador TNE (Tris 0.1 M, NaCl 0.01 M, EDTA 

0.001 M, con pH=7.4), para su posterior mención de proteínas. 

3.5, DETERMINACION DE PROTEÍNAS. 

A cada fracción se le determinó la concentración de proteínas, mediante el 

método de Kalb, (Kalb and Bernlohr, 1977). a) Medir la absorbancia de las 

fracciones a 230 nm; b)Medir la absorbancia de las fracciones a 260 nm; c) Hacer 

el cálculo siguiente: 183 A230-75.8 A260=  microgramos/mililitro. 

3.7. DENSIDAD BOYANTE. 

La Densidad Boyante (BD) fué determinada por peso (100 1.11 de cada 

fracción). para esto se obtuvo la 	por medio de D=M/V, los resultados se 

graficaron (Wensvoort, 1989, Mendoza et al, 1994). 

3.8. ANÁLISIS ESTADISTICO. 

A todas las fracciones se les deterinó su coeficiente de corrlación mediante 

una regresión lineal, para comprobar si las muestras penetraron adecuadamente en 

el gradiente de sacarosa. 
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4. RESULTADOS 

La "cepa" Minnesota presentó una DB de 1.146 g/ml, el gradiente tuvo una 

correlación (r) de 83 y el espectro en UV (EUV), reveló un pico de absorvancia a 

245.86 nm y tres picos a 284 nm. La "cepa" PAV-1, presentó una DB de 1.134 

Wral, su gradiente una r=94.5 y el espectro mostró un pico de absorbancia a 242.54 

nm y otro a 279.71 nm. La "cepa" PAV-250 tuvo una DB de 1.124 g-ml, una r=98.5 

y el espectro reveló un pico a 246.20 nm y otro a 282.28 nm. En cuanto a la "cepa" 

de referencia ALD, esta tuvo una DB de 1.184 g/ml, una 1=-94.4 y el DB reveló una 

"meseta" desde 255.28 nm a 298.57 nm, un pco a 248 nm y otro a 29.14 nm. La 

"cepa" de campo 89-126 tubo DB de 1.116 g/ml, r=99.2 y el espectro mostró dos 

picos, uno a 236 nm y otro a 280.57 nm . La "cepa" de campo 89-55 tuvo 

DB=1.112, r=98.6 y su espectro mostró una "meseta" desde 264.28 nm a 285.71 

nm, dos picos bien defiiidos uno a 243.07 nm y otro a 280.57 nm y dos picos juntos 

a 239.42 nm. Los valores de densidad boyante y los máximos de absorbancia 

registrados en el espectro de ultravioleta de las "cepas" estudiadas en este trabajo 

se muestan en el Cuadro 1. 

Se obtuvieron 12 fracciones de cada "cepa", es decir un total de 72 

fracciones, estas se dializaron contra TNE (Tris) para eliminar la Sacarosa. Cada 

fracción fué estudiada por espectroscopía de UV, los datos obtenidos para todas las 

fracciones fueron graficadas, midiendo la concentración de proteínas; que 

presentaban proteínas y ácidos nucleicos, de esta manera se fueron seleccionando 

sólo algunas fracciones; como ejemplo de los 72 espectros obtenidos por cada 

"cepa" se puede observar la secuencia de las gráficas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 11, 12 

correspondientes a las 12 fracciones de la "cepa" de campo 89-55 (cabe mencionar 

que estas gráficas fueron obtenidas al leer cada muestra y de la computadora se 

imprimieron, en estas gráficas la escala no es correcta por lo que tuvo que ser 

corregida y los datos obtenidos son los que se muestran en el Cuadro 1. 
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CUADRO I. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS DE ESPECTROSCOPIA, FRACCIONES SEPARAS, 
POR GRADIENTE, COEFICIENTE DE CORRELACION Y DETERMINACION DE PROTEINAS DE 

LAS SEIS "CEPAS " ESTUDIADAS DEL VIRUS DE LA FIERRE PORCINA CLÁSICA . 

"CEPA" FRACC PROT DI 
trnrinal 
1.12-1.15 

r ESPECTRO ALS (A, ) 

1 
MINNESOTA 8 Y 9 246.72 1.146 83 1 PICO 245.86 

3 PICO 284 

PAV-1 8 Y 9 331.00 1.134 94.5 1 PICO 242.54 
1 PICO 279.71 

89.126 8 Y 9 399.07 1.116 99.2 1 PICO 236 
1 PICO 280.57 

89-55 S Y 9 
10 VII 

3369.03 
186.74 

1.112 98.6 F8 1 PICO 243.07 
I PICO 280.57 

FIO 2 PICO 239.42 
1 MESETA 264.28 

2115.71 

PAV-250 8 Y 9 413.11 1.124 98.5 1 PICO 246.28 
1 PICO 282.28 

ALD 3 Y 4 
9 V10 

1 

213.72 
222.31 

1.184 
4 

94.4 iF9 1 MESETA 255.28 
298.57 

F3 1 PICO 248 
1 PICO 279,14 

Fract-iikinkelón; Pro0Proteinat; rulteiretión Lineal; 45,-. Dettaidad If 1H/entidad Boyante s Coeficiente de correlación; 
Abe..Aboorliaiecia y F.•Fracción. 
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En la misma forma se realizó el estudio para el resto; en y la mayoría de las 

"cepas" se coincidió en seleccionar lasfracciones 8 y 9; esto se observa para la cepa 

Minnesota (Gráfica 13) , para la cepa PAV-1 (Gráfica 14), para la cepa de campo 

89-126 (Gráfica 15), para la cepa PAV-250, (Gráfica 16), para la cepa ALD las 

fracciones 3-4 (Gráfica 17), también la fracción 9 y 10 (Gráfica 18). 

Al mismo tiempo se fueron pesando 100 ul de cada fracción (72 en total), con 

lo que se fue calculando su 8=gr/ml, posteriormente estos datos se trataron por 

medio de una regresión lineal (Cuadro 1 y Gráfica 1; cepa 89-55), de esta manera 

se fueron obteniendo los coeficientes de correlación para todas las "cepas", como 

ejemplo se observa la cepa 89-55, ya mencionada anteriormente. Después de tener 

tanto los datos de la espectrocospia y de densidad, se procedió a granear las 

fracciones contra concentraciones de las proteínas y contra la densidad. De esta 

manera se obtuvieron los siguientes resultados. 

La "cepa" 89-55 tuvo BD=1.112, r=98.6 y su espectro mostró una "meseta" 

desde 264.28 nm a 285.71 nm, dos picos bien definidos uno a 243.0 nm y otro a 

280.57 nm y dos picos juntos a 239.42 nm. La "cepa" de campo 89-126 tuvo DB de 

1.116 g/ml, r=99.2, el epectro mostró dos picos, uno a 236 nm y otro a 280.57 nm. 

La cepa PAV-250 tuvo una BD de 1.124 g/ml, una r=98.5 (Gráfica 21), el espectro 

reveló un pico a 246.80 nm y otro a 282.28 nm. La cepa PAV-1, presentó una BD 

de 1.134 g/ml, su gradiente una r=94.5, el espectro mostró un pico de absorbancia 

a 242.54 nm y otro a 279.1 nm. En cuanto a la cepa de referecia ALD, esta tuvo una 

BD de 1.184 g/inl, una r-94.4 y el BE reveló una "meseta" desde 255.28 nm a 

298.57 nm, un pico a 248 'un y otro a 279.14. La cepa Minnesota, presentó una 

densidad boyante (DB) de 1.146 g/ml, el gradiente tuvo una correlación r=83 y el 

espectro en UV (EUV), reveló un pico de absorbancia a 245.86 nm tres picos a 284 

nm. Los valores de densidad boyante y los máximos de absorbancia registrados en 

el espectro de ultravioleta de las "cepas" estudiadas en este trabajo se muestran en 

el Cuadro 3. 
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5. DISCUS1ON: 

La "cepa" Brescia, purificada a partir de los sobrenadantes de cultivos 

celulares infectados o de células infectadas, en un gradiente de glicerol/tratrato de 

Na-K, mostró que la fracción de una densidad boyante de 1.13 - 1.15 g/m1 

presentaba altos títulos infectantes, mientras que en la fracción de 1.12- 1.14 g/ml 

presentaba alta afinidad en el ensayo de captura de antígeno (ECA). (Wensvoort et 

al, 1989). 

Con respecto a los resultados en este trabajo el coeficiente y correlación de 

las regresiones lineales indicó como había penetrado cada "cepa" al gradiente de 

sacarosa, obteniendo buenos resultados; mostrando así que el gradiente de sacarosa 

permitió purificar a las 6 "cepas" utilizadas en este estudio. 

En este trabajo también se determinó la densidad boyante y se analizaron los 

espectros de cada tina de las "cepas", Se obtuvieron 12 fracciones de cada cepa y 

se encontró que las fracciones más importantes fueron la 8 y la 9, para las "cepas" 

vacunales Minnesota, PAV-1, PAV-250, para las "cepas" de campo 89-55 y 89-12, 

para la cepa de referencia ALD las fracciones importantes fueron 3-4 y 9-10. La 

"cepa" 89-55 también mostró como fracción importante la 10 y 11 Por otro lado la 

DB mostró ligeras diferencias entre "cepas", se encostro que las "cepas" de campo 

mostraron una DB de 1.114+ 0.002 g/ml; las "cepas" vacunales mostrarón una DB 

un poco mayor 1.135+ 0.011 g/ml, y la cepa de referencia ALD mostró una DB más 

elevada de 1.184 g/ml. 

La DB puede variar, por interacción del virus, con el gradiente utilizado en 

la ultracentrifugación. Se sabe que la densidad será indicativa de que tan hidratadas 

estan las proteínas, debido a la hidrofobicidad que está dada por los aminoácidos 

y carbohidratos presentes. 



CAPITULO 3., MENDOZA E.S. 126 

La densidad también puede ser afectada porque la membranas están asociadas 

por tener varis aminoácidos pegados a la cápside interna, y parte transmembranal 

de la cápside externa, no precisamente como virus envuelto, sino como parte de la 

cápside, tambien la densidad puede variar porque los viriones se encuentran más 

empaquetados o menos empaquetados (Comunicación personal), Por otro lado las 

centrifugaciones isopicnicas debe hacerse durante 4 a 8 horas y el virus no sigue 

viajando hacia el fondo por detenerse en donde tiene el gradiente una densidad igual 

a la del virus, por lo que en este trabajo parece ser una separación por velocidad y 

las densidades obtenidas son solo indicativas de lo que se vió en estas pruebas. Esta 

es una razón de las diferencias con los datos publicados por otros autores y otra 

razón es una variación en las fórmulas de los gradientes empleados. 

(Comunicación personal). 

Los resultados mostraron que las "cepas" de campo presentaron la DB más 

baja, seguidas de las "cepas" vacunales y finalmente dela cepa de referencia. Esto 

correlaciona de alguna manera con los datos que comunica Weenvort, 1989, donde 

se menciona que "cepas" de 1.13-1.15 g/ml presentan altos títulos infectantes y atas 

presentan de 1.12 - 1.14 g/ml a la prueba de alta afinidad de captura. Esto puede 

deberse a que las "cepas" altamente infectivas presenten una DB más alta por estar 

más "activas", mientras que las vacunales se encuentran atenuadas con una DB 

mediana y baja con las "cepas" de campo, que deberían ser infectivas y quizá con 

un DB más alto. También debe tomarse en cuenta que los holandeses trabajaron con 

una sola cepa que fue la BRESC1A y con sus fracciones que purificaron; siendo 

esta cepa de rferencia y por lo tanto más infectiva. Lo que es totalmente diferente 

a los resultados obtenidos, porque en este capitulo se trabajaron con 6 

"cepas"diferentes y con sus 2 fracciones purificadas (8 y 9), utilizando diferentes 

tipos de "cepas" (vacunales: Minnesota; PAV-1; PAV-250, de campo 89-55, 89-126 

y de referencia: ALD). 
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Los espectros mostraron que todas las "cepas" presentaron los picos de 

absorbancia a 240 y 280 nm, los cuales corresponden a las absorbancias de los 

aminoácidos aromáticos de las proteínas y a los ácidos nucleicos respectivamente. 

En cuanto al análisis de fracciones, Wensvoot el al., (1989) encontraron siete 

fracciones individuales presentes en estos dos "picos". Las primeras tres fracciones 

que pertenecieron al pico de alta infectividad sólo se encontraron en la gp54 y la 

gp51; mientras que en las otras fracciones con altas señales (afinidad) del ECA y 

baja infectividad, revelaron sólo la gp31. 

Cuando la purificación fue hecha con lisado de células infectadas, 

encontraron que en la gp31 estaba asociada más con las fracciones de alta ECA, con 

densidades de 1.12-1.14 g/ml, que con las fracciones de alta infectividad, que tenían 

densidades de 1.14 g/ml,. Corno la prueba de ECA específicamente detecta El, 

estos hallazgos sugieren que la mayoría del detectado en el pico de ECA 

correspondes a viriones unidos en forma no estructural, pero sí como un complejo 

con la gp31. Posiblemente estas densidades del coplejo gp31-E1 están unidas a las 
membranas de la célula hospedadoras y no incorporada en el virión. Estos 

resultados concuerdan con los hallazgos de Laude (1977), relativos a que los 

viriones del VFPC, purificados por gradiente se encontraron fuertemente 

contaminados por componentes celulares. Otra posible explicación puede ser que 

la gp31 se encuentra únicamente en viriones inmaduros, en el mismo sentido como 

proteína pre-M de los Flavivirus (Westawey, 1985). Con los resultados obtenidos 

no se puede decir todavía si está relacionado a la gp31 o la El ; al analizar las 

corridas en geles de policrilamida se llevaron a cabo en el Capítulo 5 muy 

probablemente se encuentre una explicación más amplia a todo esto, lo cual se 

discutirán en la parte final de esta Tesis. 

Finalmente, el estudio que se realizó por Espectro en luz Uttravioieta, con las 

fracciones de todas las "cepas", donde se les realizó un barrido de espectro de 200a 

320 nin, obteniendo de capa "cepa" su gráfica, permitió obtener 	un pérfil 

representativo de cada una, lograndose seleccionar las fracciones más importantes, 

lo cual proporcionó información selectiva, que permitió seguir con el siguiente 

estudio, está técnica nos permitió tener una buena selección, lo cual se comprobó 

en el siguiente Capítulo. 
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RESUMEN 
El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de partículas vírales 

por microscopía electrónica en las fracciones correspondientes a los picos 

determinados por el espectro en U.V. Se utilizaron seis "cepas" en total, tres 

"cepas" vacunales: "cepa" Minnesota, "cepa" PAV-1 y "cepa" PAV-250; una "cepa" 

de referencia: ALD; y las "cepa"s de campo: 89-126 y 89-55. Se realizó la técnica 

de Tinción negativa: cada muestra se fijó con glutaraldehido y se tiñió con ácido 

fosfotúngstico y se observó al microscopio electrónico de transmisión. Las 

fracciones más importantes obtenidas, que correspondieron a los picos de 

absorbancia de los aminoácidos y proteínas que fueron la 8 y 9 para la mayoría de 

las "cepas". En las fracciones del gradiente: la "cepa" Minnesota, que tuvo 

absorbancia a 245.86 nm, en los otros tres "picos" de absorbancia 284 nm , que 

pertenecieron a la fracción 8 y 9 del gradiente, se observaron partículas vírales; La 

fracción 8 y 9 de "cepa" PAV-1, que presentó absorbancia a 242.54 nm y otra a 

279.71 nm, se pudieron observar partículas virales. La "cepa" PAV-250 tuvo una 

fracción que absorbe a 246.20 nm y otra a 282.28 nm, en ambas se observaron 

partículas vírales; La "cepa" de referencia ALD, que presentó en la fracción 9 y 10, 

con tres picos con absorbancia 255.28 a 298.57 nm, se observaron partículas 

vírales. Las "cepas" de campo 89-126 y 89-55 mostraron en una con el BE un 

fracción de 236 y otro de 280.57; mientras que la otra el BE reveló una "meseta" 

de 264.28 a 298.57, dos "picos" de 243.07, de 280.57 y dos de 239.42, 

observándose virus en la fracciones 8 y 9. Se determinaron partículas completas, 

en fase de destrucción, observandose péplomeros alrededor del núcleo, ya que la 

envoltura está fuertemente adherida a la cápside, toda la partícula se observó con 

un pérfil icosahédrico aparente. Estas partículas solo se observaron en las 

fracciones 8 y 9 de la "cepa"s vacunales: Minnesotta, PAV-1, PAV-250, y de las de 

campo: 89-126 y 89-55, y en la fracción 9 y 10 de la "cepa" de referencia ALD. La 

técnica que se utilizó para visualizar las partículas fue la tinción negativa, 

observándose particulas virales completas, incompletas y péplomeros. 
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SUMMARY 
The objective of this work was to determine the presence of viral 

particles through electron microscopy of the corresponding fractions from 
UV peaks. Wensvoort et al. puritied the Brescia strain of Hog Cholerae virus 
(HCV) in Na-K glycerol/tartrate gradient and found a fraction 1.14 +1-1 gin' 
of bouyant density with high leve) of infectant titres, and a fractions of 1.13+/-1 
ghnl that had high affinity in the antigen capture assay (ACA); however, they 
could not find viral infectant particles under electron microscopy in 
corresponding fractions. A preceding work research (Mendoza el al, 1993) 
showed UV spectrum peaks of field, vaccine, and reference HCV "strains". 
Sis HCV "strains" were analyzed, three vaccine "strains": Minnesota, PAV-1 
and PAV-250; one reference strain: ALD; and two field "strains": 89-126 and 
89-55. All samples were fixed with glutaraldheide, stained with 
phosphotungstic »cid, and observed under a transmission electron microscope. 
For the Minnesota strain, the three peaks of 284 nm from the 8 and 9 gradient 
fractions showed viral particles; the fractions 8 and 9 from PAV-1 strain, with 
absorbance peaks of 242.54 and 282.2879.91 nm liad viral particles; the PAV-
250 strain that had two peaks of 246.20 and 282.28 nm, both had observable 
viral particles. The reference strain (ALD), that showed three absorbance 
peaks from 255.28 to 298.57 nm In fractions 9 and 10, had siso viral particles. 
The field "strains" 89-126 and 89-55, had observable viral particles in gradient 
fractions 8 y 9. Ml particles found were complete, in destruction phase, with 
peplomers surrounding the nucleus, because the envelope is strongly attached 
(o the capsid, having an apparent icosahedric profile. This particles were only 
observed in fractions 8 y 9 of vaccine and field "strains". For the reference 
strain ALD, particles were observed in fractions 9 and 10. 
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1. 1NTRODUCCION 

Los holandeses (Wensvoort y cols, 1989) cuando purificaron la "cepa" 
Brescia en gradientes de glicerol/tartrato de Na-K, encontraron que la fracción 
de una densidad boyante de 1.14 ±1 g/ml presentaba altos títulos infectantes, 
mientras que en la fracción de 1.13 ± 1 g/ml presentaba alta afinidad en el 
ensayo de captura de antígeno (ECA), sin embargo no observaron la presencia 
de partículas virales 	por microscopia electrónica en las fracciones 
correspondientes. 

El VFPC mide aproximadamente de diámetro de 40 a 50 nm con una 
nucleopcápside de 29 nm. Es un virus RNA envuelto, la membrana alrededor 
le da la estructura icosahédrica, han sido demostradas proyecciones parecidas 
a flecos de 6 a 8 nm sobre la superficie del virión. La densidad boyante 
dependerá del material que se utilice para el gradiente y sobre las células en 
las que ha sido propagadas el virus, la densidad ha sido reportada desde 1.12 
hasta 1.178 g/ml. Con valores en su coeficiente de sedimentación de 140-180 S 
(I lorzinek, 1981). 

En el trabajo precedente a este estudio, se mostraron los espectros de las 
"cepa"s de FPC observandose que todas presentan los picos de absorbancia 
a 240 y 280 nm, sin embargo las "cepa"s ALD y la 89-55 presentaron otros 
picos de absorbancia. 

Los espectros en ultravioleta de las fracciones de las "cepa"s en estudio 
mostraron que la "cepa" Minnesota, tuvo un espectro en UV de que reveló un 
pico a 245.86 nm y tres picos a 284 nm; la "cepa" PAV-1, presentó un espectro 
que reveló un pico a 242.54 nm y otro a 279.71; mientras que con la "cepa" 
PAV-250 se reveló un pico a 246.28 nm y otro a 282.28 nm. En cuanto a la 
"cepa" de referencia AL», ésta tuvo un espectro que reveló una "meseta" 
desde 255.28 a 298.57 mi, un pico a 248 pm y otro a 279.14 nm. La "cepa" de 
campo 89-126 presentó un pico a 236 nm y otro a 280.57 nm; la "cepa" de 
campo 89-55 tuvo una "meseta" de 264.28 a 285.71, un "pico" a la 243.07 y 
otro a de 280.57 y dos de 239.42, respectivamente. 

Los estudios de Microscopia Electrónica realizados por Van Oirschot 
(1980), sugierieron que los virus maduros están sobre la membrana 
introcitoplasmática, esto es apoyado por la falta de habilidad de detectar 
antígenos de VFPC sobre la superficie de las células infectadas, por lo menos 
dada la sensibilidad del ensayo empleado por este autor . 
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2. 0. OBJETIVO PARTICULAR 

Determinar la presencia de partículas virales por microscopia 
electrónica en las fracciones correspondientes a los picos previamente 
determinados por el espectro en UV. 

3.0. MATERIALES Y MÉTODOS. 

3.1. "CEPAS" 

Se utilizaron las fracciones del gradiente siguientes: de la "cepa" 
Minnesota, la que tuvo absorbancia a 245.86 nm, y los otros tres "picos" con 
absorbancia a 284 nm, que pertenecieron a las fracciones 8 y 9 del gradiente; 
Las fracciones 8 y 9 de la "cepa" PAV-1, que presentaron absorbancia a 
242.54 nm y 279.71 nm; de la "cepa" PAV-250, una fracción que absorbe a 
246.20 nm y otra a 282.28 nm; de la "cepa" de referencia ALD, la que se 
presentó en la fracción 9 y 10, con tres picos con absorbancia de 255.28 a 
298.57 nm; de las "cepas" de campo 89-126 y 89-55 las fracciones de 236 y de 
280.57 de la primera así como la "meseta" de 264.28 a 285.71, los "picos" de 
243.07 y de 280.57 y los dos de 239.42. 

3.2. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA 

Se utilizaron las fracciones de las seis "cepas" en total, tres "cepas" 
vacunales: Minnesota, PAV-1 y PAV-250; una "cepa" de referencia: ALD; y 
las "cepa"s de campo: 89-126 y 89-55, todas ellas obtenidas por gradiente de 
sacarosa. 
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4.0. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El Cuadro 1, nos permite observar los resultados obtenidos en los 

estudios anteriores y las fracciones con las que se trabajaron, también se 

observan los resultados totales de los diferentes estudios realizados con las 6 

"cepas", mostrando partículas virales en las fracciones importantes. 

En la Figura 1, se observan partículas virales que se asemejan a las del 

VFPC la "cepa" de campo 89-55, a un aumento de 25,000. 

En la Figura 2, se observan partículas virales indicativas deIVFPC, 

obtenidas de la fracción 9 y 10 de la "cepa" ALD, con un aumento de 25,000. 

En la Figura 3, se observan partículas vírales y peplómeros, de la 

"cepa" de campo 89-126 detectadas en la fracción 8 y 9 a un aumento de 

25,000. 

En la Figura 4, se observa una partícula viral de la "cepa" PAV-1, a un 

aumento de 25,000. 

Con respecto a los resultados de Microscopia Electrónica de las 

fracciones del gradiente: la "cepa" Minnesota, tanto en la absorbancia de 

246.72 nm, como en los otros tres "picos" de absorbancia de 284 nm, que 

pertenecieron a las fracciones 8 y 9 del gradiente, se observaron partículas 

virales; en las fracciónes 8 y 9 de la "cepa" PAV-1, que presentaron 

absorbancia a 242.54 nm y con 279.71 nm, se pudieron observar partículas 

virales; la "cepa" PAV-250 tuvo dos fracciones que absorbieron a 246.28 nm 

y a 282.28 nm y en ambas se observaron partículas virales; con la "cepa" de 

referencia ALD en la fraccion 9 presentó una meseta de 255.28 a 298.57 nm, 

y en la fracción 3 y 4 un pico de 248 y otro de 279.14, donde 
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se observaron partículas virales. Las fracciones 8 la "cepa" de Campo 89-126 

mostró un pico de 236 y otro de 280.57; mientras que en la fracción 10 de la 

"cepa" de campo 89-55 presentó una "meseta" de 264.28-285.71 y un pico de 

239.42, observándose partículas virales. 

En este estudio se encontraron partículas completas, en fase de 

destrucción, observandose peplómeros alrededor del nucleo, ya que la 

envoltura está fuertemente adherida a la capside, toda la partícula se 

observó con una forma icosahédrica aparente. Estas partículas sólo se 

observaron en las fracciones 8 y 9 de la "cepas" vacunales: Minnesotta, 

PAV-1, PAV-250, en las de campo: 89-126 y 89-55, y en la fracción 9 y 10 de 

la "cepa" de referencia ALD, esto se puede obsevar en las Figuras 1,2,3,4. 

Con respecto a los estudios realizados por Wenvoort (1989), quién 

trabajó con gradientes de ultracentrifugación con tatrato de sodio y sacarosa, 

donde reporta que obtuvieron 60 fracciones, de las cuales, 52 de las 60 

resultaron ser positivas a la prueba de infectividad, por la técnica de captura 

de antígeno; además de analizar estos picos por el método de PAGE-SDS, se 

encontró que correspondieron a proteínas importantes, tales como 54K, S1K 

y 31K demostrandose que son glicoproteínas; '%Venvoort y cols., en este estudio 

no realizaron trabajos con Microscopia Electrónica con las fracciones 

obtenidas. Con respecto a las DB sus resultados fueron de 1.13-1.15 g/ml, 

para las de alto titulo de infectividad de 1.12 a 1.14 g/ml, para las de títulos en 

el ECA, mientras los de los holandeses rebajaron solamente con la "cepa" 

BRESCIA. 
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En este estudio se trabajaron 6 "cepas" diferentes (de campo, vacunales 

y de referencia); además, el gradiente de ultracentrifugación se realizó con 

sacarosa, en diferentes concentraciones; posteriormente sólo se separaron 12 

fracciones de 1 ml, las densidades que se obtuvieron fueron 1.112 a 1.184 y 

fueron detectadas partículas virales por Microscopía Electrónica de 

Transmisión, aunque las fracciones sean diferentes en cuanto a número, los 

resultados coinciden parcialmente ya que de esta manera podernos encontrar 

datos importantes en "cepa"s de referencia (1.184), "cepa"s de Campo 

(1.114), y "cepa"s vacunales (1.134). La diferencia en la D13 puede variar por 

la velocidad y tiempo de la ultracentrifugación y esto puede cambiar la 

densidad isopícnica en las fracciones obtenidas. La Dil puede variar también 

por el material que se va ha utilizar para formar el gradiente y también por las 

células que se utilicen para propagar al VFPC, por lo que ha sido reportado 

desde 1.12 hasta 1.17 g/ml (1lorzinek, 1981). 

Existen diferentes formas de medir esta densidad, quizá por esto las 

partículas virales que se observaron, tales como: partículas incompletas, 

partículas completas, peplómeros, con una estructura relativamente 

icosahédrica por estar la envoltura íntimamente adherida y otros cambios 

visualizados por este método. Por lo que podernos concluir estas fracciones o 

picos detectados mediante el estudio de espectroscopía, cpincidiron con los 

picos detectados, tanto de proteínas como de ácidos nucleicos y finalmente se 

confirmó que contenían partículas virales por la Microscopía Electrónica de 

Transmisión; los resultados del Capítulo 5 nos demostró si estas partículas 

pertenecen a la glicoproteinas o a proteínas importantes del N'FPC. 1.a 

diferencia observada asi como las fracciones en que se encuentran los virus 

pueden variar dado que no se hizo centrifugación isopicnica sino separación 

por gradiente de velocidad. Quizá por esto las partículas virales que se 

observaron fueron tanto completas como incompletas y fracciones virales. 
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CAPITULO 5 

ESTUDIO ELECTROFORÉTICO Y DE 
INMUNOTRANSFERENCIA DE LAS 

FRACCIONES PURIFICADAS DE LAS 
"CEPAS" DE CAMPO, REFERENCIA Y 

VACUNALES DE FPC. 
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RESUMEN 

Se estudiaron por electroforesis las proteínas y glicoproteínas del VFPC con 
la finalidad de encontrar diferencias entre las "cepas" de referencia, vacunales y de 
campo; además se investigaron por medio de la técnica de inmunotrasferencia, con 
sueros de algunos lugares de la República Mexicana, con el objeto de detectar el 
reconocimiento de estas proteínas por sueros de cerdos de diferentes "status" 
inmunológico. Mediante las pruebas de electroforesis y las tinciones realizadas se 
observaron bandas bien definidas; con nitrato de plata se lograron visualizar bandas 
anteriormente y no reportadas en la bibliografia, entre las que se encuentran las 
glicoproteínas El y E2, además la proteína de cápside y la proteina de 31K, Se 
observaron proteínas de alto peso molecular en todas las "cepas". Los pesos 
moleculares se calcularon a partir de la regresión lineal , con los datos de los 
Rf(s) de los pesos moleculares de las proteínas controles; y posteriormente se 
correlacionaron los Rgs) de cada muestra, para calcular su PM. Por otro lado se 
realizó la tinción también con Concanavalina A-peroxidada para detectar 
glicoproteínas. Con respecto a los resultados de inmunotrasferencia, realizados con 
los sueros contra el VFPC, provenientes de las diferentes zonas del país; y con 
respecto al porcentaje de animales positivos, se observó que: Sonora tuvo 10 
animales positivos un total de 21 (47.62%); Guanajuato 11 animales de 22 (50%); 
Yucatán 9 animales de 23 (39.13); de los animales desafiados, 11 animales de 18 
(61.11), y finalmente de los controles O de 3 (0%), fueron positivos. Con respecto 
a los sueros de Sonora, no se encontró una respuesta asociada a las "cepas" 
patógenas de campo, exceptuando los sueros donde se encontró respuesta solamente 
en contra de las bandas de 23Kd y 51Kd, que corrrespondieron a proteínas 
comunes a todas las "cepas" vacunales. asó como las de referencia; sin embargo, 
se encontraron reacciones aisladas en contra de fracciones de 210 y 219 Kd, las 
cuales no se encuentran reportadas con anterioridad. Con respecto a los sueros del 
Edo. de Guanajuato, se encontró una reacción importante contra: una de las "cepas" 
patógenas de campo, a las 2 vacunales y a la de referencia. Con respecto a los 
sueros de Yucatán las bandas fueron positivas moderadamente en contra de las 
"cepas" de campo. Estos resultados nos muestran que los sueros que reaccionaron 
a las "cepas" 3 y 4 de campo, no reaccionaron de igual manera a la de referencia y 
a las vacunales, esto puede descartar la posibilidad de que las "cepas" de campo 
sean "cepas" vacunales; mientras que la cepa a la que más reaccionaron los sueros 
fué a la cepa 5 (vacuna-PAV-250). Se encontraron varias bandas no reportadas con 
anterioridad. El pérfil electroforético de las "cepas", se encontraron proteínas que 
al parecer son propias de las "cepas" de campo. Por lo que esta información puede 
ser de vital importancia para tomarlas como marcadores y poder diferenciar 
anticuerpos vacunales, de anticuerpos infectantes, lo cuál podría ser investigado en 
trabajos posteriores. 
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SUMMARY 

in order to determine by immunoblotting what proteins are recognized by 
swine sera ofdifferent aneas of México and varying degree of immunological state 
of the various "strains" of virus. Six "strains" of Classical Swine fever were used 
(CSF): Minnessota strain, PAV-1, PAV-250 strain and two fields isolates 89-126 
and 89-55. The most important fractions of each strain were determinated by 
sucrose gradient centrifugation. Which were fractions 8 and 9 for all "strains" 
except ALD where the most important were fractions 3-4 and 9-10. Samples of 
the fractions from each strain were separated by PAGE at a 7.5 and 12% 
concentration with SDS. The concentrating gel used was 5% concentration. The 
fractions were transferred to nitrocelulose paper. The sera were colected in Sonora 
(a CSF free state), Guanajuato (under vaccination control campaign) and Yucatan 
(with a eradication campaign. The Sonora sera reacted only to bands 23 Kd and 
51 Kd wich were found in all of the "strains". The fractions more frecuently 
recognized were 118,72,38,37,32,31,29, 228, 27, 25, 23 and 21 Kd and isolated 
reactions were observed against bands of 210 and 219 Kd, not previously reported. 
The Guanajuato sera reacted against a field isolate in a strong manner, also 
reactions against two vaccine "strains" and a refference strain. The main reactions 
were against bands 209*, 199*, 81*, 72*, 71*, 48, 49*, 44,37, 33-35, 28, 27, 24-26, 
23,22, 21. The sera from Yucatan showed a moderate response against field 
isolates and the bands recognized were as follows: 210*, 175*, 80*, 68, 69, 51, 44-
46, 37, 33-34, 26-29, 24, 23, 21. The challenged animals reacted to fractions 175*, 
75,51, 42,29,28,27,24,22,21. On the other hands to wich previously not reported 
activity was found are marked with an asteristik (*). The hyperimmune serum 
reacted to the field isolates 3 an 4, did not react in the same manner to the 
refefference and vaccine "strains"., wich in turra can rule out the posibility that the 
field "strains" are escaped vaccine "strains". The strain where a more consistent 
reaction was observed was strain PAV-250, wich is a vaccine strain. We think that 
these bands are characteristic of field "strains". Wich in tourn can be interpreted to 
mean that these bands can be used as markers to distinguish field "strains" from 
vaccine "strains". 
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1.0. INTRODUCCION 

El virus de la Fiebre Porcina Clásica (FPC) y el de la Diarrea Viral Bovina 
(DVB) pertenecen a la familia Togaviridae género Pestivirus (Horzinek 1973); 
antigénicamente (Darbishire 1960; Mengeling et al, 1963) y estructuralmente 
(Enzmann y Weiland, 1978, Laude 1979) VFPC y DVB están estrechamente 
relacionados (Weenvort, 1990). 

Tres proteínas del VFPC han sido descritas (Enzmann y Weiland, 1978): dos 
glicoproteinas de envoltura con pesos moleculares aparentes de 55K (GP55) y 
46(GP46), y una proteína del "core", no glicosilada de 36K (P36). Estas proteínas 
similares han sido identificadas como proteínas estructurales en el virus de la DVB 
(Matthaeus, 1979). Las proteínas estructurales de los Pestivirus han sido 
identificadas como El (55K-57K), E2 (44K-46K) y C (34K-36K) (Westaway. et al„ 
1985). En otro reporte se han encontrado trece epítopes, los cuáles fueron definidos 
por anticuerpos monoclonales para el VFPC, Los epítopes fueron agrupados en 
cuatro dominios antigénicos (A,B,C y D). Esto fue demostrado por medio de la 
prueba de captura de antígeno, los dominios están localizados en la misma proteína. 
Los AcMs dirigidos contra los dominios A,B y C se localizan contra los sitios de 
neutralización. 

Los pestivirus, son virus RNA de 12-13 kb, que codifica aproximadamente 
para cuatro mil aminoácidos (Renard et a/,.1985; Colett et a/,.1988; Moorman y 
Hulst, 1988). Una organización tentativa de su genoma está basada en una copia del 
cDNA del RNA del virus DVB (Colett et al,.1988) y el suero producido contra E. 
col! expresa productos de segmentos seleccionados del cDNA, que reaccionan con 
un total de 12 proteínas para el virus de la DVB. Estos investigadores localizaron 
que la secuencia del cDNA codifica para un péptido de 20k hacia el lado 5 ' del 
genoma. La secuencia codifica a una glicoprteína de 116k, esta proteína fue 
considerada como un precursor de 2 glicoproteinas, una de 62k y otra de 53k. La 
glicoproteína de 62k fue considerada también como precursor de otras dos 
glicoproteinas, una de 48k y otra de 25k. Una secuencia codifica para una proteína 
de 125 localizada como en tercer lugar, esa proteína fue considerada precursora de 
otras dos proteínas una de 54k y otra de 80k; una secuencia final es codificada para 
una proteína de 133k, esta proteína ha sido precursora de otras dos proteínas de 58k 
y de 75k. Cuáles de estas proteínas son estructurales? ¿Cuáles funcionales? y 
¿Cuáles no estructurales?, aún se desconoce. 
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Enzmann,(1988), usó varios ensayos de inmunoprecipitación con proteínas 
de VFPC y VDVB. Las proteínas virales del Usado de células infectadas o de 
preparaciones con viriones purificados procedentes de fluidos de cultivos 
enriquecidos, de cultivos fueron detectados con antisueros específicos. Un amplio 
rango de resultados aparecieron de esta investigación; sin embargo, han sido poco 
concluyentes. Se ha encontrado una proteína de 34k-38k que se piensa sea de la 
cápside (C), dos glicoproteínas de 53 -57k (El ) y una de 44-48k (E2) estas 
proteínas son consideradas de envoltura. La proteína El del virus de la DBV fue 
capaz de inducir anticuerpos neutralizantes (Donis et al, 1988, Magar et ale  .1988), 
además se ha encontrado una diferencia entre las "cepas" de VBVD no 
citopatogénicas y las citopatogénicas. En cultivos celulares la "cepas" 
citopatogénicas generan una proteína no estructural de 87k, a partir de una original 
de 120k, pero no ocurrió con las "cepas" no citopatogénicas. 

Wensvoort y colaboradores, en Holanda (1989) purificaron la cepa Brescia 
del VFPC a partir de usados de cultivos celulares infectados, empleando un 
gradiente de glicerol al 30-0% / tartrato de Na-K al 0-55% y encontraron que la 
fracción proteínica aislada a una densidad boyante de 1.13 - 1.15 g/ml presentaba 
altos títulos infectantes, mientras que la fracción de 1.12 - 1.14 g/ml presentaba alta 
afinidad en el ECA. A las siete fracciones individuales presentes en estos dos 
"picos" se les realizó una electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS. En las 
primeras tres fracciones que pertenecieron a la fracción de alta infectividad sólo se 
encontraron la gp 54 y la gp 51; mientras que en las otras fracciones con alta 
afinidad al ECA y baja infectividad, revelaron sólo la g,p 31 (Wensvoort el al 1990). 

Wensvoort y cols., (1990), mostraron que el virión del VFPC es un partícula 
pequeña y esférica que consiste de una cápside hexagonal, conteniendo el genoma 
viral RNA de cadena positiva, el cual contiene en la envoltura 3 glicoproteínas 
virales denominados: El (gp51 a gp54), E2 gp44 a gp48, y E3 (gp31). Estos 
investigadores encontraron una proteina de envoltura El, la cual fue aislada por 
purificación con inmunoafinidad con anticuerpos monoclonales dirigidos contra 
VFPC completo. La proteína El presentó una glicoproteína en forma de doblete, 
la cual varía en tamaño de 51K a 56K entre las tres proteínas probadas; esta 
proteína contiene un determinante antígenico el cual es conservado y esta 
involucrado en la neutralización por AcMs. En las células infectadas la El fue 
encontrada siempre unida a la glicoproteína 31K, cuando las uniones N-glicanes 
fueron removidas. La proteína El tiene un soporte principal que es un polipéptido 
de aproximadamente 47K. Después de la degradación de la El con la proteasa V8 
de Staphv/ococcus se les realizó una electroforesis y una electrotransferencia, este 
polipéptido fragmentado contienen diferentes dominios antigénicos en la proteina 
E 1 que fueron detectados con AcMs dirigidos contra VFPC. Tres proteínas 
estructurales estan involucradas: dos glicoproteínas de envoltura con valores de 
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PM: 55000 (55K) y 46000 (46K) y proteínas de cápside no-glicosiladas con un PM 
de 36000 (36K) las cuales fueron identificadas en el VFPC (Enzmann y Weiland, 
1978).Otras proteínas similares han sido identificadas como proteínas estructurales 
en el virus de la DVB (Matthaeus 1979), las tres proteínas estructurales han sido 
tentativamente llamadas, El (55k a 57k), E2 (44k a 46k), C (34k a 36k) (Westawey 
y cols.,1985a). Sin embargo, las evidencias completas de estas proteínas confirman 
que son dos proteínas de envoltura y una proteina de la nucleocápside. 

Los dominios A,B y C son sitios neutralizantes que probablemente 
reconozcan los componentes de la envoltura, después de la reducción el aparente 
PM de la gp24 y un doblete de gp47-gp45, indicando que el patrón migratorio en 
SDS-PAGE tiene cambios, posiblemente debidos a las diferentes formas de las 
proteínas. Las bandas de las proteínas de la muestra reducida, mostraron que la 
gp24 viene de gp31 y que lagp47-gp45 viene de la gp54-gp51, la gp31 y el doblete, 
ha sido detectada alguna bandas de peso molecular alto; gp90, sin embargo se parte 
dentro de bandas difusas a 70K a 76K y dentro del doblete gp54-gp51 y gp31. Así 
la gp70 comprime heterodímeros, hace a p31 y un miembro de doblete gp54-gp51, 
gp90 probablemente comprime heterodímeros haciendo dos copias de gp31. Para 
determinar si eran proteínas estructurales el doblete gp54-gp31 y gp31, se aislaron 
estas proteínas de gradientes de purificación de la "cepa" Brescia del VFPC. 
Inicialmente el VFPC fue purificado a partir de los sobrenadantes de células 
infectadas; Se colectaron; se probó su infectividad, así como su densidad y fueron 
analizados por la prueba de ACA (ensayo de captura del antígeno). Los títulos altos 
y señales altas de ACA fueron detectadas en un pico, con dos densidades de 1.13 
a 1.15 g/ml. y de 1.12 a 1.14 g/ml, repectivamente, El pico fue purificado por 
inmunoafinidadd con AcMs 3 y entonces fueron probados por SDS-PAGE, y fueron 
detectadas únicamente las gp54 y gp51. Las siete fracciones individuales que 
constituían los dos picos fueron purificadas por inmunoafinidad y fueron probados 
con SDS-PAGE, bajo condiciones reductivas; las proteínas fueron entonces 
inmunotrasnferidas y teñidas con Concanavalina A (Con A) para detectar las 
glicoproteínas. En la primera de las tres fracciones , las cuales corresponden con los 
picos infectivos, gp54 y gp51 fueron predominates, pero la gp31 fue poco visible. 
Después de la electroforesis, el polipéptido fue fragmentado y los fragmentos 

fueron transferidos a papel de nitrocelulosa, utilizando la tinción con la Con A*P 
marcada con peroxidasa, los resultados revelaron que las gp54-gp51 habían sido 
digeridas en 5 fragmentos de 42K a 39K, 35K a 32K, 31K, 27K a 24K y 19K. Al 
probar las piezas del gel, se encontró que éste contiene bandas únicamente de gp51, 
revelando que la gp54 mostró 5 fragmentos de 42k,35k,31k,27 y 19K, y hubó 5 
también para gp51, 39k,32k, 31k, 24k, 19k. Con los anticuerpos monoclonales se 
revelaron proteínas de 35k a 32k (Wenvoort, et al„ 1990). 
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lin fragmento de cl)NA que cubre la región genómica, que codifica las 
proteínas estructurales del V EPC. fue insertado dentro de un gen del virus de la 
vaccinia. Los estudios de expresión con las recombinantes del virus de 
vaccinialVEPC, permitieron la identificación de proteínas específicas del VFPC. 
1a proteína del "coro" del VFPC p23 fue demostrada por primera vez usando un 
antisuero contra una proteína de fusión bacteriana. Las glicoproteinas expresadas 
por la recombinante vaccinia-VFPC. fueron heterodímeros unidos por disulfuros, 
entre gp55 y gp33 que fueron detectados previamente en células inf«tadas con el 
VI:PC ( R umenapf el al,. 1991). 

()tra proteína de la nucleocapside de 14 Kd también fue detectada (VFPC 
pl 4 ). Así mismo, una proteínas equivalente se encontró en viriones de otros 
pestivirus (VI)VI 1). 1,a envoltura del VFPC esta compuesta de tres glicoproteinas: 
gp44/48, gp33 y gp55. Las tres existen en la firma de dimeros con uniones 
disulftwo en las células infectadas por el VFPC; 	gp 44/48 y gp55 están en forma 
de homodimero, mientras que la gp55 es también encontrada en 'bruta dimérica con 
la gp33. Cada complejo con interacciones convalentes entre las glicoproteinas 
estructurales no ha sido descrito en el caso del RN A VDVB p12/80 actualmente 
representa proteínas no estructura les. las proteínas con un aparente peso molecular 
de 25, 26, 36 y 34 kd son probablemente idénticas a la gp33 del VFPC y a la gp25 
del VDVB. pero no han sido descritas cuino moléculas glicosiladas. Sin embargo, 
dos de las tres glicoproteinas estructurales putativas han sido detectadas en viriones. 
La gp53 de VBVD y la gp55 del VIPC han sido indirectamente mostradas como 
parte del virión, con pruebas de neutralización utilizando anticuerpos monoclonales 
( Thiel el gil,. 1991). 

un estudio realizado por Greiser-Wilke y cols.,1992), se analizó la 
expresión de las proteínas no estructurales (ne) p$(.) y p 125, en células infectadas 
con diferentes pestivirus. La técnica utilizada fue la de radioinmunoprecipitación 
con anticuerpos monoclonales y contra pestivirus específicos . 

A Vite se le han encontrado tres proteínas estructurales en la envoltura 
viril, dos de ellas son glicoproteinas (gr.)) y se denominan: El ó gp 55 (55,000 
daltones 	proteína estructural Ll es heterológa para los Pestivirus y dependiendo 
de las publicaciones puede tener un PM de 51 a 58d; E2 al gp 46 (46,000 
daltonesh otros autores encuentran que tiene un PM (44-46 K ); la tercera, que no 
esta glicosilada, fue denominada C ú p 36 (36,00o daltork..$), otros autores han 
encontrado que esta en un rango de (34-36 K ). También el VI:PC presenta 
proteínas de capside de (34-38 K ). Por último, la proteína (31 K ), es importante para 
la intecciun. sin enibargo no es clara 1.11'111 su participación como prote ína estructural 
en el VUPC (Wensvoon, t. i a/. 1990; Van Rijo, 1993). 
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2.0. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Seleccionar las fracciones importantes, previamente separadas, por el gradiente 
de sacarosa, de las seis "cepas" en estudio del VFPC. 

2. Realizar estudios comparativos y encontrar diferencias entre las seis "cepas" de 
(campo, vacunales y de referencia), del VFPC, mediante estudios de electroforesis 
en geles de poliacrilamida, 

3. Obtención de sueros de cerdos de diferente "status" inmunológico, provenientes 
de diferentes lugares de la República. 

4. Realizar estudios comparativos y encontrar diferencias entre seis "cepas" de 
(campo, vacunales y de referencia), 	del VFPC, mediante estudios de 
inmunotrans ferenc ia. 
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3.0. MATERIAL Y METODOS 

3.1 MATERIAL BIOLOGICO: 

Se utilizaron 6 "cepas" en total, tres "cepas" vacunales: Minnesota, PAV-1 
y PAV-250; una de referencia: ALD y dos de campo: 89-126 y 89-55. 

3.2. SELECCION DE FRACCIONES 

De cada "cepa" fueron seleccionadas las fracciones más importantes como 
se observa en el Cuadro 1. Las identificaciones para las seis "cepas" fueron las 
siguientes: 
Av= Cepa Minnesota (vacunal) 	 De= Cepa 89-126 (campo) 
13v= Cepa 1'AV-1 	(vacunal) 	 Le= Cepa 89-55 (campo) 
Cv= Cepa PAV-250 (vacunal) 	 Fr= Cepa A1,1) (referencia) 

3.3. ELECTROFORESIS DE LAS FRACCIONES EN GELES DE 
POLIACRILAMIDA CON DUODECIL-SULFATO DE SODIO (SDS) 

- Las fracciones obtenidas de cada cepa, se trataron con un detergente no iónico (NP 
40). 
- Para la preparación del gel de poliacrilamida al 7.5% y 12% con SDS y del gel 
concentrador al 5% según Laemmli (1970), así como de los reguladores de 
corrimiento y de la muestra con 2-mercaptoetanol, se preparon las siguientes 
soluciones: 

I.. Solución de monómeros, acrilamida-bis acrilamida (30.8% y 2.5%). 

Acrilamida 	  30.0 g 
Bis-acrilamida 	 0.8 g 
11,0 desionizada c.c.p 	 100.0 ml 

Se filtra en papel Whatman I y se guarda a obscuridad a 4 C. 

1 Regulador del gel de separación Tris-11C1 1.5 M pH8.8. 
Trizma base 	  9.08 g 
1120 desionizada 	 45.0 ml 
Se ajusta el pll (8.8) con 11C1 6N, 
Atorara 	  50.0 ml 

Se filtra en papel Whatman y se guarda a 4 C. 
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3. Regulador del gel concentrador Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8. 

Trizma base 	  3.03 g 
1-1,0 desionizada 	 45.0 ml 
Se ajusta en pFI con HC1 6N, 
Aforara 	  50.0 ml 

Se filtra en papel Whatman y se guarda a 4 C. 

4.- Lauril Sulfato de Sodio (Dodecil sulfato de sodio, SUS) al 10%. 

SDS 	  1.0 g 
1-120 desionizada 	 10,0 ml 

5.- Persulfato de amonio al 10%. 

Persulfato de amonio 	 0.1 g 
1-120 desionizada 	 1.0 ml 

Se prepara al momento de usarse. 

6.-TEMED(N',1V,N1 ,N' Tetrametilendiamina). 
Se usa del frasco. 

7.- Solución amortiguadora de corrida (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M- SDS 
al 0.1%, pH 8.3). 

Trizma base 	  12.108 g 
Glicina 	  57.600 g 
SDS al 10% 	 4.g 

Aforar con 1-120 desionizada 4000.00 ml 
No debe de ajustarse el pH. El regulador no debe ser reutilizado, debe 
desecharse. 

8.- Solución Digestora 
Tris 0.5 M, p1-16.8 	 4.375 ml 
SDS 	  0.1 g 
Glicerol.. 0.5 ml 
2-Mercaotoetanol. 	 0.25 ml 
Azul de bromofenol 	 0.002 % 
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9.- Preparación del Gel 

a) Gel para Tapón. 
Sol. Acril-l3is (Amor p118.8) 	1.0 ml 
TEMED   7,0 ul 
Persulfato de amonio 	 13.0 ul 

h) Gel separación de 7.5% 
En un matraz kitazato colocar: 
Amortiguador pll 8.8 	 7.5 ml 
Sol. Acril-I3is (Amort p118.8) 	 2.5 ml 
NOTA: Se hace vació durante 10 minutos. 
TEMED   15.0 ul 
Persulfato de amonio 	 50.0 ul 

h) Gel separación de 12.5% 
En un matraz kitazato colocar: 
Amortiguador pi! 8.8 	 5.9 ml 
Sol. Acril-Bis (Amort p118.8) 	 4.2 ml 
NOTA: Se hace yació durante 10 minutos. 
TEMED 	  50.0 ul 
Persulfato de amonio 	 100.0 ul 

c) Gel concentrad« para el peine 
En un matraz de kitazato colocar: 
Amortiguador p116.8 	 5.2 ml 
Sol. Acril-Ilis (Amort p116.8) 	0.8 ml 
NOTA: Se hace vacío durante 10 minutos. 
TEMED 	  20.0 ul 
Persuliato de amonio 	 40.0 ul 
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3.3.1. PREPARACIÓN DE LOS GELES 

La mezcla se vierte rápidamente a la cámara de electróforesis Modelo No. SE 
250 (Hoefer Scientific Instruments), se coloca rápidamente aproximadamente 1 ml 
de isopropanol sobre la superficie, cuando la gelificación se llevó a cabo se observó 
una interfase muy definida entre el isopropanol y el gel, entonces se enjuaga y se 
escurre. Posteriormente se pone la mezcla para el gel concentrador adicionado con 
cuidado y rápidez, luego se colocó el peine, el cual se retira cuando el gel se ha 
polimerizado, quedando de esta forma los pozos bien definidos. 

3.3.2. PREPARACIÓN Y CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS. 

-Se colocó el volumen suficiente la muestra que contenga un mínimo de 20 mg de 
proteína en tubos eppendorff bien etiquetados. 
- Se agregó el mismo volúmen de solución digestora, se mezcló y se hirivió en 
baño de María durante 3 minutos. 
- Se hizó una precorrida de 30 minutos a 25 mAmp 
-Posteriormente con la ayuda de una jeringa Hamilton o con puntas multiflex de 20 

(Sorenson), se colocó la mitad del volumen preparado de cada muestra en los 
carriles del gel de concentración. 
- Junto con las muestra problemas, se colocó en un carril, una muestra de 
proteínas de PM conocido (SDS Molecular Weight Markers (MW-SDS-200), 
Anhidrasa Carbónica de 29 Kd; Ovoalbúmina de 45 Kd; Albúmina Bovina de 66 
Kd; B-Galactosidasa de 116 Kd y Miosina de 205 Kd.), con el fin de tomarlas como 
referencia. 
- Se corrió en una fuente de poder Mod. PS250/25 Amp (Hoefer Scientific 
Instruments). 
- Se hizó una corrida durante de 30 a 45 minutos a 25 mAmp, hasta el momento en 
que el colorante que sirva de referencia y llegue al final del gel de separación. 

3.3.4 Tinción de geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio PAGE con 
Azul de Coomassie R-250 

- Solución stock del colorante 
Azul de Coomassie 	 2.0 g 
11,0 desionizada   200.0 ml 
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1. Colorante de trabajo para tinción de proteínas Coomassie al 0.125% en 
metanolmeetiewagua. 

Solución stock 	  62.5 ml 
metanol absoluto 	  250.0 ml 
Acido acético glacial 	 50.0 ml 
1-1,0 desionizada 	  137.0 mi 
Se filtra en papel Whatman No 	l. 

2. SOLUCION DESTEÑIDORA I. 
Metanol 	  250.0 ml 
Ac. acético 	  50.0 ml 
1-120 desionizada 	 200.0 ml 

3. SOLUCION DESTEÑIDORA II. 

Metano] 	  25.0 ml 
Ac. acético 	  35.0 ml 
1-120 desionizada 	 440.0 ml 

3.3.4. TINCION DE GELES 

Se pusó el gel en un recipiente con la solución teñidora durante 2-3 horas, 
con agitación lenta, a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se sacó el gel 
con cuidado y se colocó en la solución desteñidora 1 durante 2 horas. Posteriormente 
se transfirió a la solución desteñidora 11 hasta que las bandas se observaron. 

3.3.5. TINCIÓN DE GELES CON NITRATO DE PLATA (Hitchcock y 
Brown, 1983; Tsai y Frash, 1982). 

1.- Después de la electroforesis, se retiró el gel de poliacrilamida y se dejó fijando 
toda la noche con 200 ml por gel (isopropanol 25%/Ac. Acético 7%). 
2.- Después de 24 hrs. de fijación se realizó la oxidación con (150 ml de agua 
desionizada + Ac. peryódico 1.05 g + 10 ml Et-Oh 40% + Ac. acético 7% + 4 ml 
de isopropanol al 25% viv), durante 5 minutos con agitación lenta. 
3.- Se lavó 8 veces con agua desionizada (cada vez con 200 ml durante media hora 
cada una). 



CAPITULO 5., MENDOZA E.S. 158 

4.- Se tiñó con (28 ml de NaOH 0.1 N + 0.9 de agua desionizada + 2.1 de NFI4011 
al 70% en solución fría).+ 5 ml gota a gota de AgNO3  al 20%. + 115 ml de 1-1,0 
desionizada fria. Esperar 10 minutos a temperatura ambiente con agitación vigorosa. 
5.- Lavar 4 veces con agua desionizada por 10 minutos cada vez. 
6.- Revelar de 10 a 20 minutos con 250 ml de revelador, preparado con 50 mg de 
Ac, cítrico más 0.5 ml de formaldehido y se aforo a un litro. 
7.- Posteriormente se observaron las bandas, se para la reacción durante 1 h sin 
agitación con la solución (200 ml de agua deionizada + 10 ml de ac. acético 7% 
v/v). 
8.- Lavar con 200 ml de agua desionizada. 
9.- Conservar correctamente el gel. 
10.- Medir los Rf (Movilidad relativa), para correlacionar los PMs, en base a 
laEcuación de Regresión, que se obtenga de los resultados 

Movilidad = 
relativa 

distancia de la migración X tamaño del gel antes de secar 

de cada proteína, 

fallido del gel después de x distancia de migración 
secarlo 	 del Gente del colorante 

 

3.4. OBTENCIÓN DE SUEROS DE DIFERENTES ANIMALES DE 
ALGUNOS ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA. 

Se muestrearon animales de diferentes partes de la República Mexicana: 
Sonora, Guanajuato, Estado de México y Yucatán. Finalmente se solicitaron al 
Dr. Pablo Correa, sueros de animales experimentales y se obtuvo un suero de un 
cerdo SPF. Se muestrearon animales de diferentes zonas del país, Sonora que 
actualmente se encuentra libre de FPC; lrapuato que se encuentra en zona de 
control con vacunación extensiva y control de movilización; y Yucatán zona en 
erradicación; esto se observa en la Figura 5. Los animales controles son sueros de 
animales libres de patogenos específicos (SPF). 



(CABRERA, 1995.) 
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FIGURA 5. ZONAS DEL PAIS, QUE ESTAN EN LA CAMPAÑA NACIONAL CONTRA LA FPC. NOM EM012-200-1994. 
PUBLICADO EN EL DIARIO OFICIAL DE LA FEDERACIÓN EL 25 DE ENERO DE 1995. 
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3.5.ELECTROTRANSFERENCIA (Towbin, H. et a/,.1979; Wenvoort,G. 
1989), 

1.- Posteriormente de que se realizó la PAGE (Electroforesis en geles de 
poliacrilamida) 

2. Se cortaron pedazos de papel de nitroceluosa (Inmobilon-P Millipore 
Corporation, Bedford, MA.), de poro de 0.45 pm del tamaño del gel. De preferencia 
se debe usar guantes para evitar dejar huellas. Antes de usarse deben sumergirse 
algunos segundos en metanol para activados. 

3.- También se cortan 4 pedazos de igual tamaño de papel filtro por cada tira de 
Imunobilon-P. 

4.- En un recipiente se ponen a humedecer con el amortiguador de transferencia 
(Tris 25 mM (píl 8.3), Glicina 0.192 M SDS 0.1%, Metano! 20%, SIGMA), las 
fibras (Scotch Brite). 

5.- Se tomó un "cassett" del aparato de electrotransferencia (TE 22 Mighty Small 
Transphor. I loefer Scientific Instruments, San Francisco, CA). 

6.- Se colocó de la forma que se explica a continuación, posteriormente todo se 
cubre con el amortiguador de transferencia (sistema: metanol-tris-glicina). 

Acrílico 
Fibra 

papel filtro 
Inmobilán-P 

Gel de Poliacrilainida 
papel filtro 

fibra 
Acrílico 

NOTA: Cuidando de que no se formen burbujas entre el papel filtro y gel. Se le pone una marca 
con lápiz en la orilla del papel filtro. Se cierra. quedando todo firmemente aprisionado. 

7.- Se colocó el "cassette" en la cámara de transferencia y se conectó a los 
electrodos de tal manera que el cátodo este del lado del gel. 

8.- Se conectó al sistema de la fuente de poder (EC-135 E-C-Apparatus 
Corporation. St. Petesburg, Florida). La transferencia se realiza a 30 V, voltaje cte. 
durante 1.6 horas con agitación constante (PCM-Agitador magnetico) y reflujo de 
agua fría. 
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9,- Al término de la transferencia se procesó para detectar las proteínas 
transferidas. Se corta el pedazo donde se corrieron los marcadores y se tiñió con 
negro amido: 

3.6. 'UNCIÓN CON NEGRO AMIDO 
Negro amido 0.1% 
Met-OH 	45.0 ml 
Ac. acético 10.0 ml 
Agua dest. 45.0 ml 

1.- Se sumergió el pedazo del papel de nitrocelulosa en esta solución, durante 5 
minutos; posteriormente se lava con agua destilada durante 1 min y se lavan con las 
dos soluciones desteñidoras que se utilizan en el proceso de PAGE; finalmente se 
observan las bandas presentes. 

2,- Si no se procede a realizar la inmunotransferencia, después de la transferencia 
las membranas de nitrocelulosa pueden guardarse en 1313S a 4 C, o enjuagarse con 
agua desionizada y son almacenadas secas a -20C. 

3.7. INMUNOTRANSFERENCIA 
3.7.1. SOLUCIONES 

1. SOLUCIÓN AMORTIGUADA DE TRIFTANOLAMINA (TUS) pu 7.2 

NaCI 	 7.5 g 
Trietanolarnina 	 2.8 ml 
Ildl IN 	 17.0 ml 
MgC1.61120 	 0.1 g 
CaCI.21120 	 0.02g 
1 120 destilada 	980.2 ml 

2. SOLUCIÓN DE LECHE DESCREMADA AL 5% EN TUS 

Skim- Milk 	 5.0 g 
TUS 	 100,0 ml 
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3. SOLUCIÓN REVELADORA (Substrato) 

Alfa-Cloronafiol 	 30.0 mg 
Metanol 	 10.0 ml 
TBS 	 50.0 ml 
11202 	 50.0 µI 

4. SOLUCIONES DEL KIT ELISANIATE (KPL) 

SOLUCIÓN DE LAVADO 
Concentrada 20X/200 ml 

SOLUCIÓN I3LOQUEADORA/BSA 
Concentrada 100 ml 

SOLUCIÓN PARA PARAR LA REACCIÓN. 
CONCENTRADA (5X) 5% SDS 

SOLUCIÓN "COATING" 
Concentrada 10X/25 ml. 

3.7.3. PROCEDIMIENTO 

1. Aplicación Antígeno 
a. Adicionar 400 Id de solución "coating" a cada carril. 
b. Se incubó durante 1 hr. a temperatura ambiente, con agitación suave. 
c. Posteriormente vaciar las placas y sacudirlas sobre una toalla, tratando de que 
queden lo más seco posible. 
d. Se adicionó 400 Id de solución bioquedora/BSA (preparada en el momento. 
e. Se esperó la reacción durante 5 minutos, se vació y sacudio sobre una toalla. 

2. Reacción del Primer Anticuerpo 
a. Se le adicionó 400 Id del suero problema (1:25), detectado por medio del tablero 
de ajedrez. 
h. Permitir la reacción durante 1 hora, a temperatura ambiente con agitación suave. 
c. Posteriormente vaciar las placas y sacudirlas sobre una toalla, tratando de que 
queden lo mas secos posible. 
d. Se llevó a cabo el proceso de lavado 
d. 1. Se llenaron los carrillos o tubos con 400 1.11 de la solución para el lavado. 
d.2. Se vació y se sacudió. 
(1.3. Se repitió esta operación 5 veces. 
(1.4. Se volvió a sacudir sobre una toalla. 
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3. Solución del anticuerpo secundario, marcado. 

a. Se adicionó 400 µI de la solución preparada del anticuerpo secundario marcado 
(anti-IgG*-SIGMA-Chemical), a una dilución 1:200 con solución de Skim Milk al 
1 yo.  

b. Se dejó reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación suave. 
c. Posteriormente vaciar las placas y sacudidas sobre una toalla, tratando de que 
queden lo más secas posible. 
d. Llevar a cabo el proceso de lavado, mencionado anteriormente. 
e. El último lavado dejarlo durante 5 minutos y posteriormente desechar el líquido 
y secar las placas. 

4. Reacción del Substrato 

a. Se depositó 400 tal de de la solución de substrato en cada carril o tubo. 
b. Permitir la reacción durante 20 mins a 1 hr, hasta que se observe el desarrollo del 
color. 
c. "Opcional": Si se desea parar la reacción usar 100 µl de la solución "STOP" en 
cada carril o tubo. 
d. Lectura de las bandas que se observen. 

3.7.4. TECNICA PARA DETECTAR GLICOPROTEÍNAS (Hawkes, 1982, 
modificada por Weenvoort, 1989). 

a. Para detectar las glicoproteinas en las tiras de Inmobilón-p que fueron 
transferidas, se tiñó con Con-A marcada con peroxidasa (Sigma). 
b. Las tiras se lavaron por 10 minutos en TBS (Tris-HC150mM (pH=7.4), con 
NaC1200 mM, más SFB (Suero Fetal Bovino al 10%). 
c. Se incubó durante 30 minutos en TBS conteniendo Con-A (101.1g/m1). 
d. Las tiras se lavaron tres veces en TBS 
e. Después del lavado se sumergieron en una solución fresca de 4-Cloro-l-Naphtol 
(Sigma) en 10 ml de metanol, 40 ml de TBS, y 15 ¡al de 11,02  30% 
f. Se lavaron y se observaron las bandas presentes. 

3.7.5.. Tablero de Ajedrez 

El suero problema y anti-anticuerpo IgG peroxidado tuvieron que ser 
probados y estandarizados para localizar su concentración óptima para trabajar la 
Técnica de Inmunotransferencia. 
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4.0. RESULTADOS 

Se trabajó con dos concentraciones de geles al 7.5 y al 12.5% (acrilamida-
bisacrilamida), encontrando mejores resultados con geles al 7.5% ya que 
permitieron observar mejor las bandas, más separadas y mejor definidas. 

La Figura 1, muestra un gel preparado al 7.5% y teñido con azul de 
Coommassie, donde se observa las bandas de los pesos moleculares estandares y 
las bandas de las "cepas" en estudio. La Figura 2, nos muestra un gel al 12.5%, con 
la tinción con Nitrato de Plata, el cual nos muestra que existen glicoproteínas (color 
verdoso y rojizo) en las "cepas", pero las bandas no se encuentran bien separadas. 

Las Figuras 3 y 4 nos muestran geles al 7.5% con las seis "cepas", con sus 
fracciones correspondientes, estos geles fueron teñidos con Nitrato de Plata y las 
bandas se ven bien definidas. Para llegar a tener estos patrones electroforéticos se 
trabajaron 25 geles. 

La Gráfica 1 muestra la curva de calibración de los marcadores de pesos 
moleculares estandares resultando una ecuación de regresión: Log PM=2.4367-
1.144Rf con una correlación (r) de 0.9395+/-0.1026; posteriormente se dieron los 
valores de los Rfs obtenidos de cada banda y se obtuvieron todos los pesos 
moleculares. Acorde con 1+/- 2cy, el rango de fluctuación de gel a gel para una 
proteína es de 2+1- (antilog 0.1026)= +/-2.6 Kd.. 

Los pesos moleculares de las seis "cepas" del VFPC obtenidas a partir 
de las pruebas de electroforesis, podemos observarlos en el Cuadro 2. En este 
cuadro se muestra que cada cepa tiene proteínas específicas; podemos observar las 
proteínas que se detectaron por el método de SDS-PAGE, por medio de dos 
tinciones de Nitrato de Plata y Azul de Coomassie y otro con la tinción de 
ConA*peroxidada; al mismo tiempo se pueden comparar las proteínas que están 
descritas en la bibliografía contra las que se detectaron en este trabajo, 
"Cepa" Av (Minnesota), para esta cepa las proteínas únicas no compartidas son: 
233.2; 177.4, 45, 2 y 40.2, además de tener 5 glicoproteínas ( 146.3; 47,9; 31; 25 
y 21) que fueron observadas con la tinción de la Concanavalina A*Peroxidada. 
"Cepa" Ilv (PAV-1), las proteínas únicas son (239.6; 126.6 y 63.4), y sus 
glicoproteínas con Con A*P (58.3; 22.4; 21). 
"Cepa" Cv (PAV-250), las proteínas únicas son (248.7; 212.7; 187.3; 141.1; 
110.9), y sus glicoproteínas son ( 183.2; 28; 21). 
"Cepa" De (89-126), las proteínas únicas son (257.7; 231.1; 207.5; 105.7), y sus 
glicoproteínas son (209.1; 117; 82; 65.5; 55.1; 35; 33.5; 31; 26; 24.2; 21.4). 
"Cepa" Ee (89-55), las proteínas únicas (205.6; 184.; 172.1; 111; 77; 57.9, 37.6; 
31; 30, 28.5), y sus glicoproteínas son ( 74.9; 47.9; 38.3; 2E4). 
"Cepa" Fr (ALD),las proteínas únicas son (235.2;227; 194; 165.7, 160.3; 100.5) 
y sus glicoproteínas son ( 573; 31; 28; 23.4). 
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FIGURA I. ELECTROFORESIS EN GEL DE POISIIMTRIL01111A 
CON "CEPAS " DE VFPC., TEÑIDO CON AZUL DE COOMASSIE 

FIGURA 2. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
CON "CEPAS" DE VFPC., TRATADAS CON AC. CA

Y 	 PRILICO TEÑIDASCON NITRATO DE PLATA 

29 Kd, 

205 Kd. 

126Kd. 

66 Kd. 

44.5 Kd. 
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FIGURA 3. ELECTROFORESIS EN GEL DE POMAIERSIYAM40* 
CON "CEPAS" DEL VFPC., TEÑIDO CON NITRATO DE PLATA 

P NI Peso Molecular, 	"cepas-  v.auuna!es, 1 k ; I:c "cepas' de canym). Fr "cepa" ile referencia 

FIGURA 4. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILANIIDA 
CON "CEPAS" DE VFPC.,TEÑIDO CON NITRATO DE PLATA 

M Km.) 11.14>leculJr. .‘;.,11;.1 t 	echas cacunale!,t ; I 	'cepas 	ampo, 1 , 	¿epa' de I elinenclit 
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FIGURA 3, ELECTROFORESIS EN GEL DE POIIIWRIIMAIIIID* 
CON "CEPAS" DEL VFPC., TEÑIDO CON NITRATO DE PLATA 

P.M.-Peso Molecular; AY,11Y,Cy-"eepas" %acunales; De y 17-c- "cepas" de campo, Fr="cepa" de referencia 

FIGURA 4. ELECTROFORESIS EN GEL DE P 
CON "CEPAS" DE VFPC. 	

OLIACRILAMIDA 
JEÑIDO CON NITRATO DE PLATA 

Fr-"cepa" de referencia 
P.M.-Peso Molecular.AY,By,Cv:"cepas" Yacunales; De y 	"cepas" de campo, 
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O 	  
0.199 	0.336 	0.487 	0.6213 	0.884 

VALORES DE Rf. 
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CUADRO 2. PROTEINAS PRESENTES EN "CEPAS" DEL VFPC, MEDIANTE EL ESTUDIO DE 
PAGE CON NITRATO DE PLATA Y CONCANAVALINA A.*P. 

Pi-piernas 
Reportadas ce 

la 
LITERATURA 

CEPA Av' 
Munir.sola 

AgNO, CON A 

CEPA fiv 
PAV-1 

ALNO) CON A 

CEPA C. 
PAV-250 

AgNO,CON A 

CEPA I k: 
89-126 

AgNO T C'ON A 

CEPA Fu; 
89-55 

AgNO, CON A 

CEPA Fr 
ALI) 

ANO CON A 

Prutrinas 
Presentes ro 
verles 
CEPAS 

252.6 252.6 '152.6 
248.7 

Z57,8 52.57 
KAy,13y,C ) 

1233.2 239.6 231.1 235.2 

218.3 218.7 

212.7 
226.9 2.111.3 

(AY,13Y) 
203.2 205.9 203.9 207.5 299.1 205.6 202.1  

194.1 
205 
(AY,Cv,Er) 
103 (13v,1k) _e- 

188.8 188.8 187.3 

183.2 
188.8 187.3 

184.5 
187.2 188.7-187.2 

( todas,menos 
t.c) 

177.4 
174.8 173.4 

172.1 
175.8 

173.175 
1(1-k,Ec, Fr) 

168.2 169.5 169.8 169.5 168.7 
165.7 
160.3 

168-169 

(todas 
mansos Fe) 

157.1 
155.8 154.6 153.4 

157.8 
155.1 

157-158(Ay, 
Cv) 
156 

(Ay,11y,Fr) 
153-154 (1k, 
Le) 

152.3 151 152.5 152 (1)c:,Lc, 

'r) 
147.6 146.3 147.6 

141.9 
141.1 

T 

143.1 
146.5 
143.3 

146-147 (Ay, 
13y, Fr) 
142-143 

11Y,CY,Fr) 
139.5 
135.8 135.6 

139.9 139 (Av,Cv) 
135 (Ay,11y) 

125 ((ireiscr- 
Wilice,92) 

131.9 

126.6 
131.5 
128.7 128.5 

131.5 

AY,I)e) 
128.5 
ik,Fc) 

120 (Wenvoort,121.8 
cual .,199(1) 
118 	(1)onis et 
al ,80) 
116 (Condi et 
al, 88) 
115 (Purchio, 
el al., 1984 ). 

112.8 

120.9 

114.8 

121.6 

117 
113.5 

117 
119.9 

118.1 
114.7 
111.8 

114.9 
112.8 

120- 
122(Av,11y,1) 
c,Ec) 
117-118 
lk.f.c) 

113-115 
(13e,1)e, Le, 
1r) 
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110 (Pitchett, 
et a1.,1975) 107.7 

106.4 
107.7 

1119 

106.7 
108,5 

106.8 

. 

108.7 107-109 (Av, 
Bv,Dc,Fr) 
106(Av,Ec, 
Cv) 

105.7 103.6 
102.8 103.8 102.2 100.5 102-104(Dc, 

._ . , 	. Ec, Cv, Fr) 
97 (iList et al., 97.4 98.7 99 97- 
1993) 1)4.7 95.7 95.7 195.2 99(Ec,Cv,Fr) 
90-93 
(Pritchett, et. 
al., 	1975., 
Wenvoort, 

191.6 91.3 92.3 

, 

93.1 94-96 (Av, 
13v, Cv, Fr) 
91-93 
(Bv,Dc,Cv, 

eta], 1990)) , , Yr) 
189-87 	489.6 r 

r 
89.6 18..2 * * 87-89 (todas} 

(Wenvoort, et 188.8 87.4 87.2 87.5 87,6 
p1., 1990) , ir, 4 
114 (Purchio, el 
ail 04) 

15.2 %14 82.4 
81.9 

184.8 	
, 

*5 (Av, Fr) 
04(Cv) 

81 11.1 82.5 82.4 82 (Dc, Ec, 
Fr) 

, . 1 , • . • 111 (Bv,Fr) 
BO (Purchio, ct. 79,8 \77.4 

4,  

40(1)e) 
ii1.,1981 	,, 74,3 74.9 75.1 75.77 (Ec,Fr) 
Grcissa-Wilke, 66.6 15.5 74 (Ec) 
Ct. al. , 1992) 0,4 64.8 65-67 
75 (Donis, ct, 60.4 60,7 (Ec,Cv,Fr) 
p1.84) 160.61 
70-69 (Pitchett, 
ct a1.,75, Ilukst, 
ct al, 93) 

(Cv,Fr) 

65 (Donis ct al, 
84, F.nzinann 
o& Wcilan, 711) 
62 (Condi et 

pl, 88) , . , . . 



.. 1-58 
Wertmwt, et 
I., 	90) 
6-65 (Wilkc, 

't al, 90„ 
1)onis, et al, 

0) 
iP54- 
I (Motwmann 
a1.,90, Rijn 

1 al., 
93) 
5-33 
Itütnenapf, et, 
1., 91) 
7 
Mathews,79) 
5 (Purchio, et 
I. 80, Thiel, et 
1., 91) 
3-54 (Collett 
al, 88; 

58.4 58.1 58.3 
54.5 

57 
55.1 55.1 

57.9 
56.4 

57.3 56.58 (todas) 
54-55(Ec,Cv) 

• 8 Monis, et 
11, 80; Callen 
-t al, 88) 

-48 (Thiel, et, 
1, 91, Weiland 

al, 92) 47 
Wel' vawt, et 
1, 90, Hulstt et 
1,93) 

49.2 47.9 49.2 

1 

47.9 

,,. 

48-49 (Ay, 
De, Ec) 

,  
-46 

Wenvom, el 
1, 90, Ilulst, et 
1, 93, 

1 	athcws, 79) 
5 (Purchio, et 
1., 80) 

45.2 

2-39 
Wenvoort, et 
1.,9(l; Magar 
1 a1,88) 

40.2 
I 

 40 (Av) 

8 (Wenvoort, 'i..37.9 '37.9 
'1 al, 90)  

38.1 

. , 

37.9 37.6 138.3 38 (todas) 

5-32 
Wenv(x)n, et 
I., 90, 

11-42 
WCT1v(x)ri, et 
1, 89ah) 
3 (Thiel 	et al, 
1) 

34.5 
33 

34.9 35 
33.5 

34-35 (Av, 
liv) 
32-34 (Av, 
1:,e) 
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31 (Hutu et a1., 
93; Wenvoort, 
et 	al., 1993) 
30 (Enzman & 
Weilan, 78, 
l lulst, et al, 93) 

31,2 30.6 30.9 30.5 30.6 30.8 30.6 31 (todas, 
menos Cv) 

27-24 
(Wenvoort, et 
al, 90) 

r29.4 
27.5 28. 

'26.8 26 

29.8 - 
28.5 

26.2 

28 26-29 
(13v,Ec,Cv, 
Fr) 

26-25 
(Pritchett, et al 
75) 	, 

25.4 24.5 

- 

24.5 24.2 

„..... 

24.2 25(Av,13v, 	
1 

1)c) 

24-23 
(Pritchett, et al. 
75, kfunenapf, 
et al., 89, 91) 

22.4 23.8 23 
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"cepas" vacunales (y): Av= Minnesota; .13v= PAV-1 y Cv=PAV-250; "cepas" de campo: Dc=89-126 y Ec=89-55 y 
"cepa" de referencia Fr-=ALD. El resultado de la diferencia entre geles es de 2.6 K. los números remarcados en 
negro, son las proteínas que son especificas de mda cepa.. El signo de interrogación (?) y los numeren subrayados, 
quieren decir que esos bandeas no se encontraron ai los geles que tiñeron con nitrato de plata, pero sí aparecieron 
cuando se hizo la tinción con la Concanavalina A-011= Pt..roxidada; los números quieren decir el peso molecular que 
presentaron las "cepas" del VFPC. 
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Las "cepas" vacunales Minnesota; PAV-1 y PAV-250, marcadas en la última 
columna del Cuadro 2 marcadas con letras Av, Bv y Cv, respectivamente„ 
mostraron proteínas comunes como fue la 252.6K que no está presente en las 
"cepas" de campo (De y Fc), ni en la de referencia (Er). La proteina 60 solo esta 
presente en la "cepa" Cv y Fr; La proteína 34 está presente en la "cepa" Av y 13v, 
y la proteína 33 está presente sólo en la "cepa" Av y De; la "cepa" Cv no mostró 
la proteina 31 K, la "cepa" Cv y la Er no tiene la proteína 120. 

Las "cepas" de campo Dc y Ec (89-126 y 89-95) comparten la proteína la 
152 K y ésta no está en la vacunales, pero sí se encuentra en la cepa de referencia. 
La proteína 82 K está presente en Dc, 	y Fr pero no en las vacunales. La proteína 
65-67, 74 estan presentes en las "cepas" Dc, Ec y FR, pero no en Av, 13v y Cv, la 
"cepa" Ec no tiene la proteína 168-169; 142-143, ni la 135-139. 

Existen proteínas comunes a todas las "cepas" como son (188.7-187.2; 87-90) 
que pueden ser descartadas desde un principio, si se pretendiera encontrar 
di ferencias. 

Con respecto al muestreo serológico de algunos estados de la República 
Mexicana, se obtuvieron de SONORA: 21 sueros de animales de una granja de 
Ilermosillo, Sonora. De GUANAJUATO: Se obtuvieron 22 sueros de Irapuato, 
Gto., YUCATÁN: Se obtuvieron 23 sueros de una granja de Mérida Yucatán. 
Finalmente de Animales experimentales, se obtuvieron 21 sueros de animales 
vacunados con la vacuna PAV-250 y desafiados con la "cepas" de referencia AMES 
(Correa, 1992). 

Eh el Cuadro 3 se pueden observar los resultados de la serología de las 
muestras obtenidas en las diferentes zonas del país, en las que se está aplicando la 
campaña de erradicación de la EPC y los porcentajes de animales que resultaron 
positivos. Donde Sonora muestra 10 animales positivos de un total de 21 (47.62%), 
de Irapuato 11 animales de 22 (50%), de Yucatán 9 animales de 23 (39.13%), de 
los animales desafiados 11 animales de 18 (6 1.11%) y finalmente de los controles 
resultaron O de 3 (0%). 

En el Cuadro 4, podemos observar lo siguiente: las "cepas" vacunales: Av, 
Ilv y Cv, mostraron mayor reactividad con los sueros de Yucatán. Pero la cepa Cv 
reacciono el 100% ante los sueros de Guanajuato. La cepa de campo De, mostró 
reactividad semejante con los sueros de Yucatán, Sonora, Guanajuato y Desafiados. 
Para la otra cepa de campo Fc, reaccionaron más los sueros de Guanajuato, y 
finalmente, con respecto a la "cepa" de referencias Fr., los sueros que tuvieron 
mayor reactividad fueron los de Guanajuato y de semejante forma pero con un 
porcentaje más bajo los sueros de Yucatán] y Sonora. 
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CUADRO 3.- SUEROS DE ANIMALES DE DIFERENTES ZONAS DEL 
PAÍS QUE REACCIONARON A LAS GLICOPROTENAS V/0 

PROTEÍNAS DEL VFPC. 

ESTADO ANIMAL" 
POSITIVOS/TOTAL 

%POSITIVOS 

SONORA  10/21  47.62 
GUANAJUATO  11/22 	55  50.00 

YUCATAN 9/23  39.13 
DESAFIADOS 11/18 61.11 
CONTROLES 0/3 0 

CUADRO 4.- PORCENTAJES DE SUEROS PROCEDENTES DE 
ANIMALES DE DIFERENTES ZONAS DEL PAIS POSITIVOS A LAS 

6 "cepas" DEL VFPC. 

ESTADO 

, 

"cepa" 
Av 1 

"cepa" 
Kv 

"cepa" 
Dr 

"cepa" 
Ec 

"cepa" 
 Cv 

"cepa" 
Fr 

YUCATAN 66.6 44.44 ,. 9.09 2.22 60 60 
SONORA 30 60 

4 
10 11.11 55.55 66.6 

GUANAJUATO 
4 

27.27 27.27 9.09 27.27 100 4 72.72 
DESAFIADOS 5.5 16.16 11  11 44.4 44.4 
CONTROLES O O O O 5-  0 0 i  
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En la Gráfica 2 se muestra el porcentaje de sueros que fueron positivos al 
virus de la FPC, de los cuales que fueron muestreados en las diferentes zonas 
(Sonora, Yucatán, Guanajuato, Desafiados y Controles). En la Gráfica 3 se muestra 
el porcentaje de sueros positivos al virus de la FPC por cepa (Av,Bv,Cv, De, Ec y 
Fr) en las diferentes zonas de estudio. En la Gráfica 4, se muestra el porcentaje de 
sueros positivos al virus de la FPC ("cepa" Av) de los grupos de estudio. En la 
Gráfica 5, se muestra los sueros positivos de las diferentes zonas ante la "cepa" 13v. 

En la Gráfica 6 se muestran los sueros positivos de las diferentes zonas a la 
"cepa De. En la Gráfica 7 se muestran los porcentajes de los sueros positivos al 
virus de la FPC a la "cepa" Ec. En !a Gráfica 8, se muestra el porcentaje positivo 
al virus de la FPC a la "cepa" Cv. En la Gráfica 9 se muestran los porcentajes 
seropositivos al virus de la FPC, "cepa" Fr. En la gráfica 10, 11, 12 y 13 se 
muestran los porcentajes de sueros positivos al virus de la FPC ante 6 "cepas" en 
los estados de Yucatán, Sonora, Guanajuato, y Desafiados. 

El Cuadro 5 nos muestra las proteínas que se detectaron en los sueros de 
diferentes lugares, por medio de la prueba de 1nnmonotransferencia, usando como 
substrato el 1-4-Cloro naftol. 

En la Figura 6, se observan 6 carriles con las tiras de papel Inmobilón-P, a 
las que se les realizó la técnica de Inmunotransferencia con VFPC contra diferentes 
sueros, Cada cepa está representada por su tira de nitrocelulosa, la cepa Av 
(Minnnesota), Bv (1>AV-1), Cv (PAV-250) que fueron las "cepas" vacunales; De 
(89-126) y Ec (89-55), y "cepas" de campo y la Fr (ALt)) fue la cepa de Referencia. 
En el inciso a) las tiras teñidas con Concanavalina A, observamos con la cepa Av 
(5 bandas), cepa 13v (3 bandas), para la cepa Cv (3 bandas), para la I)c (10 bandas), 
Ec (4 bandas) y para Fr (4 bandas), el peso molecular estandar (PM) presentó (4 
bandas). En el caso h, correspondiente al suero del cerdo desafiado "O": para la 
"cepa" 13v, (1 banda) y la Cv (2 bandas), el resto de las "cepas" no mostró ninguna 
banda. Para el caso e) suero de Sonora (210), se observó que la cepa Av mostraba 
(2 bandas), la Cv (2 bandas) y la Fr (7 bandas). El caso (1) suero de Guanajuato° (e) 
mostró para la cepa Cv (5 bandas) y para Fr (6 bandas) . Para el caso e) suero de 
Yucatán (12), mostró para la cepa Av (3 bandas), para la cepa Cv (9 bandas) y Fr.  
(2 bandas). Finalmente para el caso 1) el suero de cerdo Sin', no mostró ninguna 
reacción. 
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CiRAFICA a PORCENTAJES DE SUEROS' POSITIVOS AL. 
VIRUS 

De LA FPC A LA "opé.t" Cu 
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CUADRO 5. FRACCIONES CONTRA LAS QUE REACCIONARON MEDIANTE 
INMUNOTRANSFERENCIA, DIFERENTES SUEROS CONTRA LAS "CEPAS" 

DEL VFPC. 
1111111111 alits Mai upe* 

-1- 
simia Meg CEPA Fr 

,r.t-1101-1,k1 ay..,~700,41  t. ''''' .11"'Sfeetl: rii;l~ ' 	..4•• ‘,1:1:41r.t5, 	." . 1 1:144.i.p.st,r.y,,,. r:  1 .10t..tyt-,:.9.2 

(-). SON 36 64 
29 30 
21 44 

4 r a 

1130 
28 02 

28 02 

25 (SON) 

....-d, 

/- 

_ 

23 44 
21 44 

29 3 28 02 
705 

71) 3204 
3064 

1i -44 

24 8 
23 44 

- w 

2 72 

r ...-- 

89 5 
71.58 
4981 
41 88 
26 8 

21 44 

i 
147 

I, 	 , 
30 64 
. .. 

24 51 
r 

1.7111A 29.1 
21 44 

52.37 
3064 
26 8 

3064 

210 32.04 
293 

Y V1 Y 

.. 

V 

293 
25 61 

117111 
81.86 
71.58 
45 8 
166.4 
29.51 
24 Si 

, r 
265 

1 

21866 
23.44 
22 41 

-. , i -ad r 

141 210.02 117 61 5062 29 11 

270 44.37 
36.9 
21 22 

16 9 
25 52 

21002 

r5~,Y.11xiiv.to  toti~ 14110~,-,,1: .,..,•YV• yzot .., .5,..11?: ~ve 
I' (Ira) 174 88 

20.5 
26.8 
20.5 

24.31 
22.41 
20.3 

w 32 (14 
30.64 
26.8 

36,6 
26.8 

S 209.08 
28.02 
22.41 

209,08 
28.02 
22.41 

24.51 

a-I 

, 

23.44 
21.44 

1 , 

81.86 
78.27 
71.58 
68.46 
38.3 
35.03 
268 

V 

, 

143,63 
•-- 

47.89 
43.80 
29.3 
26.8 

133.77 
117 
28.02 

d - - 
a 

. 
• 

. . 
• 

1 
- 

i 

ll 

0 
. . 

...h, 
. .... 	. 

_ " 



CAPITULO 5., MENDOZA L.S. 171 

e - - - 

II-  

-80.5 --‹ 165.68 
89.51 
43.73 
26.90 
23.52 

75.64 
68 
44.90 
28.35 
28.21 

rie  - - - 71,3 120.77 

11 
22.37 

a t h 

X - - - . 44.37 

• lit,. 
5.52 

 
2 

1 199.24 111.59 20.67 
33.21 36.9 
28.35 26.9 
24.21 

1 , O 

11° 36.9 - - 22.37 33.21 199.24 
35.0 20.67 26.9 26.9 
24.21  

m . nd 22.37-21.22 - • - 

' 	% -"'"" .1.,, 't '' ' 	'" 	' ..114i,11)1  1, .411.1,11."•1' ? 1.  r. kr-  ''/Y4111'.    •.; 	. 	4 '11511 - '1/45‘..8 7.fl , 	,1' k. 	' Á.11‘ 41'.4' '2" f 	Al, .1  . ls 1  ''''' " v .k.  . 	>, 51' '' % ' 	- 

O (DESAF) 36.64 29.3 
19.91 

1 
44 4 .; 

6 218.66 22..24 228.62 74.86 
29,3 21.44 25.63 24.07 
24.51 
22.41 
21.44 

a 1 1 I .i 
S/N 32.34 

.. . 4 .1 
21X 44.37 199.24 57.75 

23.58 90,38 50.62 
79.22 
28.35 
25.52 

SNI . . - . . . 
4,  

838 - - - - - 165.68 
35.0 

r 4 , 
R-91 .• - - 28.35 28.35 22.37 

26.9 20.67 
I I Ir 

838° 189.01 - • 
29.11 
21.22 

h 	 / 
il • - - 174.65 26.9 - 

75..16 20.67 

938 21.22 NI) 22.37 . 42.09 32.34 
20,67 28.35 

24.21 
v -ir 

S-IIIPER - NI) - - 199.24 39.93 
174.65 
59.29 
50.62 

1  
22.37 

fr * 
PF • NI) - • • - 

FCO - - - - 103.11 42.09 
51.97 37.88 
26.9 

... t 22.37 

;,1 



CAPITULO 5., MENDOZA E.S. 179 

r- 
testo 

OF/Y513,AF4.1.,be 
k,  . 	̂ 	. 	, 	IV 

w 

 . ' • 	. 	' 	' 	.41.11.  
0-1143-strszl 

" ' ' 	1"'  
0111---4, 
Il. 	.: 	w  

32.04 
30.64 
26.8  

 -4,.,s, ,  
.: 	 11  

16982 

• -.11 	, 	' 
1141 .; 1̂41$114.1,"Jh 

' 	V 	. 
U; 4:11 'V;. 

- 

' 	1.. 	' 
iti Ir  t./5440 : 

36.6 
26.8 

S 209.08 141905141111 209.08 2451 
28.02 28.02 
22.41 22.41 

.. 
a-1 23.44 

r 
81.86 

21.44 78.27 
71.58 
68.46 
38.3 
35.03 
26.8 

-T. . , , 
V 14363 47.89 133.77 

43.80 117 
29.3 28.02 
26.8 

re ... -. 
12 57.26 174.88 

24.51 50.08 
21.34 40.06 

34.40 
28.02 
24.02 
23.44 29.3 
22.41 21.44 
20.50 

ti - 
a,  

- - - - 
r . 1 * 1 , 

q -  ' - - - - * , , 
e - - - 71.3 12077 23442 

1 

22.37 
1- 4 e 

X - - - - 44.37 
25.52 

i I99.24 111.59 20.67 
33.21 36.9 
28.35 26.9 
24,21 

a -. 40 , 1 
ho 36.9 - - 22.37 33.21 199.24 

35.0 20 67 26.9 26.9 
24.21 

.., - 

Av: Uy; Cy: "copas" yacuaalcs (Mtanesata; 	PAV-250, respectivamente) De y U: "cepas" de Campo (89-126 y 89-55) y Fr: "cepa" 
tic koferencia (AL D). 

rt  
SAUR 911. 	4r 	lo t. '1.11 



CERDO DE SONORA (SUERO 210) 

CERDO DE YUCAT N (SUERO 12) 

d 

f) 

CAPITULO 5., MENDOZA E.S. 180 

FIGURA 6. INMUNOTRANSFERENC1A DE 
VFPC. CONTRA DIFERENTES SUEROS 

CONCANAVALINA Y PESO MOLECULAR 

c) 

e 

b) 

CERDO DESAFIADO (SUERO 'O ) 

Av Bv 	Dc Ec Cv Fr 

CERDO DE GUANAJUATO (SUERO e) 

SUERO DE CERDO S.P.F. 

Av., Bv., Cv., = "CEPAS' VACUNALES. Dc., Ec., = "CEPAS* DE CAMPO 
Fr., = *CEPA* DE REFERENCIA. 



AP1 	5., 	 F.N. 181 

6.0. DISCLJSION 

En el Cuadro 1 se observan los resultados obtenidos a través de los estudios 
anteriores, mostrando los datos de las fracciones seleccionadas de cada "cepa" que 
fueron estudiadas por medio de la técnica de Microscopía Electrónica de 
Transmisión, en el Capitulo 4, se lograron visualizar viriones completos, 
incompletos, cápsides, peplómeros, etc, por lo que el siguiente paso fué estudiar 
que tipo de proteina ó glicoproteina presentaba cada fracción 

En un trabajo previo, Wensvoort, 1989, mostró que los sitios neutralizantes 
AcMs del 1 al 8, estaban dirigidos contra los dominios antígenicos Al, [3 o C. Los 
resultados obtenidos en este capítulo fueron los mismos, en los cuales AcMs fueron 
5, 6, y 8 en términos generales. Los sitios no neutralizantes de los MAbs del 9 a 
13, fueron dirigidos contra los dominios A2, A3 o D. Con respecto a los resultados, 
algunas "cepas" fueron positivas al AcMs 13, pero en terma muy dehil y no 
importante. Estos dominios antígenicos fueron topográficamente distintos en unión 
competitiva al realizar estudios de captura del antígeno. En el estudio realizado por 
Weenvoort y cols. (1990), se muestra que en la neutralización, AcMs reacciona con 
El en condiciones reducidas en inmunotransferencia, mientras que los otros MABS 
generalmente no. También se demostró que la El no siempre esta glicosilada y 
puede una diferencia de 3K, entre gp51 y gp54, también se asume que la cadena de 
polipéptidos de El contiene un sitio X , donde un glicán adicional puede estar 
anclado. El sitio de anclaje proteolítico fue diseñado para investigar los dominios 
importantes en El, Tanto 13 y C, como el sitio X que fueron localizados en la El; 
el anclaje de El usando la proteasa V8 produjo 5 fragmentos glicanes orientados a 
derivarse de gp54; y 5 derivados de la gp31, del par original gp54-gp51 se 
detectaron 3 pares de fragmentos (de 42k a 49k, de 35k a 32k y de 27k a 24k) el 
cual contiene un sitio X y dos pares(de 31k y de 19k) los cuales fueron glicosilados 
pero no se les encontró el sitio X, todos los fragmentos excepto el 19k están 
contenidos en el dominio Al , que reaccionan con los AcMs 2, 3, 4, y 7. Únicamente 
los fragmentos 35k y 32k están contenidos en los dominios 13 y C que reaccionan 
con los AcMs 1, 5, 6 y 8, los dominios By C están localizadas a "alguna" distancia 
del dominio A I. 
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Las proteínas que se obtuvieron de estos resultados concuerdan con la 
literatura, como ya se mencionó anteriormente; la diferencia de Kd que marca 
Weenvoort y cols., (1990), concuerda con lo observado en este estudio, sólamente 
que en estos resultados fue de 2.6 K entre cada gel. 

La banda de 31K, fue observada, gracias a la tinción de nitrato de plata 
donde se tiñieron algunas bandas de color verde y en algunas ocasiones de color 
grisácea, correspondientes a las glicoproteínas, sin embargo, sólo corrió el 50% del 
gel, probablemente por falta de tiempo o por el tipo de gel. De aquí podemos 
concluir que la mejor tinción para observar tanto a las proteínas como a las 
glicoproteínas del virus fue la tinción con Nitrato de Plata, con la cual se visualizan 
claramente las bandas. Con respecto a la tinción con Azul de Coomassie, nos da una 
idea del bandeo que tenemos, pero nunca tan fino como con la tinción con nitrato 
de plata. Así de las últimas Figuras (3 y 4), partiendo de las tranparencias de los 
geles claros se proyectaron en papel para medir adecuadamente los RF y se hizo un 
promedio de todos los geles que se repitieron. Posteriormente se obtuvieron los 
resultados de todas las "cepas" con las tinciones, que se muestran en el Cuadro 2, 
donde se observan los PM para cada "cepa". Cabe mencionar que los PM se 
calcularon mediante el RF y regresión lineal, para las seis "cepas" del VFPC. Los 
PM que se observaron en cada "cepa" son los importantes y los reportados para el 
VFPC (Wenvoort et al,.1989), como son las proteínas estructurales, E 1, E2, C, 
proteínas de cápside y la proteina 31 K. 

Las glicoproteínas presentes en la tinción con ConA*P, no se presentan en la 
tinción con Nitrato de plata. Esto se puede explicar porque, primero se encontraba 
en baja concentración, siendo más sensible el método de la ConA*P, o que existió 
dispersión en el gel mientras se corrían las muestras por el cambio de voltaje (muy 
frecuente), por lo que se pudieron observar proteínas con diferencias de 1 o 2 K; 
pero además entra dentro de lo aceptable por la variación obtenida entre gel y gel 
con estos resultados (2.6 K). Las condiciones de trabajo fueron diferentes, a las del 
grupo de Holanda, donde sólo realizaron la tinción con azul de Coomassie, mientras 
y en este estudio se trabajó con geles de poliacrilamida al 7.5%, teñidos con azul 
de Coommassie y Nitrato de Plata. Estos resultados se contraponen con los datos 
de Collett y cols., (1988) que demostraron que la gp53 de VDVB contiene cuatro 
sitios potenciales de glicosilación linked-N, la diferencia fue de 4 K a 7 K, lo que 
concuerda también con los resultados de Weenvoort et al, .(1990), diferencia que 
observaron entre El y su columna estructural deglicosilada. Las condiciones de 
trabajo fueron diferentes, ya que ellos trabajaron con geles de poliacrilamida al 
10% y al 12% teñidas sólamente con azul de Commassie. 
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En los bloques presentados en los resultados, observamos que el orden de 
frecuencia con que aparecieron las "cepas" fue la "cepa" Av (25 veces), la "cepa" 
[3v (24 veces), la "cepa" Dc (23 veces); la "cepa" Ec (24 veces), la "cepa" Cv (22 
veces) y la "cepa" Fr (27 veces). Con respecto a las proteínas que son únicas de 
algunas "cepas", estas pudieran ser utilizadas para su identificación y diferenciación. 

Las "cepas" vacunales Av,Bv y Cv (Minnesota, PAV-1 y PAV-250), 
mostraron proteínas comunes, como fue la 252.5K, que no está presente en las 
"cepas" de campo, ni en la de referencia. La proteina 60 sólo está presente en la 
cepa Cv y Fr; 32 y 34 están presentes en la cepa Av y De, la cepa Cv no mostró 
la proteína 31 K, la "cepa" Cv es la única que no tiene la proteína 120. 

Las "cepas" de campo Dc y Ec (89-126 y 89-95) comparten la proteína 152 
Kd y esta no está en la vacunales; pero sí se encuentra en la cepa de referencia. La 
proteína 82 k está presente en De, Ec y Fr, pero no en las vacunales. La proteina 
65-67, 74, están presentes en las "cepas" De, Ec y h., pero no en Av, 13v y Cv; la 
cepa Ec no tiene las proteínas 168-169; 142-143. 

Existen proteínas comunes a todas las "cepas" como son: 188.7-187.2 y 87-
90, que pueden ser descartadas desde un principio. 

Con respecto a la bibliografía consultada la proteína de 125 reportada por 
Greisser-Wilke (1992), en los resultados obtenidos no la presentó ninguna de las 6 
"cepas". Con respecto a las proteínas de 120: (Wenvoort cal al,, 1990; 118), ( Donis 
cut al,.1988), y 115 (Purchio 	al,.1984), en los resultados obtenidos todas las 
"cepas" presentan estas proteínas a excepción de la cepa Pav-250. La proteina 110 
(Pritchett et al„ 1975), sólo la presenta la Cepa Pav-250. La proteína 97 (Flulst 
et 	1993) y la 90-93 (Pritchett et al,., 1975 ), todas las "cepas" la presentaron, 
a excepción de la cepa Minnesota, Las proteínas 89-87 reportada por Wenvoort 
e/ al,., 1990), concuerdan con nuestros resultados para todas las "cepas". La 
proteína 84 (Purchio e, al,., 1984) sólo la presentó la PAV-250. La proteína 80 
(Purchio 	1984), la presentó sólo la cepa de campo (Dc); la proteína 75 
(Donis el al, 84) solo la presentaron las "cepas" de este estudio (Ec y Fr); las 
proteínas 70-69 ( llulst el 	1993), no la presentaron ninguna de las "cepas", las 
proteínas 51-58;56-65; gp54-51; 55-33; 57, mayoritariamente reportadas por 
muchos autores ya mencionados, concuerdan con los resultados obtenidos, ya que 
todas las "cepas" presentaron estas proteínas. La proteína 48 ; 44-48 (Donis et al,., 
1984; Weiland, al,,., 1992; niel et al„ 1992) sólo concuerda con las "cepas" Av; 
Dc y Fe. 1,as proteínas 44-46 y 45 reportadas por varios autores, concuerdan con 
todas las "cepas" a excepción de la cepa Av. Las proteínas 42-39 y la 38, 
reportadas por Wenvoort 	1990, sólo la cepa Av las presentó. Las proteínas 
31-42; 35-32 y 33 ( Wenvoort et al,., 1990; Thiel et al,., 1991), sólo la presentan 
Av y De. La proteína 30-31 (Enzmann y Weiland; 1978; I lulst, el al ., 1993 y 
Wenvoort el al ., 1990) concuerdan los datos obtenidos. 
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Las tres proteínas específicas de FPC de 90K, 70K 54K, 51K y 31K, fueron 
detectadas por el SUS-PAGE bajo, condiciones reductoras, cuando las fracciones 
fueron tratadas con un detergente no jónico NP-40.. 

Las transferencias al ser teñidas con la tinción con Con-A*P mostraron las 
glicoproteínas 14)54 y gp 51 y gp 31 principalmente, los resultados concuerdan con 
los de Weenvoort, 1989, a excepción de que ellos detectaron a la gp 31, 
probablemente porque la detectaron con anticuerpos monoclonales, mientras que en 
este trabajo fue hecho con anti-lgG peroxidada. Por otro lado quizá exista otra 
explicación que aún después de purificar siga cruzando con DVB. 

Estos resultados nos muestran que los sueros que reaccionaron a las "cepas" 
3 y 4 de campo, no reaccionaron de igual manera a la de referencia y a las 
vacunales. Esto puede descartar la posibilidad de que las "cepas" de campo sean 
dericados de vacunas, mientras que la cepa a la que más reaccionaron los sueros 
fue a la cepa Cv (vacuna-PAV-250). Por otro lado, se encontraron bandas no 
reportadas con anterioridad. En el pérfil electroforético de las "cepas" se 
encontraron proteínas que al parecer son propias a las "cepas" de campo, por lo 
que esta información puede ser de vital importancia para tomarlas como marcadores 
y poder diferenciar anticuerpos vacunales de los anticuerpos infectantes, lo cuál 
podrá ser investigado en trabajos posteriores. 

Con respecto a los sueros de Sonora , no se encontró una respuesta asociada 
a las "cepas" patógenas de campo, exceptuando los sueros donde se encontró 
respuesta sólamente en contra de las bandas de 23Kd y 51Kd, que corrresponde a 
proteínas comunes a todas las "cepas" vacunales y a las de referencia. Las 
fracciones contra las que se encontró mayor índice de respuesta fueron las de 
118,72,38,37, 32, 31, 29, 28, 27,25,23 y 21 Kd, que corresponden a lo reportado 
por Wenvoort, (1990), y por otros autores; sin embargo, se encontraron reacciones 
aisladas en contra de las fracciones de 210 y 219 Kd, las cuales no se encuentran 
reportadas con anterioridad. Con respecto a los sueros de Guanajuato, se encontró 
una reacción importante contra una de las "cepas" patógenas de campo, a las 2 
vacunales y a la de referencia. Los principales bandeos fueron para la fracción 
209*, 199*,71*,72*,48,49*,44,37,33-35,28,27,24-26,23,22, 21, de las cuales, las 
marcadas con un asterisco no se encuentran reportadas en la literatura. 

Con respecto a los sueros de Yucatán, las bandas reaccionaron 
moderadamente en contra de las "cepas" de campo y el bandeo fue el siguiente 
210*,175*, 68,69,51,44-46,37,33-34,26-29,23,24,22 y 21, de los cuales no se 
encuentran reportados los marcados con(*). Los animales desafiados presentaron 
reacción a las fracciones, 175*,75,51,42, 29,28, 27,24,22,21, el suero hiperinmune 
mostró el bandeo sólo a la "cepa" Cv y muy poco a la "cepa" Fr que fueron a las 
bandas 199*, 175*, 103*,59*,51,42, 40*,38, 27 y 22. 



CAPrITI.0 5., MENDOZA E.S. 185 

Otro punto importante es que las bandas que se detectaron en los sueros de 
Sonora, pudieran corresponder algún otro pestivinis: VDVB o el VEF, que pudiera 
estar dando una reacción cruzada, con estos estudios realizados con el VFPC, los 
bandeos también pudieran corresponder a animales que fiieron infectados con otros 
pestivirus, ya que esa área es una zona libre de FPC, en la cual no se tendrian que 
encontrar anticuerpos vacunales. 
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8. CONCLUSIONES 

• Las 17 "cepas" presentaron un buen título con la técnica de focos 
fluorescentes. 

• Seis "cepas" fueron positivas al estudio realizado con anticuerpos 
monoclonales demostrando ser VFPC. 

• La sacarosa, permitió realizar la ultracentrifugación por gradiente con buenos 
resultados 

• El estudio de purificación por ultracentrifugación, permitió purificar 72 
fracciones, 12 por cada cepa. 

• De estas seis "cepas", las fracciones más importantes fueron la 8 y 9. 

• El estudio de la densidad boyante nos permitio separar las "cepas". 

• El estudio por espectroscopia ultravioleta, nos permitio encontrar picos 
correspondientes tanto a proteínas como para ácidos nucleicos. 

• La microscopia electrónica de transmisión nos permitió localizar partículas 
virales en las fracciones seleccionadas. 

• La PAGE-SDS mostró que en estas fracciones se encuentran las 
glicoproteínas reportadas El y E2, la proteína de cápside y la gp31. 

• La PAGE-SDS mostró proteínas no reportadas que pueden utilizarse como 
marcadoras que pertenecen sólo de "cepas" de campo y otras de "cepas" 
vacunales. 

• El estudio de inmunotransferencia permitió detectar enfrentando sueros de 
diferentes "status" inmunológico contra el patrón electroforético, mostrando 
importantes proteínas que sólo presentan proteínas de "cepas" de campo y 
proteínas de "cepas" vacunales, 
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