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RESUMEN GENERAL

Con el objeto de desarrollar y evaiuar una vacuna inactivada oleosa contia la Enfermedad dei
Ojo Azul (EOA) de los cerdos, ocasionada por el Paramyxovitus Porcino (PMVP), se hicieron 3
experimentos.

En un primer experimento, ia anligenicidad e inocuidad de la vacuna contra la EOA, inactivada
con irradiacion gamma, se evalud en 5 lechones lactantes. Cada lechén se vacunéd, por via
intramuscular (IM) en los jamones, con 3 dosis de 4 mi cada una, a los 16, 26 y 37 dias de edad; dos
lechones testigos recibieron la misma dosis de piacehbo. Veintiocho dias después de ia Glima aplicacién
del indculo respectivo, todos fueron desafiados con 10' Dosis infetantes para Cullivos Celulares
(DICC)g/mi del PMVP de La Piedad, Michoacén (LPM), por via IM. Durante 140 dias, & todos se ies
did un seguimiento clinico y setoldgico. En el segundo experimento, con el objeto de contar con una
"cepa” de desafio adecuada, se determind la dosis del PMVP capaz de matar a! 80 % de ios lechones
susceptibles. Para ello, seinocularon dentro de una cémara de aerosoles 2 grupos de 5 lechones cada
uno, de 4 y 7 dias de edad con dos dosis difetentes dei PMVP/LPM; los grupos A y B recihieron 28 ml
X 10" “DICC,4,,/35 min y 28 mi X 10°°DICC,,,,/42 min, respectivamente; se dejé 1 lechon testigo. A todos
se fes did un seguimiento clinico desde el hacimiento y a partir del desafio hasla su mueite, y & los
sobravivientes hasta los 22 dias después de la inoculacidn. En el tercer experimento, se evalué la
proteccion pasiva conlerida a lechones procedentes de cerdas vacunadas con la vacuna menclonada
vs la EQA. Con tal finalidad, se vacunaron 2 grupos de 2 cerdas, cuando estaban en el tercer tercio
do Ia gestacion; en cada grupo se dejé 1 cerda control. Al parir, cada una permanecié con sus
fechones. Cuando los del Grupo 1 (experimentales y tesligos) tenlan 7 y 8 dias de edad, se desafiaron
todos juntos, dentro de una cémara de aerosoles, con 30 ml X 10"°DICC,,/PMVP-LPM/30 min. Y
cuando los del Grupo 2 (experimentales y testigos) tenlan 4,6 y 7 dias de edad, se desafiaron por
separado, dentro do Ia cémara de aerosoles, Se hicleron 2 grupos de 5 lochones, de 7 dias do edad
(de Ia cerda no vacunada); los grupos 2A y 2B, se inocularon con 30 mi X 10°*DICC,,,/PMVP-LPM/55
min y con 30 ml X 10" *DICC,,./PMVP-LPM/45 min, respectivamente. Da los lechones de Ia cerdas
vacunadas, se hicleron 2 grupos de 6; los grupo 2C (6 dias de edad) y 2D (4 dlas de edad) se
Inocularon por separado, con una alictota de 36 ml del mismo indculo empleado para el Grupo 2A,
durante 70 y 53 min, respectivamente. A todos se les dlé un seguimiento clinico desde el nacimiento
hasta que murieron y/o hasta los 35 dias de edad. A partir dei dla 21, después de la primera
vacunacian, todos los vacunados, del primer experimento, no enfermaran pero si desarollaron tituios
de anticuerpos (Acs) que se fueron Incrementando y permanecieron altos al término de! experimento
(140 dias); en ellos, el desafio actud Unicamente como un refuerzo antigénlco, mientras que en los

testigos sélo se estimularon Acs después del desafio. La vacuna mostid buena antigenicidad,
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desafortunadamente se observaron reacciones inflamatorias transitorias en el drea de la inyeccion; a
los 160 dias de edad, en la misma area da los jamones se ohservaron lesiones macro y microscapicas.
En los 2 grupos inoculados del experimento 2, se observo una morbilidad del 100 %, con signos
clinicos de la EQA. Las montalidades tueton del 80 % y 60 <5 para los grupos A y B, respectivamente.
£l virus fue reaislado, del encélalo de los lechones muertos, e identilicado. El lechon testigo no
enfermé. Ya contando con la dosis capaz de matar al 80 % de los lechones, ésta se utihzd
posteriormente para evaluar la potencia de la vacuna en estudio. En el calostto de una cerda vacunada,
del Grupo 1 {expetimenio 3}, asi como en su suero sangufneo {SS), el dia en que se desafiaron sus
lechones se encontraron titulos de Acs IH (1:5) y SN (1:64.1:16); después det desafio, en los lechones
pracedentes de las madres vacunadas, no hubo hipertermia en el 80 % de ellos, ni signos clinicos en
el 100 %, mientras que de los lechones testigas, el 85 % (6 de 7) mastraron hipertermia y lodos
manifestaron signos moderados de la EGA y se recuperaran; en un control se presentaron los signas
nerviasos y la opacidad corneal; el dia del desafio, 9 de 10 lachones experimentales tenian titulos de
anticuerpos SN (1:4 a 1:32, con promedio de 1:20), que fueron descendiendo en los siguientes
muestreos, hechos a los 14, 21 y 30 dias de edad; los lechones testigos, empezaron a mostrar
anllcuerpos a los 14 dias después del desatio. El dia del desafio, en el calostro y en el SS de las 2
cerdas vacunadas {Grupo 2), hubleron huenos litulos de Acs; el 100 % de los lechones, procedentes
de madres vacunadas, no enfermaron ante el desafio; mientras que e los controles del Grupo 2A se
observé una motbiletalidad del 100 % y en el Grupo 2B una morbilidad del 80 % y una montalidad dei
60 %: of dia det desaliv, 1odos los lechones, desafiados y no desafiados, de madres vacunadas,
mostraron Acs maternos, con titulos iH de 1:5 a 1:40 y titulos SN de 1:18 a > 1:128; mientras que las
cerdas controles de ambos grupos y sus lechones fueron negativos. Estos datos muestran que se
cuenta con una vacuna inactivada efecliva y con un método adecuado para evaluarla.
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ENFERMEDAD DEL OJO AZUL CAUSADA POR EL PARAMIXQVIRUS
PORCINO

1.1 Historia.

En 1981 se informd por primera vez en México de la presencia de una nueva enfermedad de
los cerdos denominada "Sindrome del Ojo Azul o Cerdos Zarcos”, la cual aparentemente hizo su
aparicion en el drea porcicola de La Piedad, Michoacan, a principios de 1980 (5): el sindrome
observado afactaba a cerdos de diferentes edades, en los que habia: opacidad azul turquesa en uho
o en ambos ojos, hepatitis, morbilidad del 30 al 40% y mortalidad del 1% o menos (5, 6y 7). En otro
trabajo se informd de la aparicion de la enfermedad, en mayo de 1980, en lechones lactantes de 4 a
10 dias de edad, en donde la morbilidad fue del 20 % y la mortalidad del 80%. En ese brote que duré
8 semanas, murieron aproximadamonte 600 lechones. Los animales morfan entre los 2 y 7 dias
después de la aparicion de los primeros signos, que eran de tipo nervioso y opacidad de la cornea

(OC). De los animales afectados se aisld por primera vez un virus hemoaglutinante (HA) (66 y 67).

En 1984, en el Laboratorio de Virologia de Centro Naclonal de Investigaciones Disciplinarias
en Microbiologia Veterinaria (CENID-MV), del Instituto Nacional de- Investigaciones Foroslales y
Agropecuarias (INIFAP), SARH, en Palo Alto, D.F., Martinez et al., alsiaron un vitus, que mostid
propiedades hemoagiutinantes, a partir del encéialo de un cerdo, que provenia de una granja de
engorda localizada en el drea de La Piedad, Michoacdn (38, 39 y 40). En la granja alectada so habia
presentado un sindrome caracterizado por encefalitis y OC (16) y mortalidad del 15 ai 20% (38 y 40},
Y al inocular con el espécimen otiginal, diluldo 1:5, & un cerdo normal, por las vias intramuscular (IM),
intravenosa (IV), subcutanea (SC}, conjuntival, oral y nasal (38 y 40), se reprodujeron en él, a partir del
cuarto dia postinoculacldn (Pl), los signos clinicos de la enfermedad observada en la granja de engorda
afeclada; los cuales fueron: fiebre ligera (40.2 C), anorexia, depresion, conjuntivitis pronunciada, signos
respiratorios y nerviosos, inflamacién del drea perlotbital del ojo y exudado nasal; a partir del noveno
dla se presentd ceguera parcial, con ligera OC, torticolis, incoordinacién, posicidn de *parro sontado®,
tremores, desplazamiento en circulos, hundimiento de los flancos, disminucion de la grasa subcutdnes,
debilidad, dificultad para levantarse y movimientos do pedaleo (38 y 40). Esta fue la primera ocasion
on la que se notd, en cerdos inoculados experimentalmente, la presencia de signos respiratorios y
exudado nasal, junto con signos nervioses y OC: aunque esta Ultima fue ligera.

También se inocularon dos cerdos de tres meses de edad; en unc de ellos, que fue inoculado
por via IM, so observaron signos respiratorios severos, estettares marcados y respiracion abdominal
de los 3 a los 10 diss Pl; al sexto dia se empezd a notar conjuntivitis, lagrimeo, lagafas y Hgera

clanosis en Ia region ventral, ligeros signos de incoordinacién, ijares un poco hundidos y lomo
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arqueado. Mientras que ef otro cerdo, que fue inoculado por las vias oral, nasal y conjuntival, a partic
del séptima dia se obiservd conjuntivitis, lomo arqueado, diatrea y ligera respiracion abdominal, Ambos
cerdos mastraron respectivamente temperaturas maximas de 40.4 Cy 40.1 C alos 16 dias Pl. Un tercer
cetdo, sin inocular, fue mantenido en cantacto con las olras dos anteriates, el cual mostid al séptimo
dia ligera congestion de mucosas oculares, lomo arqueado, ojos florasos y el ojo derecho con ligera
opacidad; y &l actave dia hipersensibilidad y ligeros ttemotes; las biometrias sanguineas de los dos
cerdos no mostraton cambios impoitantes (38 y 40). '

1.2 Otros paramyxovirus encontrados en cerdos.

En una comunicacién presentada en 1986, se informa que en tsrael se aislo un paramyxovirus,
esttechamente relacionado al patamyxovirus aviar serotypo 3, a pattir del exudado nasal de un cerdo
clinicamentemente sano, y esto aparentemente no tiene mayor implicacion, ya que la poblacién porcina
en tal pais es muy pequeiia (37), no obstante es probable que un nimero mayer de cerdos esté
infectado y en et futuro quizds se convielta en un problema para a salud de los cerdos.

En otro trabajo presentado on 1968 se reporta qua de 1392 sueros pertenecientes a cerdos de
195 granjas de Minnesota, EU.A, 172 sueros (12.4 %) tueron positivas. con titules iguales o mayotes
a 1.40, a anticuerpos inhibidores de a hemaglutinacion (IH) contra ef virus de la parainfiuenza tipo 3
{VPI1-3) (96); lo anterior quiere declr que probablemente el VPI-3 sea de significancia en los cerdos (86),
En otro comunicedo, presentado en 1988, se informa del aislamiento en Halia de un VPI-3 a partir del
cerebro de un cerdo que mostraba trastornos locomotares (18); aunque sa trata de un solo caso, es
probable que en el futuro se impliquen mas cerdos y se conviena en un problema serio de salud para
los cordos.

1.3 Impacto econémico.

Desde- un principio y hasta la fecha, e sabe que la EOA sfecta principalmente a lechones
lactantes, en los que se prasenta en forma aguda y fatal, causando morbilidades det 20 &l 85 % caon
mortafidades de casi of 100 % de los afectados (47, 52, 54, 66, 67 y 75). Tambitn se ohservé que en
los cerdos "pepenados”, se presenta junto con otras enfermaedades, ocasionando importantes pérdidas
econdmicas, ya que por sjemplo, durants un brote en una granja engordadora, se encontré un 50 %
de morbilidad y 67 % de mortalidad y los animales que no murieron tuvieran un tetraso promedio de
45 dias para alcanzar el peso de venta (105 Kg) (70). Posteriormente se ohservd, que las cerdas
gostantes y los verracos, tamblén se afectaban, ocasionando con ello importantes pérdides econdmicas
por infertilidad (8, 9, 71 y 90). En 1092, se estimaba que en ol pals, la EOA junto con otres 4

8§



enfeunedades de los cerdos (Rinitis Alrdlica, Enfetmedad de Aujeszky, Pavovitus Parcino y
Gastroenteritis Transmisible) ocasionaban pérdidas pot costos directos anuales de § 20 millones dle

ddlates notteamericanos (22).
1.4 Distribucion.

La enfetmedad hizo su aparicion en el drea parcicela de La Piedad, Michoacén, en 1880 (5,
6, 7, 66 y 67). Durante ese ano fa EOA afectd a cerdos de granjas de fos estados de Guanajuato,
Jafisco y Michoacan. Para diciembre de 1982, la enfermedad se difundio a cerdos de diversos centios
porcicolas de esos estados (68). También en 1982 se diagnosticd en el Estado de México; y en 1983
se observaron brotes en el sur de Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Leén, D.F,, Tlaxcala , Yucatan, Tabasco
y Querétaro; y en 1984 en Tamaulipas; estos hrotes se-diagnosticaron por aislamiento viral e
identiticacidn por inmunafluarescencia {IF), y mediante estudios seroldgicas {68, 75, 76, 80 y 87). Hasta
1884, se considetd que se hablan presentado més de 500 hrotes en el pais (73); desafortunadamente
en el rabajo en cuestidn no se menciona si estos brotes fueton diagnosticados clinicamente, o
mediante pryebas de laboratorio.

Otros grupos de investigadores han estudinda biotes de éste sindrome; dos en 1884 en La
Piedad, Michoacan, uno comprobade por sislamiento viral (38, 40 y 60); otro en la misma édrea, en
1987, comprobado por serologia y por aistamiento viral (43); otros 3 en el Estado de Maxico, en 1987,
comprobados por serologia (43); y uno por el rumbo del Lago de Guadalupe, Edo. de México,
comprobado por aislamiento viral (54). Un caso saspechoso en Jalisco en 1984, diagnosticado con
base en los signos clinicos (30). Y otro brote en 1981 en Tamaulipas comprobado por serologia (46).

En diclembre de 1988, se hizo la aclaracion de que las pruebas serologicas que se hicieson
a cerdos procedentes de los rastros de Yucatan y Tabasco; aparentemente provenfan del Bajlo (87).

En un estudio seroldgico restrospectivo, se encontraron anticuerpos IH contra el Paramyxovirus
Patcino de La Piedad, Michoacén (Pp-LPM), an suetos colectados y cangelados desde 1972 a 1985
pracedentes de: Edo. de México, Sonora, Guanajuato, Morelds, Puebla y Michoacén (60 y 63).

Enlre los aiios de 1888 y 1989, la enfermedad fue detectada en los estados de Puebla,
Campache, Quintana Roo, Sonara y Moralos; ésta se reallzd por aistamiento viral y serologia (11y 24),
y nuavamente se informa de casos acurridos en Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Querdtare y e Edo,

de Méxica {24). Aparontemente esta enfesmedad solo se ha reportado en México,



1.5 Ginonimias de la enlermedad y del virus.

inicialmente a la enfermedad se le denoming Sindrome det Qjo Azul (Blue eye syndrome),
Cerdos Zarcos y Qjo azul, debido a la coloracion que adquitia la cornea fransparente (5, 6 y 7): o)
principio se aislo un virus HA (66). que despuds fue denominado Virus del Sindrome del Ojo Azul
(VSOA) (75, 78 y 79); posteriormente, a éste mismo vitus se te lama Paramixovirus de Ojo Azul (POA)
("blue eye" Paramyxovitus) (88 y 88). en 1986, el virus inicialmente aslado fue parcialmente
caracletizado como un huevo miembro de fos Paramixovirus (81); mientras que ef virus aislado en 1984,
fue también parcialmente caracterizado en 1986 (16), observandose que era semejanle a un
paramixovirus {38 y 40j, y se le denoming virus LPM (La Piedad, Michoacén, México}: debido a que
el vitus fue aislado dej ceteho de un cerdo proveniente de La Piedad, Michoacén (16 y §0). También
en 1986, se realizo la caraclerizacion tnés completa de esle virus, el cual fue designado virus LPM (50).
Reciénlemente en 1994, en un symposium realizado en Puebla, México, se llegd & un consenso general
de que al vitus en lo sucesivo se le denominara Paramixovirus porcino (PMVP} y a la enfermedad que
ocasiona Enfermedad del Gjo Azut (EQA} (21).

1.6 Etiologia.

Iniclaimente se aislé un virus hemoaglutinante que producia efecto cllopético (ECP) con
formacion de sincitios (66 y 67}, y posteriormente se hicieron otros aislamientos (38, 40, 43, 60 y 4.
Mediante Ja noculacion de cerdos, se ha demostrado que este virus es el agente causal de In
enfermedad; ya que, excepto la OC, iniclalmente se lograron reproducir los mismos signos clinicos y
lesiones observadas durante los brotes (40, 69, 71 y 72). No obstante que fa OC compieta no pudo
ser reproducida en les primeros experimentos; en un experimento hecho a fines de 1984, se informa
que se logro reproducir ligera OC en dos cerdos inoculados (38); ¥ en 1988, en varios frabajos se
menclona que la OC se reprodujo experimentalmente en Jechones de diferentes edades (26, 27, 44,
51y 88); con lo cual se cumplié con los postulados de Kach. De los diferentes aislados del PMVP, por
el grupo de investigadores de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), el virus alslado
en 1981 fue denominade VSOA (75,78 y 79), y & los vitus aislados posteriormente fes denaminaron
FOA (11 y 89); mientras que a tos aislados por el grupo de Investigadores del CENID-MV, se les
denominé Paramixovirus porcino (43), y paiticularmenie al aislado en 1984, se le lamd LPM, ya que
fue aislado en La Piedad, Michoacan (16 y 50). Existen clertas semejanzas entre estos virus aislados;
y muy probablemente se trate del mismo virus, sin embargo se requieten pruebas serolégicas

especificas que permitan relaclonatlos (38, 38 y 40).



1.7 Caracteristicas del Virus.
1.7.1 Células empleadas en el aislamiento del PP-LPM.

El Pp-LPM fue aislado en 1984 en células de comete de bovino (CB3) (38). También se aislod en
la linea de células de rifidn de cerdo (PK-15) y en la linea de células da tidn de bavine (MOBK) (38,

50 y 54); el virus en cuestion se replica en una amplia vatiedad de células (38, 40 y 50).
1.7.2 Propiedades fisicoquimicas.

Entre sus propiedaes fisicoquimicas, tiene ta de hemagiutinar eritrocitos de polio, galiina,
cobayo, bovino, cerdo, caballo, perro, gato, hamster, conejo, oveja, cabia, ratén, rata, pavo y humano
tipos {A, B, ABy O) (38, 50, 75. 76, 81 y 87).

Los titulos hemaaglutinantes més altos, utitizando al Pp-LPM, se obtuvieron con eritracilos de
pollo, cobayo y pavo (titulos de 1:128 6 1:256). El PMVP también posee actividad: hemoadsarbenta
(HAD) con erittocitos e las especies antes sefaladas, en células PK-15; hemolitica; y de
neuraminidasa, et fendmeno de elusion de eritrocitos ocurre entre 30 y 50 minutos de incubacion a
37 C (50, 75, 76, 81, 87 y 88),

El virus es sensible a fos solventes de fipidos (eter y cloroformo); ademis tlene resistencia a
la actinamicina D, Se inactiva a 56 C después de 4 h; ja HA se pierde de las 48 a 60 h a 56 C (75, 76,
81, 87 y 88). Se desconoce cuants tiempo resisto ef virus en condiclones ambientales naturales.

Cruz et al, 1288, demostraron que en condiciones experimentales et Pp-LPM después de ser
multiplicado en céluias PK-15 conserva sus propiedades HA e infectivas por mas de 110 dias, a 37 C;
a 56 C sus propiedades HA se conservan por lo menaos hasta 30 min, y su infectividad hasta los 15 o
mas min; a 87 C conserva su HA durante un min y su infectividad por lo menos 3 min (17).

Aparentemente se han encontrado diferenclas de virulencia entre las cepas aisladas de
diferentes broles, en granjas engotdadoras de cerdos (84 y 85); sin embargo, se requiere hacet mas
investigacidn al respecto.

1.7.3 Tamafio y morfologia del Paramyxavitus Porcino.

Otros investigadores, al hacer observaciones en el microscopio electidnico de preparaciones
hechas cen el sobrenadante de células CB infectadas con el sexto pase del virus dei Pp-LPM tefidas
con lincidn negativa, aprecian estructuras pleomérficas con proyecciones en la superficie externa de
ta membrana con tamaito aproximado de 185 nm (38, 40 y 50). En observaciones similares hechas con
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el VSOA, el virion es pleomarlico, mas o menos esférico, de 100 a 300 nm de diamelro, con una
membrana que liene proyecciones en su superficie, y nucleocapside; en las preparaciones también se
pueden observar estructutas filamentosas cotrespondientes a nucleocapsides de Paramixovirus rotos;
y particulas pequefas que cortesponden a matetial viral sin ensamblar (86). La estructura, la mortolagia

y el tamario de las particulas observadas coinciden con las de los paramyxovitus (65 y 98).
1.7.4 Relacicnes seroldgicas del Patamyxovitus Porcino con olros paramyxovirus.

Mediante pruebas de seroneutralizacion (SN), fijacion del complemento, doble inmunodifusién
e IH, los sueros hiperinmunes conlra el virus de Parainfluenza humana tipos 1 (VPI-1), 2 (VPI-2) y 3
(VPI-3), Paperas, Sarampidn, Virus Sincitial Respiratorio (VSR) y el de la Enfermedad de Newcastle
(VENC) no reacionaton contra el Pp-LPM. El suero anti-Pp-LPM no reaciond contra el VPI-3 ni conlra
el VENC (50).

1.75 Comparacion de las proteinas estiucturales del Peramyxavitus Potcino y otras
Paramixovitus,

£l perfil de las proteinas estructurales, del pattdn antigénico del Pp-1.PM, fueron comparadas,
par electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de duadecil sulfato de sodie (DSS-GPAR),
con las de los virus de Patainfluenza bovina tipo 3 (VPIB-3) (cepa U-23) y de la Entermedad de
Nawcastle (ENC) (cepa Montana). Por fo menos 4 proteinas fueron determinadas a pattir dej Pp-LPM,
slendo su perfil simitar al VPIB-3 {cepa U-23), pera un poco diferente al VENC (cepa Montana) {50). En
otio trabajo ulilizando el mismo método (DSS-GPAA), se analizaton y compararon las proteinas
estructurales del Pp-LPM contia las de: VENC {cepas pichdn Suecia 83, y La Sota), VPIB-3 aislado de
bovino {cepa U23), y virus Sendai; encontréndose que et Pp-LPM fue muy similar al VENC, en la
reforente a fa movilidad de |a proteina P (52 K); se observé una diferente movilidad de esta proteina
P, en et caso del VPIB-3 y del virus Sendai {79 K). El virus LPM es similar al VPIB-3 en lo ralativo a la
movilidad de las proteinas hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y nucleoprateina (NP). Usando el matcaje
con {"H)giucosaniina se mostraron 2 glicoproteinas virales de 66 K y 59 K, que carrespondieron a las
proteinas HN y de fusion {F,), respectivamente. E marcaje con [#P)ortofostato reveld un polipéptido
de 52 K, que correspondio a la proteina fostorilada (P). El andlisis de las nucleocapsides purificadas
por ultracentifugacion en gradiente de cloruro de ceslo, de virus tratados con detergente, reveld un
polipéptido de 68 K, que correspondio a la protelna NP. También so identificaron otros 2 polipéptidos
que correspondleron a las proleinas "large* (L) y de malriz (M), con pesos moleculares de
aproximadamente 200 Ky 40 K, respectivamente (83 y 94). Como en los demas miembros de ta Familia
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Paramixoviridae (98) también se encontrd la proteina celular de actina en el PP-LPM (83 y 94). Los
investigadores que hicieron estos trabajos concluyeron que los resultados de estos estudios sugieren
que el Pp-LPM es un virus genuino de cerdos, y que éste no muestra relaciones seroldgicas cruzadas
con los otros Paramyxovirus estudiados hasta ahora. Y que debe ser clasificado como un nuevo

miembro del género Paramyxovitus (93 y 94).
1.7.6 Organizacion del genoma del Paramyxovirus Porcino.

El mapa genético del PP-LPM, es similar al descrito para otros paramyxovirus (98). De la
terminacion 3’ a la terminacion 5, el orden de los genes es NP, P, M, F, HN y L (36). El gene P
consiste de 1374 nucledtidos incluyendo la senal poiy(A) (3). Por to menos lres proteinas pueden ser
codificadas del gene, V de 249, P de 404 y C de 126 aminodcidos. Del Grupo de Ias Paperas, de los
Paramyxovirus, el PP-LPM es el Gnico virus con un marco de lectura ablarta (ORF) para la proteina C
(38). €l gene M tiene una longitud de 1376 nucledtidos incluyendo sacuencias no codificantes en las
teiminaciones 5' y 3', con una secuencia codificante para la proteine de 1107 nucledtidos (2). Esto da
una proteina deducida de 369 aminoacidos con un peso molecular calculado de 41,667, que estd de
acuerdo con su movilidad en SDS-GPAA (93 y 84). El grado més alto de Identidad la tiene con el gene
M del vitus de las Paperas, con una homologia del 48 % y 55 % a nivel de aminoacidos y nucledtidos,
respectivamente (2). La proteina M es rica en aminodcidos basicos y esto le da una carga positiva neta
de + 17.5, Esto se ubica en el mismo rango de las proteinas M de los otros paramixovirus (2). Esta
caiga positiva neta es de importancia para que la proteina interactiie con ottos componentes. virales
y celuiares (36). La proteina M interactita con la nucleocépside y las glicoproteinas virales (36, 65 y 98)
y se cree que esto gula al Inicio del proceso de ensamble y gemacion viral (38 y 98), El gene F posee
1845 nucledtidos, con un ORF que codifica 541 aminoécidos (4); este gene esti mas estrechamente
relacionado al gene F del vilus de las Paperas y del Virus del Simio tipo 5 (8V5). No pudo ser
enconlrada una region codificante para la pequea proteina hidrotébica, como en el caso de! virus de
las Paperas y del SV5 (36). El gene de la proteina F codifica una protelna con un peso molecular de
58,311; la estimacion del peso molecular en SDS-GPAA dl6 69,000 para fa subunidad F, y 12,000 para
laF, ; esto di6 un tolal de 71,000 para F, La homologia total de aminoécidos es de 45 % para el SV5
y 42 % para el virus de las Paperas (36). El gene HN contiene un largo ORF de 1728 nucledtidos, que
codifican la proteina HN de 576 aminodcidos (95). El peso molecular calculade de 63, 324 es menor
que el de 66K estimado por SDS-GPAA; esto probablemente se deba a la glicosilacidn de fa proteina
{36). La comparacion de la secuencia de aminodcldos revelé la més cerrada relacion con el SV5 (43%)
y el virus de las Paperas (41 %) (36). Estos estudios muestran que ol PP-LPM estd mas estiechemente
relacionado al virus de las Paperas (2, 36 y 95). Los otros virus del grupo (SV5, VPI-2 y VPI.4)
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esluvieron tambien telacionados al PP-LPM, lo cual puntualiza que probablemente tengan un ancestro

distante comun (36).
1.7.7 Relacion molecular del Paramyxavitus Potcino con oltos paramyxovirus.

La secuencia de los nucledtidos demuestran claramente que el Pp-LPM es un Paramiixavitus
genuino que no habia sido desctrito previamente pero que esta telacionado al Grupo del vitus de las
Paperas. Al analizar las secuencias comparativas del gene M (proteina M) del Pp-LPM se revelo que
éstas estaban més cercanamente relacionadas con el virus de las Papetas humanas con una
homologacion del 46 y 55 % a nivel de aminoacidos y de nucledtidos, respectivamente (2, 36 y 95).
Adicionalmento el andlisis de las secuencias de los nucledtidos y el complemento de los aminodcidos
deducidos de l0s genes P (3), F (4) y HN (95) confirmaron esta relacion, Algunas de las caracteristicas
que hacen tnico y distinguen al PP-LPM de los ofros miembros del Grupo de las Papetas son que: el
gene P liene un ORF adicional con la posibilidad de codificar la proteina C de 126 aminoacidos (3 y
36) y carece de un gene que codifica para la pequefia proteina hidrofébica, que si esta presente en
el genoma del vitus de las Paperas y del SV5 (36).

1.7.8 Clasificacion preliminar del Paramyxovitus Porcino.

Los estudios moleculares de las proteinas estructurales y del genoma del Pp-L.PM, confirman
que el Pp-LPM esta estrechamente ligado al grupo del virus de las Paperas, del Género Paramyxovirus,
de la subfamilia Paramyxovitinae, perteneciente a la familia Paramyxoviridae (36).

Sin embargo, de acuerdo con el Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus, en su
feporte de 1991 informo que el Pp-LPM reciéntemente ha sido incotporado dentro de los Paramyxovitus

atn no caracterizados (53).
1.8 Replicacion del vitus.

Diferentes autores mencionan que este virus se replica en una amplia variedad de cultivos
celulares, de otigen porcino (cotnete nasal, cultive primario de rifdn, plexo coroldeo, IBRs, PK-15A, PK.
15B, testiculo (TC)); bovino (cornete nasal, rifén, testiculo (TB), tiroides, embrion (BEIS). piel, paladar,
plexo coroldeo); simio (vero, GMK); otras células lales como pulmon de visén; células fetales de
humano; rifidn de gato (CK); rindn de hamster (BHK21) y dermis de equino. En todas las célufas
empleadas, fos virus aislados produjeron ECP (38, 40, 50, 75, 76 y 88).

En muestras del sobrenadante de células PK-15 inoculadas con el Pp-LPM, se encontraron



litulos virales de hasta 10" Dosis Infecciosas para Cultivos Celulares (DICC),,,/ml, entre los 3 y 4 dias
Pl (50). '

En monoestralos de células PK-15 prepatados en tubos de Leighton (TL) y en botellas de
dilucion de leche, se lograron las més altas concentraciones del Pp-LPM; con base en el ECP, los
picos més altos aparecieron a las 34-78 h P!y estos se mantuvieron altos hasta las 89-130 h Pl
Tomando como base la HA, los tilulos mas altos apatecieron entre las 55 y las 66 h Pl y eslos
permanecieron altos (con fluctuaciones), hasta las 234-293 h Pf (12, 13 y 14).

Por olta parte, otro de los aislados del PMVP denominado VSOA se replica en abundancia en
los embriones de pollo de 6 dias de edad inoculados por la cavidad alantoidea, con un periodo de
incubacion de 72 h (75, 76, 87 y 88).

Otros invesligadores informaron que el Pp-LPM se replica en embriones de pollo de 8y 11 dias
de edad, inoculados por las vias de: saco vitelino, cavidad alantoldea y saco amnidlico (50).

En otro trabajo se menciona que, se inocularon embriones de pollo con diferentes diluciones
del VSOA (5 embriones por dilucion) por la cavidad alantoides; y los liquidos alantoideos mostraron
litulos HA mayores que los Hulos inoculados. Y se observd que a mayor nimeto de particulas

infectantes inoculadas se obtenia un litule viral mayor en la cosecha (57 y 58).
1.9 Persistencia del virus en una granja.

Se desconoca el tiempo que persisle el virus en una poblacion infectada, al igual que el tiempo
que los animales enfermos, y/o los recuperados pueden perimanecer diseminandolo. Se ha visto que
aparentemenle I inmunidad desarrollada es sélida y que el virus no se disemina por mucho tiempo
(75,76 y 87).

Se ha observado que en un brote puaden desaparecer, aparentemente, los signos clinicos y
alos 18 dias se presenlan de nuevo (54). O que pueden seguir apareciendo casos clinicos de cerdos
con Ojo Azul hasta los 8-10 meses después de iniclado et broto (78 y 82).

Una vez que la enfermedad desaparece clinicamente, generalmente no se presentan casos
clinicos nuevos, 8 menos de que se introduzcan animales susceptibles; esto Gltimo se ha observado
en granjas engordadoras con sistemas de produccion continuo (75, 76 y 87).

En las granjas ablertas, o con ciclo de produccién continuo, la enfermedad persiste por mas
liempo; mientras que en las granjas cerradas, la enfermedad se aulolimita entre los 6 a 11 meses
después (79 y 82).



1.10 Especies susceplibles.

Hasta ahora el cerdo es la Unica especie en donde se ha confitmado la enfermedad en forma
natural (5, 8, 7, 8, 9, 10, 16, 38, 39, 40, 47, 50, 52, 54, 56, 66, 67, 70, 75, 76, 87 y 90) y expetimental
(16, 26. 27, 35. 38, 39, 40, 44, 45, 50, 51, 55, 68, 71, 72, 88, 89).

Se menciona que el 50% de los embriones de pollo (EP), de 6 dias de edad, murieron en un
periodo de 72 h cuando el virus fue inoculado en la cavidad alantoidea (75, 76 y 87).

Pot ofra parte, el Pp-LPM al ser inoculado en EP de 5 y 11 dias de edad, pot via del saco de
la yema, les provocd la rnuerte en 3 a 4 dias; pero esto no sucedid cuando se inocularon en la cavidad
alantoidea o en el saco amnidtico; no se pudo detectar aclividad HA en las suspensiones del saco
vitelino o de liquido amniético durante siete pases consecutivos. Sln embargo se demosttd que sf habia
replicacion viral al ser inoculados los fiuldos de los embriones en células PK-15, mediante pruebas de
HAD, ptesencia de ECP y HA. E) Pp-LPM se adap!o a crecer en el saco vitelino y en el saco amnidtico
despuds de 10 pases seriados, mostrando altos titulos IHA (1:8 a 1:64) (50).

En otro trabajo se menciona, que se inacularon con un aislade del virus del Sindrome del Qjo
Azul (SOA) (con un titulo de 10°'® DL50 %), embticnes de 8 dias de edad, El lote viral mencionado, fue
diluido y por cada dilucion se inocularon 5 embriones por la cavidad alantoidea. Los embriones
inoculados con las diluciones de 1:20 a 1:160, mostraron edema y hemorragias en la region cefdlica,
cervical y podalica, y estas lesiones flagaron a ser generatizadas en las membranas; en los embriones
inoculados con la dilucién de 1:320 se observaron pocas hemorragias en la region celélica y cervical,
con abundantes pelaquias en el resto del cuerpo; los inoculados con la dilucion 1:640, presentaron
pelequias en la region ceflica y cervical con ligero edema en la regidn cefalica; y los inoculados con
la dilucién 1:1280, mostraron ligera hemorragia gencralizada (57 y 58).

Los ralones adultos inoculados por via IC, con 0.01 ml de un macerado de tejido nervioso
{diluido 1:10 y filtrado a través de una membrana de 0.45 u), procedente de un cerdo mugito a causa
del Pp-LPM y otros ratones de la misma edad inoculados por via IC con una suspension viral del
quinto pase realizado en células PK-15, con titulos de 10'TCID,, /ml, mostraron tremares y exitacion,
y murieron entre los 3 y los 5 dias Pl. De estos ratones se recuperd al virus, a partir de cerebro,
pulmon, higado y bazo. Con las muestras mencionadas, también se inocularon otros ratones por via
intraperitoneal (0.2 ml), pero estos permanecieron sanos (50).

En otro experimento, se inocularon por via IC 18 ratones de aproximadamente 6 seinenas de
edad, con 0.02 ml del Pp-LPM (13* pase en células CB); se presentaron signos respiratotios, nerviosos
y muiieron a los 2 dlas PI; en un periodo de ohservacién de 8 dies, sélo murieron 7 ratones (41),

El conejo adulte fue resistente a la inoculacién con el VSOA por via IM, y Gnicamente desarrolld

anticuerpos sin presentar signos (75, 76 y 87).



Se inoculo un petro mestizo, tecién detetado, de cuatio semanas de edad, con el primer pase
del Pp-LPM en células PK-15, del mtacerado de una tansile, pracedente de un ¢erda infectado en farina
natural; previamente se habia aislado un virus similar al Pb-LPM en las mencionadas células. Se
inocularon 2 ml por via IM, 2 ml por via SC, 2 il por via oral (suspendidos en la leche), 0.1 ml en el
saco conjuntival de cada ojo, y 0.2 ml por instilacion nasal (0.1 ml en cada fosa nasal). £l petro estuvo
en observacion durante un mes sin que se presentaran signos aparentes (54).

En olros trabajos se encontré que algunas ralas caplusadas en granjas porcinas, tenian
anticuerpos H contra el Pp-LPM. En una granja, 4 de fas 12 cerdas estudiadas fueton positivas, con
un fitulo IH de 1:20 & 1:40, y Gnicamente ¢l suero de una de las 9 ratas estudiadas, capiurade en esa
granfa fue positiva, con titulo {H de 1:20. En olra granja, de 5 sueros de ralas estudiadas, 3 fueron
positivas con titulos IM de 1:20, y s6lo se estudio un suero de cerda, el cual fue negativa (61 y 62).

Por otro lado se inocularan 3 pécaris de collar, inachos, adultos de aproximadamente 2 a 3
aios de edad y de 15 & 20 Kg de peso. Cada pécari se inoculd por via intrenasal {iN), en forma de
aprosol, con 2 mldef tercer pase det Pp-LPM en células PK-15, que tenia un thulo por HA de 1:64. Los
pécaris 1y 2 presentaron apatia y secrecion nasal matcads; mientras que el pécar 3 mostrd apatia,
ligera incoordinacién y seciecion nasal. Las temperaturas fueron variables cada vez que se manejé a
los animales, fluctuando entte 37.5 y 40.3 C, mostrando una disminucion al dia 70; los titulos de Acs
IH se presenlaron hasta el dia 15 PI, en el pécarl 1, el cual n‘losué un titulo de 1:128; y los pécaris 2
y 8 mostraron un titulo de 1:236; los dias 30, 70 y 95 P, los tres pécaris, que scbrevivieron al desefio,
mastraron un titulo de 1:128 (23).

En olro trabajo se menciona que se inoculaton 15 gatos adultos por via intranasal; no
mencionan ni el titulo de! virus ni Ia cantidad utifizada en la inocutacion; el virus no pudo ser aislada
de varios tejidos: solo se detectaton Acs a partir def dia 14 P, y los titulos de anlicuerpos se
incrementaron un poco el dia 21 PI {1).

Se desconoce si el Paramixavitus porcino puede infectar o matay en forma natural a otras
especies animales. Desde el primer brote de la enfermedad, descrita en 1980 en cerdos, no se ha
informade que se presente en otras especies animales, ni en humanos (50, 75, 76 y 87).

1.11 Formas de Transmision,

Se menciona que la enfermedad se transmite a cerdos sanos pot la Introduccion a la grenja
da cerdos infectados, pravenientes de granjas alectadas; asi conto por vacunadotes, veterinarios y por
olras personas, que van de las granjas afectadas a fas no afectadas (74, 75. 76 y 87).

En 5 explotaciones en las que se presentd la enfermedad, no se habian introducido cerdos
hasta por 3 meses anles del inlcio de Ia enfermedad; en 3 de ellas, se confirmé que no existian Acs
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en los cerdos muestreados (10 %). Sin embargo, tenian antecedentes de haber estacdo en contacto con
personas o vehiculos provenientes de La Piedad, Michoacan. Lo anterior sugiere la diseminacion de
la enfermedad por personas o vehiculos contaminados (75, 76 y 87).

Respecto a 2 gtanjas cercanas, localizadas en Toluca, Edo. de México, pertenecientes al mismo
duefio y atendidas por el misme Médico Vetelinatio, en una de las granfas, 15 cerdos de 40 kq de
peso, enfermaron mostrando OC y en 13 de estos se encontraron enticuerpos IH contra el Pp-LPM
(titulos de 1:5 a 1:80), mientras que en la otra granja, los cerdos no mostraron OC y enlos 15 cerdos
que se muestrearon no se delectaton anticuetpos IH (43). La aparente no transmision de la
enfermedad, entte estas granjas, probablemente se debe a las medidas sanitarias adoptadas por el
Médico Velerinario.  Se desconoce si existe algun mecanismo de transmision por medio de la fauna
silvestre, doméstica o la existencia de algun resetvorio (75, 76 y 87). Se ha visto que la forma de
transmisién es horizontal, de animales infectados hacia los animales susceptibles; y vertical de los
vienties a los productos (45, y 68).

Se sospecha de la transmision del Paramixovirus porcino, a través de la monta directa; y
aunque esto no ha sido plenamente demostrado, se ha informado del aislamiento del vitus en EP a
partir del semen (8); y de un agente hemaglutinante a pattir de semen (48); asi como de hembras
repotidoras cubiertas por estos sementales (8, 10 y 90).

1.12 Patogenia.

Se menciona que la futa natural de la infeccidn es la nasofaringe; el sitio inicial de replicacién
viral parece ser la mucosa de los cometes nasales y las tonsilas; cuando el vitus se inocula
intratraquealmente, el perfodo de incubacion se acorta (75, 76 y 87); y la inoculacién IC acorta aun mas
el periodo de incubacidn, pero es probable que en ese momento se inicien los signos nerviosos,
eausando sighos similares a los casos observados en brotes de lechones naturalmente infectados (74.
76, 77 y 87); la diseminacién del virus en lechones es hacia el sistema nervioso central (SNC) y al
pulmén; estos lejfidos aparentemente son ricos en Acido sidlico, que es el receptor especifico del
Paramixovirus porcino (59). Se desconoce como llega al encéfalo (76, 77 y 87). Se ha sugerido la
diseminacidn al pulmdn por via sangulnea, ya que se ha aislado el virus de la sangre (75, 77 y 87). E!
pulmén es afectado invariablemente en cerdos de diferentes edades, incluso en un periodo corto
posterlor a Ia infeccion (75, 77 y 87). Al {tero llega alravesando la barrera placentaria, lo que causa
muerle embrionaria en cerdas que se encuentran en el primer tercio de la gestacion y muerte fetal,
momificaciones, mortinatos, e infeccién de los productos en cerdas con gestaciones avanzadas (45,
71,72, 75, 77 y 87). '



La vitena es importante en la diseminacion del virus en el animal, aungue no se sabe como
ocurte ésta, aparentemente debido a ella el vitus llega al Utero (75, 77 y 87).

En ofro trabajo en el cual se inocularon 2 cerdas gestantes con ¢l VSOA, se menciona que los
hallazgos obsetvados indican que el efecto teproductivo dependera de la etapa de gestacion en que
ocutte la infeccion {71). Cuando ln infeccion ocurre al inicio de la gestacion se producen muertes
embrionales, reabsorcion y retatno al estio hajando la fertilidad (71); cuando ocurre a mediados de la
gestacion se produce muerte fetal con momificacion, y al final ocasiona mottinatos (71). Cuando la
cerda se infecta con tiempo suficiente para desa‘rollar anticuerpos, confiere inmunidad pasiva a los
lechones en el calostro (71). Otro trabajo informa que, cuando una cerda gestante se infectd por lns
vias naturales (conjuntival, otal y nasal) a los 103 dias de gestacion, el Pp-LPM prabablemente cruzo
la barreta placentaria e infectd a 2 de 7 fetos, ya que parid un lechdn muerto, otro con problemas
nerviosos que murid inmediatamente (ambos con opacidad azul de la céhea) y 6 lechones
clinicamente sanos, que inmedidtamente ingirieron calostro y se protegleron, ya que no enfermaron ni
mutieton (45); esto ultimo ha sido comprobado parcialmente, puesto que los lechones no infectados
in Ulero, aparentemente, se protegen al ingerhr calostro con anticuerpos contra el Pp-LPM (42 y 45),
Al parecer el aborto no ha sido caracteristico de la enfermedad (71).

La opacidad corneal, al patecer es debida a una respuesta inmunoldgica, probablemente de
hipersensibilidad tipo Il (75, 77,83 y 87).

La patogenia del POA aun ho estd hien aclarada, en cerdos de engorda, aunque se ha aislado
uha cepa capaz de producir 5ignos nerviosos y conjuntivitis en cardos de 40 Kg (83).

En otro trabajo se informé que este virus produce deterioro en la calidad del semen, ademas
de que se ha aisiado al POA en embrién de pollo a partir del mismo semen (8, 8, 10 y 90).

1.13 Periodo de incubacion.

En condiciones experimentales en lechones inoculados con 2.8 m| del Pp-LPM con un tituio
por ECP de 10°°DICC,,,/ml, por las vias conjuntival, nasal y oral, el periodo de Incubaclén varié entre
7 y 11 dias P) en lechones de 7 dias de edad (26). En cerdos inoculados por via Intranasal o
intratraqueal con el VSOA se ha observado que en lechones de un dia de edad se desarroflan sintomas
nerviosos entre 20 y 66 h Pl; en algunos cerdos destetados de 20 a 50 dias de edad, se desarrollan
slgnos nerviosos a los 11 dias Pi (81). De cuatro cerdos de 35 dies de edad, inoculados con el PP-

LPM, uno mostré un periodo de incubacién de 20 dias y otro un perlode de 10 meses (26).



1.14 Signos clinicos.

Los signas clinicos en condiciones de campo son variables dependiendo principalmente de la
edad de los cerdos, la dosis y la virulencia del Paramyxovitus (5, 6, 8, 9, 30, 47, 54 y 75); en
condiciones experimentales, también dependen ademas de los factores mencionados, de la via de
inoculncion (26, 27. 35, 38, 44, 51, 55, 88).

1.14.1 Signos clinicos en lechones lactantes.

En general los lechones menores de 21 dias de edad son muy susceptibles; aunque en los
primeros 7 dias de vida la susceptibilidad es mucho mayor. De acuerdo con la informacién existente,
la forma de presentacion se podrin clasificar en sobreaguda, aguda y crénica. En la forma sobreaguda
se presentan letargia y postracién stbita, asi come muerte repentina en un periodo de 24-48 h; en la
forma aguda, generalmente se ven postrados en decubito lateral con signos nerviosos. Los primeros
signos son fiebre, pelo erizado, lomo arqueado acompariado principaimente de constipacién pero en
ocasiones de diarrea; posteriormente se observan signos nerviosos progresivos de ataxia, debilidad,
rigidez principalmente en los miembros postetiores, temblores musculares, posturas anormales
(poslcidn de “perro sentado" o apoyado de !a trompa), marcha rigida o mediante brincos; el lechdn
continda mamando mientras puede desplazarse hacia fa madre. Algunos muestran hipersensibilidad,
sl son levantados chillan, hacen movimlentos de pedaleo. Otros signos son letargia con algunos
movimientos involuntarios, pupila dilatada, ceguera y en ocasiones nistagmo; algunos cerdos padecen
conjuntivitis, ojos hinchados, lagrimeo, parpados pegados con leganas y OC generalmente unilateral,
pero en ocasiones bilateral. Con frecuencia s6lo se observa OC. En los casos agudos el lechon muere
entre los 3 y los 5 dias, después de la presentacién de los signos (286, 69, 70, 74, 75, 76, 80, 83, 87 y
91); en los casos cronicos algunos lechones se llegan a recuperar (92).

En trabajos realizados de 1983 a 1986 se menciona que el porcentaje de lechones que
muestran OC puede variar desde 1 al 40 % (30, 88, 70, 73, 75, 76, 80, 83 y 87).

1,14.2 Signos clinicos en cerdos mayores de 30 dias de edad.

En cerdos de mas de 30 dias de edad, los signos clinicos son moderados, observandose
anorexia, fiebre, estomudos, tos: mientras que los signos nerviosos son: apatia, ataxia, marchas en
clreulo, movimlentos pendulares de fa cabeza, conjuntivitls y OC uni o bilateral; siendo la mortalidad
generalmente haja (75, 76, 87 y 91); De un grupo de 4 cerdos (machos y hetnbras) de 35 dlas de edad,
Inoculados con el PP-LPM, a los 20 dias Pl una cerda mostié tristeza, apatin, “orejas do gacela”,
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debilidad, incoordinacién, tremar general, rigidez de manos, cifosis, postracian, ceguera parcial,
exudado mucopurulento en fosas nasales, laganas y retraso considerable de peso; a los 42 dias
después de iniciados los signos murid (26); otra cerda, de la misma edad, a los 10 meses
posinoculacion presentd paralisis e incoatdinacion del tren postetior durante una seniana y se tecupera
(26).

1.14.3 Signos clinicos en cerdas de engorda de 15 a 45 Kg.

En cerdos de engorda de 15 a 45 Kg, los signos clinicos se presentan después de un inlenso
manejo y consisten en: anorexia, pelo erizado, fiebre, conjuntivitis, incoordinacién, caminata sin rumbo
o en circulo, ceguera, toman posiciones anonnales, pardlisis de miembros postetiores, oplstotonos,
postracion, convulsiones y mueite eh un 20 %; se reporla que hasta el 30 % de los cerdos de engorda
desarrollan OC, uni o bilateral (30, 70, 74, 78 y 81).

En un estudlo en el que los cerdos se inocularon experimentaimente, ademas de los signosa
nerviosos y ligera OC, en uno se menciona la presencia de signos resplratorios (38 y 40),

1.14.4 Signas clinicos en el pie de cria

Tanto las cerdas aduitas como las primerizas sdlo ocasionalmente desarrolian OC,
predominantemente unilateral; en ambas se Incrementa el retomno al estro, hasta los 45 a 50 dias
después de la monta Inicial, peristiendo ésto hasta los 6 a los 8 meses durante el brote, baja la
lertiiidad, hay nacimiento de lechones muertos y felos momificados; algunas veces sa presenta
anorexia, depresion y letargia con cierta incoordinacién (30, 68, 76, 80, 83 y 81).

Otros autores mencionan que el Pp-LPM no slempre presenta problemas reproductivos y
nevioses al mismo tiempo, por lo que pueden presentarse sélo problemas repraductivos sin signos
nerviosos en los vientres (48).

En olro estudio se comunica que, una cerda de 103 dias de gestacion, sin anticuerpos IH
contra el Pp-LPM e inmune a FPC al ser inoculada por via conjuntival (0.4 ml), nasal (0.4 ml) y orai (2
mi), ne mostré signos clinicas y parié 7 lechones; 5 nacieron clinicamente sanos; una se encontré en
dectbilo lateral con dehilidad y tremor generalizado; y el otro se encontré muerlo; ambos lechones
tenlan una franca OC bilateral (44 y 45),

En olro trabajo, donde se analizé un brote de POA en 5 granjas; los signos clinicos de las
cerdas fueran: Infertilidad y reduccién del porcentaje de nacimlentos, nimero de lechanes nacidos
vivos e incremenlo de repetidoras, lechones nacidos muertos y momificados; mieniras que en los

sementales fueron: anorexin, fiebre, OC, orquilis y atrofia testicular generalmente unilateral (80), Del 20%
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al 73% de la poblacion de sementales de las 5 geanjas, mostraton infertilidad; de los verracos intértiles:
del 0% al 50 % presentaton orquitis y epididimitis: y del 33% al 62.5% manifestaron atrofia testicutar
(90).

En un brote de ojo azul en una granja de ciclo completo, con tna poblacion de 78 seamentales,
15 % de éstos eran de raza pura y ef resto eran hibridos. Los signos clinicos de la enfermedad se
presentacon a fas 10 semanas despuas de sparecer en el drea de destete y engotda; veinticuatro (30
%} del total de los sementales, presentacan en un tapso de 30 dias, lesiones graves en epldidimo y
testiculo; siendo los signos clinicos: anorexia, fichre de 40 C, estredimiento, OC unifateral, deterioro
graduat de la condicion fisica, orquitis aguda unilateral, desinflamacidn y atrofia del testiculo danado,
epididimitis  bilateral a nivel de cabeza con tormaciones quisticas de consistencia duta, deterioro
progresivo de a libido. Se observé mayor incidencia de orquitis y epididimitis en animales de raza pua,
por lo que se tuvieran que eliminar en un 100 % de ellos (8 y 8). Aqui se informa que et 87.5% de las
afectados mastraron arquitis seguida de atrofia y el 100% manifestd epididimitis {8 y 8).

En ambos trabajos mencionados (8, 9y 80), se puede observar que, en brotes de campo de
Ia EOA, el porcentaje de verracos con infertitidad, orquitis y epididimitis es variabte. ta EOA (8, 9, 55,
80) y la encelalitis B japonesa (18) aparentemente son las Gnicas enfermedades viralas que acasionan
trastornas severos en el aparato reproductor def macho.

1,15 Curso.

Al anafizar un brote (al parecer combinado) de enfermedad det edema, SOA y otras
enfermedades, en una granja de engorda, se observo que se afectaban nicamente cerdos de 16 a
40 Kg de peso (23 Kg en promadio). Se observaron dos patronas clinico-patoldgicos, uno agudo en
animales en buen estado de cames, donde fos signos netviosos progresaron répldamente, muriendo
el mismo dia; en el atro, de curso més largo, al inicio los animales tenian buen estado de cames, pero
fueron petdiendo peso, hasla que muricron entre los 3 y 4 dlas despuéds del primer signo {70y 74).

£l curso en forma experimental es un poco variehle y depende de Ia virulencia del aislado, {a
dosis, las vias de inoculacion y la edad de los lechones. En lachones de 1 dia de edad inoculados con
10‘* DICC del POA por: via IC, mostraron un petfodo de incubacién de 18 h y un curso de 72 h @
dias); via IT, mostraron un periodo da incubacion da 86 hb (2.7 dias) y un curso de 78 h (3.2 dias); por
via IN, mostraron un periodo de incubacion de 75 by 86 h (3.1 y 4 dlas) y un curso de 18 y 24 dias
y se recuperaron; mientia que 1 lechon de la misma edad inoculado con un macetado al 10 % de
donde se alslé al POA, mostid un perioda de incubacién de 7 dias; y el conlrol da contacto, mostrd
un perfodo de incubacién de 19 dirs (88), Lechones de 7 dias de edad, inoculados por las vias oral
intranasal y conjuntival con 2.8 X 10°°DICC del Pp-LPM, los signas infclaran & los 7 dias PI con ligera
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depresion; y alos 11 dias Pl se obsetvd fianca depresion; con un cutso de 6 a 8 dias (26). De un
grupo de 4 cerdos {achos y hembras) de 35 dias de edad, inocuiadas con el PP-LPM, por las vias
y con la cantidad mencionada (26}, en una cerda se observo un perioda de incubacion de 20 dias y
un curso de 42 dias (al final dei cual murid}; ofta cerda, del mismo grupo, a fos 10 meses
posinoculacion presenté paralisis e incoordinacion del tren posterior dutante una semanay se recuperé
{26).

El cuarentenar cerdos, en éreas afectadas de la granja, ha ocasionado un aumento en el
numero de semanas que dura ci brote. En granjas de ciclo completo, el brote agudo con mortalidad
en lechones puede durar de 2 a 9 semanas, dependiendo del nimero de cerdos y del numero de

martanas que paran dutante el biote (75, 76 y 37).
1.16 Motbilidad y Morlalided.

La motbilidad y la mortalidad son variables dependiendo 'princlpalmunle de la edad. La
enfermedad se caracteriza por afeclar a lechones de 2 a 15 dias da edad (75 y 87), con menos
frecuencia se afectan cerdos destetados, en engorda o adultos (74 y 75). Los porcentajes de morhiiidad
y de morlaiidad en lechones son variables, por ejemplo: la morbilidad en camadas afectadas varia del
20 al 90 %; mientras que la mortaiidad de los que enferman van del 40 al 100 % (30, 54, 66, 67, 70,
75,76y 87), y laduracion del brote segin la literatura consultada varla de 2 a 9 semanas, dependiendo
del tamaiio de la plara.

En las granjas engordadoras, la morlalidad es baja (< 1 %) a menos que exisla asociado con
olros agentes otiolégicos (75, 76 y 87); afectdndose principalmente los cerdos de 15 a 45 Kg de peso
(70, 74 y 78), y en cerdos mayores los signos neurolégicos y la mortalidad son raros (76 y 78).

En otro trabajo se menciona que en un brote, en cerdos de engorda, la mortalidad fue del 15
al 20 %; sin embargo, no se realizaron estudios para investigar la asociacién con otras enfermedades
(38 y 40).

Durante un brole en una granja engordadora, se encontid un 50 % de marbilidad y 67 % de
mortalidad, los animaies que no murieron tuvieron un retraso promedio de 45 dlas para aicanzar ef
peso de venta (105 Kg} (70).

1.17 Duracidn del Brote.

Se desconace por cuanto tiempo persiste el vilus en un hato infectado, y por cuanto tiempo
diseminan virus los animales enfermos. Cerdos sanos sin Acs conlia el VSOA, no enfermaron ni

desarroliaron Acs cuando se pusieron en contacto con cerdos convaiecientes, dos meses después de
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la enfermedad (75, 76 y 87).

En una granja de 150 vientres afectada por el VSOA, en la cual se introdujeron 54 cerdos
serologicamente negativos a la enfermedad, 6 meses depués def brote, ninguno mostré signos de la
enfermedad, sin embargo, en 25 cerdos se detectaron titulos ascendentes da anticuerpos tH. Sin
ambargo en ¢l mismo trabajo se senala que, 30 cerdos libres de enticuerpos contra et VSOA se
introdujeron en otta granja de 500 vientres, 11 meses después del brote; los cerdos no mostraron
signos, ni se detectaton anticuerpos 1H en los tres muestreos realizados, a intervalos da 21 dias

después de su introduccion a la granja (79 y 82).
1.18 Lesiones a fa Necropsia.

Generalmente se abservan en lechones; ya que los cerdos mayores de 30 dias no mueren
como consecuencia directa de esta enfermedad; los cambios suelen ser moderados y en ocaslones
pueden legar a estar ausentes (75, 77 y 87).

En lechones se abserva enflaquecimiento, neumonia en Jabulos craneales, atrofia serosa de
la grasa coronaria, congestidn pulmanar, modesada distencidn géstrica con acumulacién de leche,
acumulacion de fluidos con finas bandas de fibrina en cavidad peritonenl (la cual se observa con
mayor frecuencia en cerdos que han permanecidos postrados), vejiga pletérica (81, 64, 69, 75, 77 y
87), heces constipadas a nivel de intestino grueso (69), petequias en rindn y edema subcutaneo en
regién inguinal (51), congestion meningea (69, 75, 77 y 87) y congestion en encéfalo (54).

La OC se puede observar unilateral o bilateralmente, aunque generalmente se ohserva
unilateralmente y en cerdos de todas las edades (30, 66, 68, 70, 74, 75, 77 y 7).

La cdrnea con edema llege a tener un grosor de hasta de 3 mm en cerdos destetados o en
engorda y convalecientes; su humor acuoso es escaso; también se observa en ocasiones la formacion
de una vesicula de 2 a 3 mm o Ulceras en la capa extera de fa cornea, y con menot frecuencia
querataceno (75, 77 y 87).

De cardas inocutadas experimentalmente, durante la gestacion, se ha observado el nacimiento
de lechones con QC bilateral, edema subcutdneo en la regién abdominal, estdmaga distendido con
meconio, petequlas en mucosa estomacel, neumania en lObulos aplcales y cardiacos, liquido
sanguinolento en cavidad toréclca, higado friable y cangestionada, petequias en miacardio, equimasls
enlareglon de las coronarias, petequias en mucosa intestinal, riftones friables, tonsilas congestionadas
y congestidn en meninges y encélalo (44).

En un estudio experimental en cerdos de 27 dias de edad inoculados con el VSOA por via
inlranasal (IN), se enconttd edema subcuténeo en la regidn ingulnal y abdominal, petequias en rifidn,
congestion en encéfala y abundante exudado mucopuruiento en ltdquea y aumento del liquido
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cefalotraquideo (89): sin embargo a pesar de que, dutante aproximadamenie 9 dias, mostaron
sectecion nasal serosa y estornudos (89) no se informa de lesiones en pulmon.

En los testiculos de los sementales afectados, se observa orquitis con atrofia posterior,
generalmente unilateral, disminucion de hasta un 25% - 30% del volumen inicial del testiculo afectado
{8, 9 y 80). a la necropsia, Mmacroscopicamente se observa ¢dema, flacidez, fibrosis, atrofia, necrosis
y granulomas (90). &l epididimo inflamado a nivel de la cabeza con granulomas (8, 9 y 80}, atrofia y
fibrosis (80), estructuras quisticas y abscesos (8 y 9), ademds de flacidez (8, 9 y 80), turgencia, edema
y hematomas (80).

1.18 Hallazgos Histopatoldgicos.

E! estudio histopatologico permite ohsaervar cambios en los cerdos infectados en forma natural
y expetimental con el Pp-LPM y con VSOA, coimo son:

Encetalomielitis no supurativa, ta cual se observa principaimente en substancia gris del tdlamo,
cerebro medio, y en fa corteza cerebral, con una marcada gliosis focal y difusa, necrosis marcada,
Infittracidn linfocitaria perivascular, neuronofagla, necrosis newonal y glial, meningitis y coroiditis (51,
66, 67, 68, 70, 75,77, 78, 87 y 88). Ademés se obsetvan cuetpos de Inclusion intracitoplasmaéticos en
las neuronas pitiformes de la coiteza cerebelar (51).

En pulmén se obsevé neumonia intersticial localizada, afectando los 1hulos apiceles y
cardiacos, caraclerizada por un engrosamiento del sepfo alveolar por infiltracion de células
mononucleares (51, 66, 67, 69, 75, 77, 80, 87 y 88). Aln en cerdos sin signas netviosos se observan
dafios microscopicos en e SNC (75, 77 y 87).

Hay tonsilitis moderada con descamacion del epitelio y células Inflamatorias en las criptas (69,
75, 77 y 87).

También se encontré necrosis del (ejido linfoide de las tonsilas y deplesion linfoide de fos
ganglios (40).

En ojo sélo se observan camblos en fos cerdos que tienen QC; y dsia es atribulda a una
probable reaccion de hipersensibilidad tipo 1l (75, 77 y 83), en la que se puede apreciar edema corneal
variabie (75, 77, 78, B0, 87 y 88), queralitis y uveilis anterlor (51, 78, 80, 83 y 88), infiltracién de células
mononucleares y neulrdfilos en diferentes partes del ofo {endotelio corneal, unidn esclerocorneat,
angulo lridocorneal, en el iris o en ef nervio plico), ademas degeneracion axonal (51, 89, 75, 77, 80,
87 y 88}, presencla de cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos en eplielio cotneal (51). En ta capa
interna de fa comea se observa en ocasiones una capa de macrélagos y de neutréfilos, asi como
aumento de la vascularizacién (75, 77 y 87).

En testiculo se encontrd: edema generalizado, hemorragias, tibulos seminiferas con necrosis
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en todo su epilelio germinal, zonas can tihulos seminiferos carentes de epilelio germinal, Areas con
ausencia de tibulos seminfferos y sustitucion de ellos por lejido conjuntivo, células de Leydig con
degeneracion hidiopica y nectosis, infillracion linfocitatia multifocal y picnosis en las células basales
del epitelio (8 y 9); asi como granulomas, hiperplasia intersticial, infiltracion mononucloar e hialinizacion
vascular y tubular {80). A nivel de ia cabeza del epididimo: infiltracion linfocitaria focal, dreas con
ausencia de vellacidades del epitelio y degeneracion hidropica, tumetaccidn celular y nuciear con
condensacidn cromalinica, zonas sin epitelio y perdida de la arquitectusa con invasion de

espermalozoides al lejido canectivo y abundantes macrafagos fagacitandolas (8 y 9).
1.20 Diagnostico.
1.20.1 Diagnodstico clinico.

La historia clinica, asi cano los signos clinicos clasicos de ta enfermedad, dan hase para el
establecimiento de un diagndstico clinico preliminat; sin embargo, es necesario demastrar la presencia
del virus o de anticuerpos especificos contra el virus en el animal (43, 77 y 87), asi como del genotna
viral (3 y 38). La necropsia, el estudio histopatologico y las pruebas de laboratorio también ayudan al
dlagndstico (75, 77 y 87).

1.20.2 Pruebas de Lahoratotio.
1.20.2.1 Pruebas seroldgicas.

Las pruebas seroldgicas establecidas para el diagnéstico de ta EOA son: a) Inhibicion de fa
hemaglutinacién (1H) (28, 31 y 42), que es una prueha relativamente sencilla, econdmica y rapida, que
no requiere de equipo muy casteso; b) Inmunofiuorescencia (IF)(28, 15), es una prueba taplda; ¢)
Seroneutralizacion (SN) (28, 31, 49), es la prucha de refetencia, sin embargo es lenta y requiete de
equipo cosloso y personal especializado; d) Ensayo inmuno enzimatico (ELISA) (15, 29 y 31), es una
prueha que para su establecimiento requiere de equipo costoso y personal especializado, sin embargo
una vez establecida es sencilla, rapida y se pueden trabajar grandes cantidades de muestras de suero.
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1.20.2.2 Aislamiento viral.
1.20.2.2.1 Organos de eleccion para aislar y/o detectar al virus.

Los drganos de eleccién son: encéfalo (38, 39, 40, 69, 75, 77, 78, 80, 81, 84, 87, 88, 91 y 97);
tonsila (56, 76, 78, 79, 81, 82, 85, 88, 89, 91 y 95); pulmon (75, 77, 78, BO, 81, 84, 87, 88 y 97); 1ifion
e higado (69 y 97); ganglios intestinales, sangre y cometes nasales (69); semen en el caso de

sementales (8); ojo (88); médula espinal cervical (97); corazon (69); exudado nasal (89).
1.20.2.2.2 Aislamiento viral en cultivos celulares.

Los macerados de lejidos infeclados se inoculan en cultivos celulares, esperando delectar el
ECP dentro de las 24 a 48 h Pl y a veces hasta 72 h (29, 38, 40 y 81); aungue también el ECP puede

observarse en un 100 % hasta los 6 a 7 dlas Pl (12).
1.20.2.2.3 Aislamlento viral en ratones,

Seinoculan ratones lactantes de 5 dias de edad, por via IC, con el sobrenadante de macerados
de tejidos infectados al 10 % en PBS, con pH de 7.2 y adicionado con 100 Ul/ml de penicilina y 0.1
mg/ml de estreptomicina; se espara la manifestacion de signos nerviosos y muerte dentro de 1os 3 a
5 dias P! (29).

1.20.2.2.4 Alslamiento viral en embiién de pollo,

El VSOA se replica en abundancia en los EP de 6 dias de edad inoculados por la cavidad
alantoidea, con un periodo de incubacion de 72 h (76, 76, 87 y 88),

Otros Investigadores informaron que el Pp-LPM se replica en EP de 5 y 11 dias de odad,
ineculados por las vias de: sacs viteline, cavidad alantoldea y saco amniético (50).

En otro trabajo se menciona que, al inocular EP por la cavidad alantoldea, &l cosechar estos
tiquidos, mostraron titulos HA mayoies que los litulos Inoculqdos. Y se ohservo que a mayor niimero

de particulas infectantes inoculadas se obtenia un titulo viral mayor en la cosecha (57 y 58).



1.20.2.3 Deteccion del agente vital en tejidos
1.20.2.3.1 Inmunofiuotescencia directa.

L.a inmunofluorescencia se tealiza con conjugado especifico para VSOA, y cortes de drganos
congelados o improntas (29 y 75) de la porcion anterior y media de [a cotteza cerebral y cerchelo (29).
La inmunofiuorescencia se observa en el citoplasma y nicleos obscuros de las células infectadas (29),

también se puede utiizar monacapa celular infectada (75, 77 y 87).
1.20.2.4 Deteccion del genoma viral en cerdos.

En cerdos infectados experimentalmente, se pueden detectar las proleinas virales y el &cido
nucleico (36). Al usar la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). ei gone P, que
codifica la proleina P del PP-LPM, fue delectado en diferentes drganos (3 y 36).

1.21 Prevencion.

Para ptevenir y tratar de conlrolar esta enfarmedad se sabe del uso de vacunas formoiizadas,
elaboradas informalmente, de las que se desconoce su efectividad, asf como de vacunas inactivadas
experimentales elaboradas con virus cultivado en manoestratos de lineas celulares continuas. Una de
estas vacunas ha mostrado buena antigenicidad en cerdos de diferentes edades (89). Otras dos de
estas vacunas han mostrado huenos resultados en condiciones de campo, ante el desafio natural (31,
32 y 34): en una de ellas se utiiizé como antigeno vacunal el pase No, 48 del PP-LPM (31) y no
obstante elio protegid. io cual quiere decir que probablemente no hublaron cambvios antigénicos
importantes en el virus vacunal o sl los hubleron estos fueron minimos.

También se ha comunicado que olras 2 vacunas, empleadas en cerdas gestantes, han
mostrado buenos resultados ante una prusha de potencia, ai desafiar & los lechones de cerdas
previamente vacunadas y la inmunidad pasiva protegié al 71 % y 815 % de los lechones,
respectivamenta (25 y 92). También se ha informado del uso de suero hiperinmune vs ta EOA para
conferir proteccién pasiva a lechones susceptibles (41). No obstante las medidas anteriores, las
medidas sanitarias pertinentes se siguen recomendando para evitar la entrada de esta enfermedad a

tas piaras.
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HIPOTESIS

LA APLICACION DE UNA VACUNA INACTIVADA OLEQSA PREPARADA CON EL
PMVP/LPM, ESTIMULA ACS (H Y SN EN LECHONES Y CERDAS, EN LAS CERDAS VACUNADAS
EN EL TERCER TERCIQ DE LA GESTACION, PROVOCA UNA RESPUESTA DETECTABLE DE ACS
QUE SE TRANSFIEREN A SUS LECHONES A TRAVES DEL CALOSTRO Y LOS PROTEGEN DE LA
MORBILETALIOAD; CUANDGO ESTOS SON MAS SUSCEPTIBLES ANTE EL DESAFIO CON
PMVE/LPM VIRULENTO

OBJETIVQ GENERAL
ESTABLECER LASTECNICAS NECESARIAS PARA LA ELABORACIONY EVALUACION DE

UNA VACUNA INACTIVADA PARA PREVENIR LA ENFERMEDAD DEL OJO AZULDE LOS CERDOS,
PRODUCIDA POR EL PARAMIXOVIRUS PORCINO.
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CAPITULO I

EVALUACION EN LECHONES DE LA INOCUIDAD Y ANTIGENICIDAD DE UNA
VACUNA INACTIVADA OLEOSA CONTRA LA ENFERMEDAD DEL OJO AZUL
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2.1. RESUMEN

Con el objeto de evaluar la inocuidad y la respuesta inmune humoral a una vacuna oleosa
inactivada experimental, preparada con el Paramixovilus Potcino (PMVP) de La Piedad, Michoacan
(LPM), para prevenir la Enfermedad del Ojo Azul (EOA) de los  cerdos, se vacunaron pot via
intramuscular (IM}, 5 lechones lactantes; a 2 de sus hermanos, los cuales sirvieron como controles.
Unicamente se les aplico placeba (el adyuvante oleoso mezclado con el medio de cultivo). La vacuna
conlenia 50% de suspension viral inactivada con itradiacion Gamma y 50% de adyuvante oleoso. Cada
lechan recibié 3 dosis, de 4 m! cada una, del indculo correspondiente; la primera dosis la recibieton
alos 16 dias de edad (dia 0), la segunda a los 26 dias (dia 10) y la tercera a los 37 dins dias de edad
(dia 21). Dos dias después de la aplicacion del indculo respectiva, en el sitio de inyeccion, hubo una
ligera inflamacion que desaparecio entre los 10y 12 dias después; también mostraron ligero aumehto
de temperalura rectal de 40 C a 40.8 C, que durd de 1 a § dias, entre los dias 5 y 10 después de la
primera aplicacion del placebo y/o vacuna. A los 28 dies después de la (ltima aplicacion del placebo
ylo vacuna (65 dias de edad), todos fiseron desafiados con 10*TCID,, /1 ml del PMVP/LPM, por via IM.
Ninguno de los cerdos controles y vacunados mostraron signos de la EOA. Las pruebas de inhibicion
de la hemaglutinacidn (IH) y de seroneutralizacién (SN) se hicieron con los sueros colectados los dias
0, 10, 21, 48, 63, 77, 112 y 140 dias del experimento. En los vacunados, los titulos de anticuerpos
(Acs) fueton detectados a partir del dia 21 después de la primera vacunacién (previo a la tercera dosis
de vacuna), con titulos promedio (TP) de 1.7 (IH) y de 1:16 (SN); después, se incrementaron y
oscilaron entre 1:26 a 1:176 (IH) y de 1:128 a 1:537 (SN). Los controles empezaron a mostrar Acs IH
y SN, a los 14 dias posdesafio, con un TP de 1:12.5 (IH) y 1:72 (SN); estos titulos aumentaron en los
siguientes mueslreos y oscilaron entre 1:30 & 1:60 (IH) y de 1:96 a 1:768 (SN). A los 160 dias de edad
todos los cerdos fueron sactificados y en el sitio de aplicacién de la vacuna y/o el placebo, se ohservd
una coloracién palida de los musculos semitendinosos con algunos ahscesos pequefios, de
aptoximadamente 1 mm de didmetro, los cuales al estudio histopatolégico correspondieron a una
miositis granulomatosa crénica y en 2 de los cerdos hubo ademas vascuiitis, Con base en estas
experiencias, se puede concluir que los lachones que rectbieron 3 vacunaciones, muy probablemente
mostraron una respuesta inicial de Acs IH y SN enlte los dias 10 y 21, después de la primera
vacunacion; y los Acs estuvieron presentes, con buenos titulos, hasta el dia 140; y muy probablemente,
perduraron por un tiempo mayoer. La vacuna mosttd buena antigenicidad; en cuanto a su inoculdad,
se observd una ligera reaccién inflamatoria local en el sitio de aplicacion, asf como una débil reaccion
febril transitotia. La primera vacunacion estimulé la respuesta inmune humoral y las siguientes
vacunaciones y el desafio. acluaron como un refuerzo que continué estimulando la memoria

inmunolégica.
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2.2, INTRODUCCION

Para la prevencion de varias enfermedades de otigen vital que afectan & los animales
domésticos, se utilizan medidas profilécticas como la vacunacion; para cilo se cuenta con vacunas
inactivadas y vivas atenuadas (3).

Algunas vacunas experimentales usadas en Medicina Veterinarla, han sido inactivadas con
métodos fisicos como la inadiacion gamma (7, 16, 42); en el caso de la Peste Bovina, se ha
demostrado que la irradiacion gamma inactiva el virus sin alterar algunas de sus propiedades biologicas
(24).

Desde la aparicidn de la EOA, se observé que en los cerdos "pepenados’, se presentaba junto
con otras enfermedades, ocasionando importantes pérdidas econdmicas (32). El manejo al que estan
somelidos los cerdos "pepenados”, les produce un estrés; se sahe que esle disminuye las defensas
y que probablemente eslo eslé relacionado con una alla frecuencia de infecciones (41). Es sabido que,
al infectar experimentalmente lechones lactantes susceptibles con el PMVP de La Piedad, Michoacan
{LPM)(9, 20), éste los causa deplesion linfoide en el bazo (20) y tonsilitis moderada (36); probablemente
es(o lambién ocurra en cerdos recién destetados o de mayor edad (33); aunque aparentemente los
cerdos mayores de 20 dias de edad, que no son sometidos a un manejo intenso como los cerdos
"pepenados”, son menos susceplibles al cuadro clinico agudo que ocasiona la EQA en los lactantes
de 1 (21, 36) 3 (13) y 7 dias de edad (9, 20).

Para tratar de prevenit la EOA, a la fecha se ha informadeo sobre el uso experimental de algunas
vacunas inactivadas con sustancias quimicas (8, 11, 12, 34), .

Con relacion al PMVP/LPM, aislado en 1984 (6, 17, 19,), en el CENID-M, INIFAP, SAGAR,
iniciaimente se elaboraron y probaron 2 tipos de vacunas experimentales contra la EOA, inaclivadas
con itradiacién gamma; una de ellas contenia un adyuvante oleoso y en la otra se empled gel de
hidroxido de aluminio. Al comparar la antigenicidad de ambas, en cerdos de diferentes edades, se
demostré  que la vacuna oleosa estimuld mejores titulos de anticuerpos inhibidores de ta
hemaglutinacion (IH) y seroneutralizantes (SN) que la vacuna preparada con gel de hidréxido de
aluminio (18, 43). Se sabe que se han utilizado algunas vacunas experimentales en la pravencion de
la EOA en los cerdos "pepenados”, y aparenlemente se ha nolado que la frecuencia del cuadro
patolégico relacionado con la EDA, no se presenla, o es muy ligero, en los cerdos vacunados con tales
vacunas; sin embargo, estas observaciones se han hecho en condicionas da campo anto un desafio
natural (11, 12),
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2.3. OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Evaluar la anligenicidad de una vacuna inaclivada oleosa contra la EOA, midiendo la rasptiesta

de anticuerpos (14 y SN.

h) Estudiar el comportamiento de los titulos de anticuerpos 1H y SN durante los primeros & meses

de vida de los cetdos vacunaclos.

c) Evaluar el efecto en los titulos de anticuetpos, al desafio con of PMVP/LPM, aplicado por via

intramuscular, a lechones sin vacunar, y en vacunados contra la EOA.
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2.4, MATERIAL Y METODOS.
2.4.1. VIRUS PARA LA PRODUCCION DE LA VACUNA Y PARA EL DESAFIO DE LOS LECHONES.
2.4.1.1. FUENTE DE VIRUS PARA ELABORAR LOTES DE VACUNAS Y PARA EL DESAFIO.

A parlir del sexto pase del PMVP/LPM, ariginaimente aislado en 1884 (17), se preparé un lote
del pase 7 en células Pk-15 (los primeros & pases se hicieron en células CB); este lote sirvié conto
fuente de suministro, para elaborar lotes de virus que fueron empleados en los experimentos descritos
aqui y en los capitulos lll y IV de esta tesis. Brevemente se mencionaré que en cada pase del
PMVP/LPM, las células infectadas (que siempre fugion inoculadas con el espécimen diluido 1:10) fueron
mantenidas a 37 C en una incubadora por un periodo de 6 a 7 dias; cuando los monoestiatos
infectados ya mostraban efecto citopatico del 80 af 100 %, se congelmo'n a -70 Cy posleriormente, &
los 7-15 dias, se preparaben alicuotas, para lo cual se descongelan a temperatura ambiente
(aproximademente a 21 C}, nuevamente se congelan a -70 C y se vuelven a descongelar a temperatura
ambiente; enseguida los fluidos se centrifugan a 1,600 xg, durante 30 min & 4 C. Los sohrenadantes
colectados se mezclan y se reparten en alicuotas de 1.8 ml, que se congelan simulténeamente a -70
C, en un reciplente con hielo seco y alcohol; una vez congeladas, las alicuotas se guardan en nitrdgeno
liquido (N,) o a -70 C, hasta su usa.

2.4.1.2. LOTE DE VIRUS PARA LA ELABORACION DE VACUNA

Para el trabajo que aqui se comunica, se recibié una ampalieta del PMVYPAPM en pase 7, det
lote mencionado (17). Al virus cantenido en {a ampolleta mencionada, se le dieton dos pases
adicionales en células Pk-15 para ablener un lote del pase 8, utilizado enia elaboracisn det lote vacunal
del experimento aqui descrito, €l procedimiento seguida para Ia infeccion de los cullivos celulares se
hizo de acuerdo a lo descrito con anterioridad (5). Para realizat el octavo pase al lote mencionado, se
infectd, con virus diluido 1:10, un monoestrato de células Pk-15 contenido en una botella de dilucién
de leche {20 ml); a partir de este pase 9e feali26 ol sigulente, para abtener una mayot cantidad de
suspansion viral, Los sobrenadantes colectados , del pase 9, s@ mezclaron y se repartieton en alicuotas
de 50 ml, y de 1 ml, y fueron congeladas a -70 C, de acuetdo al procedimiento mencionado; veintiin
dias después se descongeld una alicuota de 50 ml para preparar la vacuna y otra de 1.8 mi para ser
titulada.
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2.4.1.3. LOTE DE VIRUS DE DESAFIO.

También se prepard un lote del doceavo pase det PMV/LPM, a partir del noveno pase ya
referido, para ser utilizado como virus de desafio; el procedimiento para su elaboracion fue similar al
mencionado en el parralo del lote de suninistro de virus, excepto que todo el lote se repartio en
alicuotas de 1.8 m! y se congelaron & -70 C hasta que fueron usadas; una semana previo a su uso, se
descongeld una alicuota para ser titulada. '

2.4.2. TITULACION VIRAL CON BASE EN EL EFECTO CITOPATICO (ECP) Y POR LA PRUEBA DE
HEMAGLUTINACION (HA).

El lote del noveno pase, empleada pea la elahoracian de ta vacuna, tenia un titulo por ECP
de 10°® DICC,, /mk y amte la prueha de HA mostrd un titulo de 32 Unidades HA/0.05 ml. Para la
titulacion det lote del PMVP/LPM, se ulilizd el procedimiento ya descrito (5, 25); y que htevemente se
desctibe en el Capitulo Bl de esta tesis. '

2.4.3. ELABORACION DE LA VACUNA'Y EL PLACEBO.
2.4.3.1. INACTIVACION DEL PMVP/LPM.

Se extrajeron del congelador dos alicuolas de 50 n, que heblan permanacido congeladas a
.70 C, y se enviaron en refrigeracién dentro de un recipiente termoaislante a la fuente de rayos gamma,
para sel inadiados con una dosificacion qua vari entre 2.0 y 2.6 Megarads. Veinticuatro horas
después, las muestras fueron recogidas, ya irradiadas, y antes de ser congeladas nuevamente a -70
C. se separaron alicuotas de 1 ml, que tamhién se congelaron a -70 C. Posteriormente, las muestias
se fueron descongelando conforme sa iban usando. Las alicuotas de 1 m) se ulilizaron para verificar
Ia inactivacton viral, mediante pasos en células Pk-15 y para titular por HA la suspension del PMVP/LPM,
después de haber sido irradiado.

La suspenslén viral, después de haber sido Irradiada, mostré un titvlo HA de 1:32. Para
comprobar que la suspensién viral habla sido inactivada efectivamante, se descongelé una de las
alicuotas da 1 ml y se le dieron tres pases en monoesicatos de células PK-15, contenidas en 2 tubos
de Leighton (TL} (se inocularon 0.2 mi por cada TL); en cada pase, los monoestratos celulares tueron
ohservados diariamente durante un periodo de 8 dlas, al término del cual se congelaron a -70 Cy se
descongelaron a temperatura ambiente 2 veces; {a suspansién obtenida de la segunda descangelacion,

fue sometida a una prucha de HA y también se separa una alicucta que fue centrifugada a 1000 xg,

43



cuyo sobrenadante se Wlilizo para tealizar el siguiente pase setiado, En ninguno de los ties pases se
observd algun tipo de dafio o de ECP en los moneestratos celulares inoculados: y las suspensiones

del sobrenadante de cada pase fueron negativas a la ptueba de HA.
2.4.3.2. PREPARACION DE LA VACUNA'Y EL PLACEBO.

Para prepatar el lole de vacuna, sa descongeld una alicuota de 50 ml del PMVP/LPM
inaclivado; y de acuerdo al procedimiento ya desctito (2), los componentes de la vacuna se mezclaron
dentro de una campana de fiujo laminar. La vacuna, tenia una composicion de 50% de suspension viral
y 50% de aceite mineral mas un emulsificante. El placebo también se preparé de acuerdo al
procedimiento empleado en la elaboraclén de la vacuna (2); y estaba compuesto por 50 % de los
cultivos de células PK-15 lisadas y 50 % del adyuvante (aceite mineral mas el emulsificante).

2.4.4, VACUNACION DE LOS CERDOS,

Se emplearon 7 lechones lactantes, hermanos de 16 dias de edad, provenientes de una cerda
"libre de patégenos especificos (SPF)* de la granja porcina de CENID-M del INIFAP, SAGAR (1). La
cerda y sus lechones no tenian antecedentes de la EOA y serolégicamente fueron negatives a la
presencia de anticuerpos contra el PMVP/LPM, Con los 7 lechones, se hicleron 2 grupos, seleccionados
al azar: el Grupo No. 1 de 5 lechones y el Grupo No. 2 de 2 lechones. A cada lechon del Grupo No.
1, se le aplicaron 3 dosls de 4 ml de la vacuna, por via IM en el érea de los jamones, & los 16, 26 y 37
dias de edad (dias 0, 10 y 21 del experimento). A cada uno de los 2 lechones contioles del Grupo No
2, se le aplicaron 3 dosls de 4 ml de placebo por la misma via utilizada en los lechones vacunados;
cada dosis de 4 ml de vacuna y/o placebo se aplicé en cantidades de 1 mi en 4 puntos diferentes del

jamdn, del lechdn correspondiente.
2.4.5. DESAFIO DE LOS CERDOS VACUNADOS Y DE LOS CONTROLES.

Todos los cerdos de ambos grupos, fueron desafiados a los 28 dias después de la tercera
aplicacion de la vacuna y/o placebo {dia 49 del experimento), cuando tenian 65 dias de edad. Cada

cerdo {ue desafiado por via IM, en el &rea de los jamones, con 1 ml de una suspensién viral que

contenia 10 DICC,;, del virus de desafio.
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2.4.6, SEGUIMIENTO DEL COMPORTAMIENTO CLINICO DE LOS CERDOS DESPUES DE LA
VACUNACION Y DEL DESAFIO.

A todos los fechones, se les registraron dianamente las temperaturas rectales durante: los
primeros 10 dias posleriotes a la primera vacunacion, los primeros 6 dias posteriotes a fa segunda
vacunacidn, y desde los 4 dias antes y 18 dias después del desafio.

A pattit de la primera aplicacion de la vacuna yjo el placebo, y hasta los 20 dias posteriores
al desafio, se les registré diarlamente la signologia clinica; especialmente se examiné el area de
aplicacion de la vacuna y/o el placebo.

Cuando los cerdos tenian 160 dias de edad (123 dias después de Ja tercera aplicacion de la
vacuna y/o el placebo), fusion sacrificados pasa evaluar mactoscdpicamente ef sitio de aplicacion de
1a vacuna en fos famones; de fos cuafes se fomaron nuestras, que fueron fijadas en formalina bufferada
{al 10 %) y después incluidas en parafina, cortadas y tefidas con hemaloxilina-cosing, pata realizar
la histopatologia.

2.4.7. SEGUIMIENTO SEROLOGICO.

Los cerdos de ambos grupos fueron muestreados para la obtencién de suero sanguineo poco
antes de las aplicaciones de la vacuna y/o el placebo; los dias 0, 10y 21, y a los dias 48, 83, 77, 97,
112 y 140, posteriores al inicio del experimento. A todas estas muestras de suero se les hicieron las
pruebas de iH y SN,

2.4.8. PRUEBAS SEROLOGICAS.
2.4.8.1. PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

La prueba de IH se hizo de acuerdo al procedimiento de microtitulacién ya descrito (25) y
brevemente se menclonara que 0.2 mi, de cada suero fueron depositadas en un tubo de ensaye; luego
se inactivaron a 56 C en un baiio de Marla durante 30 min; después se agregaron 25 mg de caolin®
on polvo, lavado y quemado, 0.1 m! de paguete celular de eritrocitos de polio y 0.8 mi de solucién
amortiguadora de fosfalos de pH 7.2, esla solucién se mezcld continuamiente durante un periodo
minime de 1.5 h, en un aparato de rotacion”. Después los eritrocilas y el caolin fueron separados,
centrifugando a 1400 rpm, durante 10 min, & 4 C, £l suero problema {ue decantado, y utilizande una

* J.T. Baker, Cat. No. 2240; ® Thomas totating apparatus,

45



microplaca’ de plastico de 96 pocitos de fondo redondeado se depositaion 0.025 mi de suero en los
2 primetos pocitos {esta se considerd fa dilucién 1:5 y fue ta minima que se incluyd en la prueba), en
los 2 segundos pocitos y en los 2 Gltimos pocitos. de las dos primeras calumnas de 8 pocitos. En
todos los pocitos de la place, excepto en fos del renglon A, previamente se depositaton 0.025 ml de
solucion saling (SS) de pH 6.8 a 7.0. Con wicradilutates de 0.025 mi* se hicieron diluciones dobles a
patlir de los 2 segundos pocilos, hasta los pocites del renglén G de la microplaca; dejéndose como
contrales del suero los 2 tltimos pocitos del renglon H, por jo cual el esquema de diluciones empleado
fue de 1:5 hasta 1:320. Enseguida se agregatui. 0.025 mi de una suspension det PMVP/LPM, que
conlenia de 4 a 8 unidades hemaglutinantes, a todos los pocitos, excepto a los 2 controles del sueto.
Se dejb que esta mezcla teaccionara a temperatura ambiente dutante 1 h y enseguida se agregaion
0.050 mi de una suspension de eritrocilos de polio al 0.5 %; nuevamente se permitié (a reaccidn por
30.40 min, y enseguida se hizo ta fectuia. El titwlo de anticuerpos 1H del suero cotrespondid a la
méxima dilucin, en la cual se inhibié complétamente la hemaglutinacian.

2.4.8.2. PRUEBA DE SERONEUTRALIZACION.

Esta prueba se hizo de acuerdo al procedimiento ya descrifo (26), bajo ¢f sistema de
microtitulacion, empleando microplacas de fondo plano de poliestireno de 86 pocitos*, monocapas de
células PK-15, el sueio problema fue diluido desde 1:2 hasta 1:4006, se utilizaron 200 DICC,,, del
PMVP/ILPM y un petiodo de incubacién que varié de 5 a 7 dias, a 37 C, en una incubadora
humidificada con CO, al 5 %. La fectura se hizo con base en la presentacién det ECP y a la capacidad
HA del sobtanadante de cada pocito. E! titulo saroneutralizeite da! suero problema se determind de
acuerdo a la dilucion mayor del sueto que neutralizd complétamente et ECP del PMVP/LPM, o impidio
la replicacidn viral de éste, al no detectarse laactividad HA; en todas las pruebas de IH y SN, realizadas
en los experimentos de esta tesis, siempie se utilizaron sueros controles de referencia; uno positivo
y olro negativo.

“ Yhomas scionlific, Cat. No, 3503E10; ‘ Dynatech Labs. inc., Cat. No. 001-010.0312; * NUNC, Cat, Ho, 1 67008,
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2.5. RESULTADOS.

2.5.1. COMPORTAMIENTO DE LAS TEMPERATURAS RECTALES DE LOS CERDOS DESPUES DE LA
VACUNACION Y DEL DESAFIO.

Las temperaturas tectales de los cerdos, dutante el periodo de observacion, estuvieton dentro
del rango normal, excepto en los dias 5 al 10, después de la primera aplicacion de la vacuna y/o el
placebo (Cuadro No. 1); en tales dias se observd que uno de los 2 lechones controles, mostro
temperatura de 40.1 C al dia 7 y e} otro lechén contiol manifesto temperaturas de 40,1 a 40.2 durante
los dias 7.8y 9.

De los lechones vacunados, uno (No. 10) mosttd tempetatura de 40.2 C el dia 7: otto lechdn
(No. 6) mostio lempetaturas de 40 y 408 C los dias 6 y 8; otros 2 lechones (Nos. 4 y 8) mostraron
temperatutas de 40 a 40.7 C, durante los dias 7, 8 y 9 (excepto un dia, en que uno de eslos lechones
mostid temperatura de 41.1 C); ol lechon restante, (No. 5) mostré temperaturas de de 40 a 408 C
durante los dias 5 al 9.

Después del desafio, sélo un cetdo control (No. 8) mostré, al dia 4, una temperatura de 40,1

C. pot un solo dia.
2.5.2. EVALUACION DE LAS AREAS DE APLICACION DE LA VACUNA Y/O EL PLACEBO.

A patir del siguiente dia de la aplicacion de la vacuna, al pelpar el area crutal externa (del
Jamény, en donde se aplicé la vacuna y/o el placebo, se sentian af tacto algunos puntos de inflamacién
ligera de consistencia dura que a simple vista no se valan; entre fos 3 a los 9 dias, estas Areas de
inflamacién ya eran miy notorias y tenian un didmetro aproximado de 1 ¢m; y al dia 11 ya habian
disminuido y casi pasaban desapercibidas. Nuevamente, ontre el dia 3 al dia 8, después de la segunda
y tercera aplicacidon de la vacuna y/o el placebo, estas édreas se notaban inflamadas y entre los 11 y
12 dlas después fueron disminuyendo y ya casi no se perclbian (Cuadro No. 2).

Macroscépicamente, en los misculos semitendinosos se observaron reas de coloracion
*marmoleada”, semejante & la coloracion de carne de pescado y en algunos casos se observaron
algunos pequefios ahscesos de un dldmetro aproximado de 1 mm.

El estudio histopatolégico de las areas en donds se aplicd |a vacuna y/o el placebo, revelé que
todos los cerdos mostraron una reaccion inflamatoria, caracterizada por degenetacién y necrosis,
presencia de tefido conectivo fibroso, estealosis, granulomas encepsulados caraclerizados por
acumulaclén de macréfagos y células plasméticas, infillracion linfocitaria con algunos macréfagos y
células plasmaticas en el endomisio y epimisio, en 2 casos ademas vasculitis necrética y granulomatosa
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{reaccion de hipersensibitidad de tipo ilf), y en un caso linfadenitis granvlomatosa necrética y

abscedativa.

2.5,8. SEGUIMIENTO SEROLOGICO.

Los titulos promedio de anticuerpos IH y SN, se muestran en el Cuadio No. 3 y en la Grafica
No. 1, en donde se puede observar que en los dias 0 y 10, cuanda se aplicaron la primera y segunda
dosis de la vacuna y/o el placebo, los lechones de ambos grupas (vacunados y controles) fueron
negativos a las 2 pruebas seroldgicas empleadas. En los muestreos realizados a partic de la tercera
vacunacidn (dia 21), los lechanes vacunados empezaron a manifestar ta presencia de anticuerpos tH
y SN; los titulos promedio més altos de estos anticuerpos (IH de 1:178 y SN de 1:637), se encontraron
en al dia 63 del experimento (14 dias después del desafio); en los siguientes muestieos, los titulos de
anticuerpos SN se mantuvieron altos y fos IH disminuyeron aproximadamente una o dos diluciones.

En tos lechones controles, los anticuerpos tH y SN se encontraron a pattir del dia 63 del
experimento, 14 dias después de que fueron desaliados, y el maximo titulo promedio de anticuerpos
SN {1:768) se encontré et dia 112 del experimento (63 dias después del desafio) y se maniuva allo en
el Glimo muestreo (91 dias despuéds del desafio); en cuanto a tos anticuerpos tH, los litulos promedio
més allos se encontraron en los 2 Ultimos muestreos (83 y 91 dlas después del desafio).
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2.6. DISCUSION.

El compottamiento de las lemperaturas reclales estuvieron dentro del rango hormal (entre 38.5
y 39.5 C) (14, 37), excepto las ligeras elevaciones de temperatura registiadas del dia 5 al 10, despues
de la primera aplicacion de la vacuna y/o el placebo; ya que dos lechones (el control No. ¢ v ol
vacunado No. 10) mostraton ligeras hipertermias de 40.1 y 40.2, respectivamente por un solo dia; un
fechén vacunado (No. 6). tambien mostré tempetaturas de 40 C y 40.8 C por dos dias; dos lechones
(el vacunado No. 8, y el control No. 7), niostraton temperaturas de 40 C a 40.7 C por 3 dias
conseculivos; por otra parte, uno de los vacunadaos (No. 4) mostrd fiebre de 40 C a 41.1 C por 3 dins
consecutivos; y otro de los cerdos vacunadas (No. 5), hipertermias de 40 C a 40.8 C por & dias. En
sintesis podemos ohservar que, hubo una ligera elevacion de la temperatura en: 3 cerdos (48 %) por
1 a2 dias, 3 cerdos (43 %) por 3 dias (excepto en el cerdo No. 4 que mostid hipertermia franca de
41.1 C por un dia), y un cerdo (14 %) por 5 dias.

En cuanto a la signologia clinica, ningtn cerdo de los vacunados ni de los contrales, al ser
desafiados con el PMVP/LPM a los 65 dias de edad, manifestaron signos de la EQA, y esto confirma
los hallazgos anteriores en los que se informa que los lechones de 10 (38) 17 (13) y 35 (9) dlas de
edad son menos susceptibles a la EOA, que los de 1 dia (21, 36), 3 dlas (13) y 7 dlas de edad (8); por
ello, los cerdos en ctecimento y on engorda cas! no muestran signos ante las Iinoculaciones
experimentales con el Paramixovitus Porcino (9, 33); aunque otros factores que probablemente
pudieron haber influido, para que no enfermaran los cerdos controles, fueron la dosis baja de virus y
la via de aplicacidn. Estos hallazgos vueiven a confirmar que la EOA es una enfermadad més propia
de cerdas gestanles y verracos (4, 33, 35), y de lechones faclantes (8, 13, 21, 36); cuyos tejidos del
tracto respiratorio y nervioso, aparentemente son ricos en et receptor espacifico para el PMVP/LPM
(23).

En cuanto a las lesiones ohservadas en el drea de aplicacién de ta vacuna y/o el placebo,
como ora de esperarse pafa tos adyuvantes minerales de tipo olecso (38, 39, 40), el dafo que
ocaslond an todos los cerdos fue una reaccién Inflamatoria crénica de tipo granulomatoso y ademas
da vasculitis en 2 casos. Esto coinclde con tos dalos encontrados por ofros autores, qulenes aplicaron
una dosis de 2 ml de una bacterina olaosa contra Haemophilus pleuropneumoniae y en et sitio de
inyecclén encontraron leslones similares a las observadas en este trabajo, & los 56 dias después de
haber aplicado la bacterina (38). En este trabajo, lales lesiones estuvieron presentes a los 123 dias
después de la aplicacidn de |a tercera dosis; y probablemente la severidad y persistencia de las
tesiones observadas, se deban al mayor volumen (4 mi) y al mayor nimero de dosis (3 dosis) de
vacuna, que lue aplicada en al sitio de Ia Inyeccién, a! ser comparada con la dasis utitizada por Straw
y cols (1885). La desapaticién de los granulomas depende de ta especie animal y asi por gjemplo en
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jos bovines vacunados con una vacuna oleosa contia la Fiehre Aftosa, ta inflamacion que se chserva
eh unos cuantos animales, desapaiece por completo on las ptimeros meses siguientes a (a aplicacidn
subcutanea y se tegeneta, quedando un pequeio nddula endurecido (2, 39). En el caso de las aves
que manifiestan este lipo de alleraciones, Ia desaparicion de los granulomas ocurre en 3-4 semanas
despuds de ser vacunadas con vacuna emulsionadas con alta concenbiacion de antigenocs (40},
mientras que en el presente trabajo, esto ocurtio parcialmente a los 160 dius de edad (123 dias
despues de la tercera dosis de vacuna), cuando todavia se encontraron peguerios granulomas de 1
mm de diamelro, con presencia de macrafagos y de células plasmaticas. Ademas, en el presente
uabajo se observo, en dos jamones, una vasculilis causada por una reaccion de hipersensibilidad del
Tipa IlI; en el caso de las aves, éslas lesianes desaparecen eh 3-4 semanas (40). Lo anterior sugiere
que en un futuro, serd necesario estudiar la respuesia inntune con un maenar nGmeto de dosis y de
volumen de vacuna, asi como [a aplicacion en | tabla def cuello; ya que esta region muscular tiene
menos valor comercial que el jamén y aparentemente la reaceion inflamatoria ante la inyeccion de
vacunas olnosas es menor en el musculo del cuello que en e jamon (38). No obstanle {as reacciones
adverses locales, la vacuna inactivada oleosa estimulo una buena respuesta inmune.

Al comparar los titulos pramedio de anticuerpos IH, entie los cerdas vacunados y los controles,
ohservamos que en el muestreo del dia 63 (14 dias después del desafio}, fos vacunados tuvieron un
titulo promedio de casi 4 diluciones mas alio gue los controles; en los siguientes 2 muestreas los
vacunados siguieron mostrando un litulo de casi una dilucion més alla que los controles; ya en los
ultimos 2 muestreos (hechos a los 63 y 81 dlas posdesafio) los contioles twvieron los titulos de casi una
dilucion mas alta que los vacunades; de acuerdo cah estos rasultados, el desafio aclud coma un
refuetzo antigénico en los vacunados pol to que fa respuesta de anticuerpos M, como era de
esperaise, aumenté a mas del doble, y como ya se menciond, en relacién a tos controles hubo una
diferencin de casi 4 diluciones; en Jos demds muestreos, hubo allededor de 1 dilucion entre ambos
grupos y por lo tanto hubo poca diferencia ya que esto no es signilicativo, pues en las pruebas de tH
para el diagndstico de coronavirus bovino (30}, parvavitus bovino (31), parvovirus porcino (28) e
influenza potcina (29), se acepta que (os titulos de Jos sueros positivos vatien més o menos 2
diluciones. Los titulos de anticuerpos SN, en general se mantuvieron mas altos que los de |4, En fos
cerdos vacunados, ¢ titulo promedio de anticuerpos SN se incrementd 2 diliciones arriba en ef
muestreo hecho el dia 63 (14 dias después del desaio}, con respecto al muestreo previo, hecho el dia
48 (dia del desalio); esto igualmente sugiere que el dasfio actud como un refuerzo. Al comparar los
titulos de anticuerpos SN de los controfes con fos vacunados, se observa que hubo una diferencia de
casi 3 diluciones mas a favor de los vacunados, en el muestreo hecho el dia 63. En el siguiente
muestieo, hecho el dia 77, los vacunados siguieton mostrando un titulo SN promedio mayor que fue

de alrededor de 2 diluciones. En los siguientes 3 muestrecs, la dilerencia entre vacunados y controles
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fue minima ya que no fuetnn ni siquiera de una dilucion. Respecto a la respuesla inmune eslimulada
por las vacunas oleosas conlra la Fiebre Aftosa, preparadas con vitus previamenle inactivado con
sustancias quimicas, se sabe que estas son mejores que las que utilizan como adyuvante el hidréxido
de aluminio, ya que eslimulan titulos de anticuerpos mas allos y duradeios eh los bovinos (2, 39).

En cuanto & la vin de aplicacion de ofras vacunas inactivadas oleosas (10) y de anligenos en
emulsién oleosa (26), se sabe que la ruta de aplicacion IM es mejor que la subcuténen (10, 26). Se ha
demoslrado que la irradiacion gamma inactiva efectivamente al Paramixovirus de la Peste Bovina sin
afectar su algunas de sus propiedades biologicas (24); y que también inactiva al Rabhdovitus de la
Rabia, sin alectar su capacidad antigénica (42); aunque en este Ultimo caso la dosis de liradiacion ha
sido menot que la empleada en ¢l presente trabajo para inactivar al PMVP/LPM. La dosis empleada en
los expetimentos de esla tesis, para irradiar al PMVP/LPM, permilio que éste sigulera mostrando su
capacidad HA, después de ser irradiado, y que conservara sus prepiedades antigénicas después de
haber incorporado dicho antigeno a la vacuna oleosa. Otros aulores han encontrado que la inactivacion
con etilenimine o con B-propiolaciona no afectan la capacidad HA ni antigénica del Paramixovitus de

la Paraintiuenza-3 de los hovinos (15).
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2.7. CONCLUSIONES.

Se cuenta con una vacuna conlra la EOA, inaclivada oleasa, antigénicamente muy promeledota
que estimula litulos allos de Acs con una duracion minima de 140 dias. Desaforlunadamente mostré
algunos efectos indeseables en el drea de aplicacién, lo cual era de esperarse, con base en la literatura

consullada.

Por olro lado, el desafio con el PMVF/LPM actud como un refuerzo en los vacunados; mientras

que los conlroles, que no enfermaron, respondieron répidamente con litulos altos de Acs.
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ANEXQS 2

Cuadro No. 1.- Dias en los que los lechones controles y los vacunados mostraron una alteracidn en

su temperatura tectal, después de la primera aplicacion de placebo y/o vacuna vs. la EOA.

DIAS PV*
No. 5 6 7 8 9 10
LECHON
7 30 385 40.2 40,2 40.1 39.6
9 39,1 3.9 39.3 40.1 39.8 30.9
TEMP, 39.05 39.2 30.75 40.16 39.05 30,75
PROMEDIO
10° 38.2 39.3 40.2 38,8 39 208
5 40.2 40 4081 404 40,2 ‘ao.s |
& 30.7 39.1 40.2 40.7 40.3 39.4
¢ 30.1 40 30.9 40.8 39.9 39.2
4 39 39.9 40,1 a1.1 40 39.7
TEMP. 39.44 39,66 40.24 40.36 39.88 39,52
PROMEDIO

* PV = posvacunacion; * Lechones controles; ® Lechones vacunados.



Cuadro No. 2.- Efecto de ia vacuna y/o del placebo en ol drea de su aplicacion en los lechones

controles y vacunados.

APLICACION DE VACUNA INFLAMACION INFLAMACION
Y/O PLACEBO LIGERA* SEVERA
(DIAS**) (DIAS)
1a 1-2 3-9
2a. 1-2 3-9
3a. 1.2 3-9

* Inflamacién ligera que a simple vista no se notaba, pero que al palpar el drea Inyectada se sentian
partes Inflamadas y‘ duras; Inflamacién severa que se vela a simple vista y que entre los dias 11y 12
ya o se observaba. '

** Dias después de la aplicacion del bioldgico respectivo.
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Cuadro No. 3.- Respuesta de titulos promedio de anticuerpos IH y SN durante un periodo de 140 dias

en lechones vacunados y desafiados, y controles desafiados, con el PMVP/LPM.

VACUNADOS TESTIGOS
MUESTREOS IH SN 1H SN
fa. VAC
DIA O () ") () (-)
2a. VAC
DIA 10 {-) {-) () (-
3a. VAC,
DIA 21 17 1:16 (-) (-)
DESAFIO
DIA 49 1:60 1:128 (-) (-)
DIA 63 1:176 1:537 1125 1.72
DIA 77 1.72 1:486 1:40 1:96
DiA 97 1:60 1:243 1:30 1:268
DIA 112 1:34 1:637 1:50 1:768
DIA 140 1:26 1:384 1:60 1:512
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9

Grafica No. 1.- Perfil de Acs promedioc IH y SN en § lechones
vacunados (y desafiados) c/vac PMVP cleosa y en 2 lechones
desafiados ¢/PMVP (Martinez, 1996).

Logi0

Y R R IR R
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= IH-VAC +SN-VAC ¥ |H-TEST * SN-TEST

Dias 0,10y 21, aplicacion de 4 ml de vacuna y/o placebo.
Dia 49, desafio con E+4 TCID 50 a todos.
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CAPITULO 1l

DETERMINACION DE LA DOSIS DEL PMVP/LPM QUE MATA AL 80-100 %
DE LECHONI:S SUSCEPTIBLES.



3.1. RESUMEN

Para contar con un lote de Paramixovitus Porcino (PMVP), de La Pledad, Michoacén (LPM),
aproplado para el desafio de lechones vacunados contra la EQA, y de sus controles, se realizé un
expelimento, utilizando un lote del octavo pase del PMVP/LPM, reproducido en células PK-15, con un
titulo de 107 °TCID,,/m; se ulilizaron 10 lechones (57 y 5v), de 4 y 7 dias de edad, agrupados al aza1,
eh 2 grupos de § lechones cada uno; los cuales fueron inoculados por aerosoles, dentro de una
cémara con 3 nebulizadores que dispersaron el indculo, con particulas de un didmetro aproximado de
0.5 a 5u: El Grupo A, (con 4 lechones de 7 y 1 de 4 dias), recibid los aerosoles virales procedentes
de 28 ml X 10'° TCID,,, durante 35 min; el Grupo B, {con 4 de 7 y 1 de 4 dlas) recibié 27 ml X 10*°
TCID,,, durante 42 min. Se dejé a un lechén de 7 dias como control de contacto, el cual no enfermo
y s6lo seroconvirtid al dia 25 PI. En el Grupo A, se empezaron & observar algunos signos a partit del
dia 3 PI; los signos netviosos se observaton desde el dia 5 hasta el dia 7; al dia 7 murieron 2 lechones
y al dir 8 otros 2. En el Grupo B, los signos se manifestaron del dia 3 al 12; los signos nerviosos.se
presentaron del dia 6 al 11; al dia 7 murleron 2 lechones y al dia 12 uno. Los signos clinicos fueron
similares a los observados antetiormente en condiciones controladas y de campo. El virus fue
realslado del encéfalo e identificado mediante la prueba de inhibician de ia hemaglutinacion, utilizando
un suero paliclonal conacido hiperinmune contra el PMVP/LPM. En los 2 grupos inoculados se observéd
una morbilidad del 100 % y mortalidades del 80% y 60%, para los grupos A y B, respactivamente. En
los que sobrevivieron a las inoculaciones, so detectaron anticuerpos a partir del dia 10, Lo anterior
suglere que para que un fote del PMVP/LPM muestre una letalidad minima del 80% y pueda ser usado
para evaluar la potencia de las vacunas, debe cumplir con los requisitos antes sedalados, en cuanto
a titulo viral, método de desafio y edad de los lechones Inoculados.



3.2. INTRODUCCION,

Para la prevencion de varias enfermedades de origen viral que afectan a los ahimales
domésticos, se utilizan medidas profildcticas como la vacunacion; para ello se cuenta con vacunas
inactivadas y vivas atenuadas (1). Un requisito fundamental que deben cumplir las vacunas antes de
ser liberadas al mercado es el de pasar satisfactoriamente una prueba de potencia (13, 22). Para
cumplir can tal requisito, se requiere contar con un virus de desafio que cause una letalidad de por lo
menos el 80 % y/o una morhilidad equivaiente en los animales susceptibles (13, 22). Reciéntemente
hizo su apaiicion un nuevo padecimiento de los cerdos denominado Enfermedad del Ojo Azul.
ocasionada por un paramixovirus y que Unicamente afecta a'los cerdos (12 y 19); y a la feche se ha
informado sobre el uso experimental de algunas vacunas inactivadas para tratar de prevenir tal
enfermedad (6, 8, 10 y 21). Sin embargo se ha Iinformado qua sdlo a 2 vacunas se les ha realizado la
prueba de potencia en lechones, aunque previamente el virus de desafio no fue titulado en lechones,
para conacer la dosis Inoculada (6 y 21); y olra vacuna fue probada vacunando ratones (10). En
relacidn al Paramixovitus Porcino (PMVP) de La Piedad, Michoacédn (LPM), aislado en 1984 (11 y 12),
se ha estudiado en forma preliminar, la inocuidad y antigenicidad de una vacuna experimental (23): sin
que pudlera contarse con un virus de desafio adecuado, para ser utilizado en pruebas de potencia; y
aunque se logré determinar la edad en que los lechones son susceptibles, asi como la dosis
aproximada del PMVP/LPM que praduce signos clinicos y letalidad (8), se desconoce Ia dosis més
precisa del PMVP/LPM, o de otros aislados del PMVP, que mate por lo menos al 80% de los lechones
susceptibles inoculados.



3.3. OBJETIVOS.

1) Contar con un lote del PMVP/LPM virulento, do referencia, apropiado para ser usado en
pruebas do potencia, para evaluar la inmunogenicidad de las vacunas, antes de cue sean

liberadas al nvercado, para ptevenir ln Enfermedad del Ojo Azul (EOQA).

2) Titular en lechones lactantes susceptibles un lote del PMVPALPM, del octavo pase en cultivos
celulares de linea conlinua, para establecer la dosis que mate al 80-100 % de los lechones

susceplibles,



3.4. MATERIAL Y METODOS.
3.4.1. VIRUS

Se empled el octavo pase del PMVP/LPM, propagado en cultivos celulares de linea contihua;
los primeros 5 pases se propagaron en células de comete de hovino y los posterlores en células de
rinén de cerdo Pk/15 (12). El proceso de infeccion de los cullivos celulares se hizo de acuerdo a lo
descrito en otro trabajo (3). Para oblener suficiente suspension viral del octavo pase, se descongeld
una ampolleta del pase 7, mencionarlo en el Capitulo [1, y se le dié un pase adicional, El proceso de
infeccién da las células, asi como de obtencidn de las alicuotas (de 1.8 ml) y de su almacenamiento
{a -70 C, durante 30 dias), se hicieron de acuerdo al procedimiento mencionado en el Capitulo II; El
dia en que se inocularon a los lechones, se descongelaron las alicuotas correspondientes; diez dias

antes se descongeld una alicuota para ser titulada por HA y ECP.
3.4.1.1. TITULACION VIRAL CON BASE EN EL EFECTQ CITOPATICO PRODUCIDO.

Para la titulacion del lote del PMVP/LPM, se utilizo el procedimienta ya descrito (3). el vitus a
ser tilulado se descongeld a temperatura ambiente y una vez descongelado, se hicieron diluciones
logaritmicas hasta la dilucion 107, usando como diluente medio minimo esencial (MEM)Y para cultivos
celulares, manteniéndolas slempre en refrigeracion, en hielo picado. Una vez realizado (o anteriot, se
utilizaron microplacas? de 86 pocitos de fondo plano para cultivos célulares, en donde se depositaron,
con una pipeta multicanal ¥ de 12 puntas intercamblables, 0.025 m! de MEM, en todos los pocitos,
posteriormente en la primera columna de 8 pocitos se depositaion 0.025 mi, en cada pocito, det virus
diluido 10", este procedimiento se repitié en fas siguientes columnas de pocitos con cada una de las
diluciones del virus; los pocitos de las columnas restanles se dejaron como células controles.
Enseguida se depositaron aproximadamenta 10'* células Pk-15 por pocito. Y las placas se Incubaron
a 37 C en una incubadora humidificada y con CO, al 5 %, por un petiodo de 5 a 7 dias; y la lectura
del ECP se hizo utilizando un  microscoplo 6ptico invertido. La determinacion de la DICC,,, se hizo
de acuerdo al método de Karber (18). El lote del octavo pase tenia un tilulo de 10"° DICC,, /ml.

3.4.1.2, TITULACION DEL PMVP/LPM POR LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION (HA}.

Para la titulactén del PMVP/LPM por medio de la prueba de HA, se utitizé el procedimiento ya
descrito {3). Sa emplearon microplacas de pollestireno de 88 pocitos, da la merca ya mencienada en
la prueba de fH. Para titular cada lote diferente, se utilizaron 4 columnas de 8 pocitos cada una.
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Primero se depositaton 0.05 mi de solucion salina (SS), enseguida se depositaron con 4 mictodilutores
calibrados 2, 0.050 mi del lote de virus que iba a ser titulado, en cada une de los primeros 4 pocitos
de las 4 columnas. Con estos mismos micradilutores se hicleron las siguientes diluclones hasta llegar
a los 4 pocitos del tenglon G y se retiraron; los 4 pocitos del renglin H sirvieron comao controles de
erittocitos, yn que estos no deben autohemagiutinar, pues en algunos casos conlienen
heterohemaglutininas (2); el esquema de dilucién se iniciéd con la ditucion 1:2 y termind con Ia dilucion
1:128. A continuacidn se depositaron en cada uno de todos los pacitos 0.050 ml de eritracitos al 0.5
%, de pollo joven, previamente lavados. Se pemitio fa reaccion a temperatura ambiente por
aproximadamente 30 min y enseguida se hizo ia lectura. El titulo viral se considerd como la dilucion
mayor en donde fos 4 pocitos mostraron una HA completa.

% GIBCO, Cat. No. 410-1500; ¥ NUNG; Cet. 1,67008; * Costar Cat. No. 4800,
4Dynaiech labs, Inc. Cat. No. 001-010-1012.



3.4.2. ANIMALES.
3.4.2.1. CERDAS PROVEEDORAS DE LECHONES SUSCEPTIBLES AL PMVP/LPM.

Para la obtencion de fechones factantes susceptibles al PMVPALPM, se emplearon 2 cerdas
gestantes, hermanas, de quinio parto, provenientes de una granja convencional lecalizada en Ajuchitian,
Qro. Enta granja se ultizaban sementales y vientres de fas razas Landrace y Dutoc, La granja no tenia
antecedentes clinicos de s EOA y las cerdas tesultaton negativas a anticuerpos (Hy SN contra {a el
PMVP/LPM; y también fueron seranegatlvas a la Enfaermedad de Aujeszky. las cerdas, fueron
transportadas al CENID-M, en Palo Alto, D.F. y se alojaron en una Unided de Aislamiento, en corralelas
individuales de aproximadamente 7.3 m* cada una fue acondicionada previamente con uh bebedero
automatico de plato , comederas de canal y barras® semiperimetrales separadas del piso y de la pared
a una distancia aproximada de 15 cm; para proteger a los lechones. Cinco dias previos al parto, los
corrales fueron limpiados, desinfeciados y acondiclonados con viruta limpia y 2 focos de 60 watls; uno
da cllos tue puesto en una esquina del coiral 8 20 cm sobre el nivet de la viruta fimpla y a medida que
pusaban los dias tueron levantades graduaimeta a mayor altura, hasta quedar finalmente a una altura
de 30 cm. Los focos fundidos fueron reemplazados inmedidtamente, de tal manera que los lechones
permanecieron con una fuente de calor cercana, duranie los primeros 25 dias de vida. Y fa viruta sucia
y mojada fue reemplazada diarlamente. Alos 2 dias después de haber nacido los lechones, a cada uno
se le aplicd, por via IM, 200 mg de hierfo elemental, en fa forma de complejo de hierro dextran
hidrogenado. Posleriormente fos lechones fueron empleados en los experimentos de titulacion det
PMVP/LPM.

3.422. LECHONES SUSCEPTIBLES UTiLIZADOS EN LA DETERMINACION DE LA DOSIS DEL
PMVP/LPM CAPAZ DE MATAR AL 80-100 % DE ELLOS.

Para la determinacion de la dosis del PMVP/LPM capaz de matar al 80-100 % de los lechones
susceplibles inoculndos, se formaron dos grupos de 5 lachones cada uno, con las siguientes
caracteristicas: Grupo A) Cuatio lechones de 7 dlas y uno de 4 dias de edad, que fueton
seleccionados al azay, a partir de un grupo de 11 lechonas constituido por nueve de 7 dias y dos de
4 dias de edad, procedentes de fas 2 cerdas menclonadas anteriormente; Grupo B) Cuslio Jechones
te 7 dias y uno de 4 dias de edad, seleccionados af azar, del grupo de 8 que sobraron al formar el
grupo anterior; af lechdn restante de 7 dlas de edad, se le dejd como control de contacto,

* Tuba de fierto galvanizado ced. 40, de 2 pulgadas de didmeto,

69



3.4.3. INOCULACION DE LOS LECHONES.

3.4.3.1, INOCULACION DE LOS LECHONES CON AERQSOLES INFECTANTES, DENTRO DE UNA
CAMARA DE NEBULIZACION.

Camara da nebulizacion.- La inoculacian de los lechones dentro de una camara de nebulizacién
se hizo de acuetdo a un pracedimiento ya anles descrito {4), consistente en utitizar una cémara de
nebulizacién semihermética que mide 83,5 cmi de alto par 127.5 e de largo y 119.5 cm de ancho, con
un volumen aproximada de 1.272 m®, La cémara estaba equipada con 3 nebulizadores que dispersan
particulas de aproximadamente 0.5 a 5 y; los nebulizadores, a su vaz, estaban conectados medisnte
mangueras a una compresora; la presidn ejercida a los tres nebulizadores varid de 2 a 2.5 Kg/em® .
Los lechones de los grupos Ay B fueron introducidos a la céniara de nabulizacldn, para ser inaculados
de acuerdo al sigulente procedimiento:

Grupo A) Este grupo recibid, durante 35 min, los aerosoles procedentes de 28 mi de una
suspensidn viral, det octavo pase det PMVP/LPM, que tenta un titulo de 107° DICC,,, /mi; Grupo B ) Este
grupo, qus fue introducido en primet lugar a la cémara de nebulizacién, recibio durante 42 min, af igual
qua el antarlor, los aerosoles procedenies de 27 ml, de una suspensidn viral del octavo pase del
PMVP/LPM, que tenta un titulo de 10°° DICC,,,/m!. Una vez terminada la inoculacién, tos lechones de
cada grupo fueron regresados a sus madres y diariamente, durante un perfodo de 22 di:s, se les
raglstrd su temperatura rectal, asl como la signologla cilnica. A Los lachones que murieron, se les hizo
fa necropsia y varios de sus tejidos fueron colectados y congelados a -70 C para posteriormente
intentar ef aisiamiento del PMVP/LPM. Al lechdn sestante, de 7 dias de edad, se le dejé como control
de contacta y también se le did un seguimiento clinico, de su temperatura sectal y serolégico, en forma
similar a los grupos Ay B.

3.4.3.2. AISLAMIENTQ DEL PMVP/LPM A PARTIR DE LOS TEJIDOS DE LOS LECHONES MUERTQS
A CAUSA DE LA INOCULACIDN CON EL PMVPAPM.

De las muestras calectadas def encéfalo de 4 lechonas muertos después de ser inaculadas con
el PMVP/LPM, se hicleron macerados al 20 % utilizando como diluente MEM, ef cual por cada mi
conlenla 250 unidades de bencilpenicilina sédica cristaling, 250 tg de esiteptomicina y 100 unidades
de nistatina. Las muestras colactadas fueron de las partes anterior, madia y posterior del encéfalo, y
def cerebelo, de los lechones Nos, 81 y 84, det Grupo A, y Nos. 77 y 88 def Grupo B; estos 4 fechones
murieron el dia 7 P, Los macemdoé fueron centrifugados a 2500 rpm por 25 min, a 4 C; con fos
sobrenadantes ohtenidos se hicieron alicuotas, que fuaton congeladas a -70 C. Posterlormente se
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descongelo una alicuota de cada muestia; con una fraccién de ella se hizo una prueba de HA y con
la otra parte se inocularon los monoastratos de células Pk-15, de dos dias de edad, contenidas en 2
tubos de Lelghton (TL), depositando 0.2 ml de indculo en cada monoestrato; previo a la inoculacion,
se retiro el medio de crecimiento y enseguida se agrego el indeulo y se permitid la adsorcidn durante
una h, a 37 C, moviéndolos suavemente cada 10 min; posteriormente se lo agregaron a cada TL 2 ml
MEM con 2 % de suero fetal de ternera, previamente irradindo con 2.5 megarads (6); y después los
tubos se incubaron a 37 C durante § dias, Paralelamente se utilizaron 6 TL como controles. Pasado
ese periodo, se colectaron los sobrenadantes de cada TL, con los que también se hicieron alicuotas.
Utilizando una de ellas se realizd una prueba preliminar de HA; y olia fue empleada para dar un
sagundo pase. A este Ultimo pase se le hizo una prueba de HA, y daspués se fe ulilizé como antigeno
en una prueba de IH, ante sueros conocldos de referencia; uno positivo y otro negativo a anticuerpos
contra la EQA.
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3.5. RESULTADOS

3.5,1, PERIODO DE INCUBACION, SIGNOS CLINICOS, CURSQ, MORBILIDAD Y MORTALIDAD EN LOS
LECHONES INOCULADOS CON EL PMVPALPM.

3.6.1.1. TITULACION EN LECHONES DE UN LOTE DEL OCTAVO PASE DEL PMVPAPM,

GRUPO A

El petiodo de incubacion fue corto, puesto que se empezaron a observar lagafias en todos a
partis del dla 3, las cuales persistieron hasta el dia 5 P1. Al difa 5 P, de 4 que se mostraban enfernios,
en 2 (Nos. 84 y 87), que mostraban buen estado de carnes se empezaron a obselvar sighos heiviosos
de incoardinacion y debilidad de fos miembros posteriores, canjuntivitis, blefaritis y anarexia; en otro
{No. a1} huba incoordinacion, tristeza e inactividad, ya que sélo permanecia achedo; el cuarto techon
{No. 898) estaba flaca, con hlefaritis, tremar general y estornudos. At dia 8 Pl en los 2 previamente
afectados con incoordinacion y debilidad del tren posterior (Nos. 84 y 87}, se observé palo hirsuto,
tremor general, blefaritls y conjuntivitis; en uno (No, 84) se observd opistdionos, postracidn con
posicion en decubito lateral fzquierdo y ronquidos; en el otro (No. 87) se observd parélisis del tten
posteriar, con postracian parcial, adaptanda una posicidn anormal de "perro senteda”. De los olas 2
{Nos. 88 y 8t) que tadavia no se postraban, en uno (No. 83) se observd tremor general, y el otro (No.
81) mostrd Incoordinacién, ronquidos y vamito, Al dia 7 Pl, uno de los més afectades (No. 84), que
sagula postrado con tremor ganeralizado, murid af igual que uno de los menos afectados (No. B1) que
antes de morir estaba postrado en decidbito laleral izqulerdo, y que al intentar pararse y caminar
mosiraba incoordinacién y debilldad. Otro, de tos més afectados (No. 87}, estaba agonizante. También
ofro de los menos afectadas (No. 88) de! dia anterior ya estaba postrada. Al dia 8 PI, murieron los 2
lechones restantes (Nos. 81 y 88). A la necropsia, los lechones que murieron presentaron lesiones
macroscéplicas similares a ias comunicadas en otros estudios experimentales y de campo, con respecio
a esta enformedad (18, 17, 19 y 20). El lechén que sdlo habla mostrado lagafias del tercero al quinto
dias Pl {No. 85}, también mostré iigera incootdinacion de! tren posterior y cabeza agachada al dia 11
Pl, después se tecupard y no mostrd otro signo durante un periado de ohservacién de 30 dias PI,

En resumen, los signos nerviosos se Iniclaron a partir del dia 5 Pty se fueron tornando més
severos en los sigulentes 2 dlas, hasta la presentacién de fa muerte . Asi, el perindo de incubacién fus
de 3 dias, con un curso de 4 y 6 dlas. En este grupo de lechones se observé una morbilidad de! 100
% con una mortalidad def 80 % (cuadio 1).



GRUPO 8

Los signos se manifestaron a pattit del dia 3 y duraron hasta el dia 12; def 3 al 6 en todos se
observaron laganas y en 2 se observaron exudado nasal y estornudos. Al dia 8 Pl en 2 lechones (Nos.
83 y 88), que estaban en buen estado de cames, se observd incoordinacion y en uno (No. 77), también
en buen estado de carnes. que fue encontrado postrado en posicion de decibito lateral izquierdo, se
observé ademas pelo hilsuto, mirada fija, parélisis del tren posterior, tremor en la mitad anlerior del
cuerpo y espasmos. Al dia 7 P1, el lachon No. 77 fue encontrado muerto y el No. 88, que el dia antetior
sdlo habla mostrado incoordinacion, eslaba agonico y mutié en el transcurso de ese mismo dia; otro
de los lechones (No. 79), empezé a mostrar incootdinacion y estornudos. Al dia 8 Pl, el lechén No. 79,
se potaba clinicamente mejor; otro de los lechohes (No. 82) se encontré triste y con incoordinecion ;
Y el No. 83, mostrd ceguera, incoordinacion, pica, afonia, blefaritls, conjuntivitis, exudado nasal y
constipacion, can heces de color marrdn; del dia 9 ai 11, mostrd ademés pelo hirsuto, tremor genaral,
caminata en clrculos hacia el lado izquierdo, apoyaba la trompa para caminar, debilidad general, natiz
seca, constpacion, caheza agachada, tespiracion "abdominal’, espasinos y para el dia 10 P
permanecia por més tiempo postrado y ta condicion fisica bastante disminuida (emaciado), posiciones
anormales, piel sucia, cianosis en tegién venttal, perioral y orejas y tics nerviosos; para el dia 12 Pl, se
encontré muerto. Los lechones Nos. 78 y 82, mostraron las fosas nasales secas en fos dias 9 y 10 Pl
al dia 12 Pl, ambos mostraron la cabeza agachada; el No. 79, mostré ademas exudado nasal,
estornudos y somnolencia; en los siguientes dias amhos lechones se recuperaron.

En resumen, los signos nerviosos se presentaron del dla 6 al 11; al dia 7 murieron 2 lechones
y al dia 12 uno; en todos hubo un petlodo de incubacién de 3 dias con un curso individual que fue de
5 dias en los més afectados y de 10 dias en el menos afectado. La morbilidad fue del 100 % y la
mortalidad del 60 % (Cuadro 2).

3.5.1.2, AISLAMIENTO DEL PMVPAPM DE TEJIDOS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE
LECHONES MUERTOS A CAUSA DEL VIRUS.

De las 16 muestras trabajadas: a) en ningn macerado se encontrd Ia presencia de un agente
HA: b) en el primer pase realizado en cultivos de celuias Pk-15, se encontraron titutos HA de 1:2 a 1:16,
en muestras oblenidas de los 4 fechones; eslas muestras correspondieron a diferentes partes del
encéfalo y no en todos los lechones fue el mismo; c) en el segundo pase, los tiulos HA aumentaron
y en esta ocasién fueron de 1:32 a 1:128; y las muestras quo hablan sido negativas a la presencia do
un agente HA en el primer pase, volvieron a ser negativas en el segndo pase. Con el agente HA

recupelado da los 4 lechones, se hizo una prueba de IH, utilizando sueras de referencia positivos y
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negativos ya mencionados, y los 4 agentes fueran inhibidos con el sucro positivo pero no con of
negativo (Cuadro No. 3).
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3.6. DISCUSION.

Estos datos muestran que con las 2 dosis (10"% y 10°*) empleadas, en los giupos Ay B, fue
suficiente para provocar signos de la EOA en el 100 % da los lechones. Sin embargo, Ia letalidad fue
del 80 y 60 % para los lechones de los grupos Ay B, respectivamente; evidentemente el agente causal
fue el PMVP/LPM, ya que se aisid e identifica. los sighos fueron ligeros en los que lograron
recuperarse, Como era de esperarse, los lechones sobrevivientes de ambos grupos seraconvirtieron
y sus niveles de anticuerpos se incrementaron en los siguientes muestreos (14); el lechdn del Grupo
A, seroconvirtio a partir del dia 10 Ply los 2 lechones del Grupo B mostraron anticuerpos IH a partir
del dia 13 PI; mientras que uno (No. 78) mostré anticuerpos SN a partir del dia 13 y el otro (No. 82)
a partlr del dia 10 (14). A la necropsia y al estudio histopatoldgico, los lechones que mutieron
presentaron lesiones similares (15) a las comunicadas en otros estudios expetimentales y de campo,
con respecto a esta enfermedad (16, 17, 19 y 20). En un trabajo previo tealizado con el PMVP/LPM,
se observé que al aplicar 2.8 mt X 10°° DICC ., por las vias conjuntival, otal y nasal, en lechones de
7 dias de edad, se lograron reproducir los signos de la EOA en ios 3 lechones Inoculados;
desafortunadamente de los 3 lechones enfermos, 2 fueron sacrificados "in extremls”, por lo que no se
puede estar completamente seguro de que no se hubieran tecuperado; en esos lechones el periodo
de incubacién fue do aproximadamente 7-11 dias y el curso da 48-86 h (8). En otio trabajo (21) se
comunicé que algunos lechones que mostraron signos nerviesos ligeras y opacidad corneal, se
recuperaron. En cuanto a la dosis empleada en este estudio, aparentemente fue mayor que las
utilizadas pot otros aulores, con otros aislados del PMVP, ya que can la dosis de 2 mi X 10*® DICC,,,
por lechén, aplicada por las vias Intratraqueal y nasel; y la de 10° DICC,,, por lechén, en aerosoles,
que llegaron directamente a las cavidades oral y nasal; los autores mencionan que con ambas dosis
se ohservaron morlalidades del 100y 75 %, respectivamente (8 y 21); aunque en donde se comunica
una mottalidad del 100 % (6) esto no quedd muy claro, ya que se menciona que cuando e"mpezmon
amostrar los signos norviosos, los lechones fueron sacrificados, por lo que no se sabe si efectivamente
iban a morir o se recuperarian como sucedid en el otro exparimento mencionado (21); y en el aqul
descrito, En cuanto a los mélodos empleados, estos, al igual que la dosis empleada, no fueron los
mismos y probablemente a eso se deban las diferencias en las letalidades reportadas. También es
probable que en estas diferencias hayan influido, el distinto No. del pase y de Ia *cepa viral",



3.7. CONCLUSIONES.

1. Se cuenta con un virus de desafio, capaz de matar al 80-100 % de los Jechones de 7 dias de
eded, cuando estas son inoculados con aerasoles conteniendo fa dosis adecuada dal
PMVP/LPM.
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ANEXQS 3

Cuadro No. 1.- SIGNOS CLINICOS EN LECHONES INOCULADOS CON PMVPILPM/Bvo (28 x
10"°1CID, /PK)

SIGNOS DIAS POSINOCULACION
3 4 5 (4 7 8
Laganas 5/6 5/6 5/6
Tristeza 2/5
Tremor 15 | 35 1/6
Blefaritis 3/6
Estornudo 1/6
Incoordinacion 3/6 1/6 2/5
posterior
Debilidad 2/8
Anorexia 2/8
Opistotonos 116
Pelo hirsuto 2/8
Ronquido 2/6
Parélisis posterior 1/6
Vémito 1/6
Postracién* 2/5 | 35
Espasmo (convulsion) 1/5
Muerte 2/5 2/3

* decubito lateral izquierdo.
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Cuadro No. 2.- SIGNOS CLINICOS EN LECHONES INOCULADOS CON PMVP/LPM/Bvo (26 x 10*°

DICC ,/PK)

DIAS POSINOCULACION

SIGNOS

[:]

7

8

9

Lagafas

5/5

6/5

5/6

Afonla

13

Ex nasal

1/5

13

Estornudo

16

Tristeza

Incoordinacion

13

13

Mirada fija

Pelo hirsuto

1/3

Postracién

13

Pardlisls post

Tremor

11

Espasmos

Ceguera

1/3

13

Pica (Alotriofagia)

113

Caminan en clrculos
iado lzq

13

Conjuntivitis

13

113

Apoyo de trompa

13

Debliidad

13

*Brinco"

Nariz seca

33

13

Constipacldn

13

Cabeza agachada

213

Muerlo

2/5
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CUADRO No. 3.- REAISLAMIENTO DEL PMVP/LPM EN TEJIDOS DE DE LECHONES MUERTOS A
CAUSA DEL VIRUS (DETERMINACION DE LA OL 80%).

LECHON DOSIS TEJDO* PRUEBA DE
H
77 5.4x10°°TCIN,, corebro posterior +
88 " carebro medlo +
o1 5.6x10"°TCID, cerabro postatior +
84 . cerebro medio +

*Ademés ol virus también se aisld en algunos lechones de cerebro anterior y carebelo; **se usaron 8
UHA dol 2do pase en PK-15 y sueros controles de referencia: uno positivo y olio negativo &t
PMVP/LPM,

79




3..8. LITERATURA CITADA.

1.- Barteling, S. J. and Vreeswijk. J. Developments in foot-and-mouth disease vaccines. Vaccine.

1991;(8) 75.

2.- Bhatnagar, R. N.; Mittal, K.R.; Padmanaban, V.D.; and Jaiswal, T.N, Heterohemaggiutinins in the sera

of appatently healthy pigs. (ndian Vet. J, 1989(86):70t-704,

3.- Calinas T., A. Cutva de multiplicacidn del Paramyxovirus porcino LPM en la linea celular Pi-15, con
base en el litulo virel, determinado por hemaglutinacion y por efecto cilopatico. Tesis Licenciatura.

Universidad Nacional Auténoma de México, México, D.F., 1989:78.

4.- Colmenares V., G. Evaluacion de (a inmunidad conferida por exlractas protéicos de Haemophifus
Pletopneumonise, mediante desafio expetimental. Tesis Maestria. Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM, México, D.F., 1880,

5.- Conrea G., P.,; Rodriguez S., B.; y Mattinez L., A. Produccion de la vacuna PAV-250 conlra el colera
porcino con altos titulos, utifizando células Pk-15 libres de contaminacion por diarrea viral bovipa (BYD)
y sueso irradiado y ullrafilirado, En: Mem. de la Reunion de Invest. Pec. en Méx. México, D.F. 1984:144,

6.- Fuentes R.. J.M. Evaluacién de una vacuna experimental contra ojo azul en cerdos mediante lus
pruebas de inmunogenicidad, inoculdad, patencia y medicidn de la inmunidad pasiva en lachonas,
Tesis de Licenciatura. Univessidad Naclonal Autonoma de México. 1993.30.

7.-Fuentes R, M,; Carredn N., R.; Ramitez M., H.; Trujilo, M. E; Da Fraire, 1.B, Estudio piloto de ia
frecuericia de anticuerpos contra ef paramixovirus del ojo azul en cerdos de Ia Republica Mexicana,
Vetetinaria México, 1992(XXili):37-39.

8.- Galina P., L.; Martinez L., A,; Correa G., P.; Colinas T., A.; Anaya E., A, M.; Agullar R., F.; Ramirez
N.. R. Transmision expetimental dei Paramixovirus Poreino de La Piedad Michoacdn (PP-LPM) en
cerdos. En Reunié Nacional de Investigacién Pecunria, México, D.F. 1089:84.



8.- Hernandez-Jauregui, P.; Sundgqyist, A., Fuentes, M.; Diaz O., A Reyes L., J.; Hemandez B, £,
Moteno-Lépez, J. Comelacion entie las pruebas de -virus neutralizacion, inhibicion de la
hemoaglutinacion y ELISA en sueros vacunales y de brote para anticuerpos contra el patamixovitus del

sindrome del ojo azul en cerdos. Veterinaria México, 1992(XXII).217-222.

10.- Iglesias, G.; Rincon R.. F.; Vésquez, B.; Tapia, J.; Dominguez F. Evaluacidn de una vacuna para
la prevencién de la enfermedad causada por el paramixovirus potcino. In: First Interaational Symposium

Upon Pig Paramyxavirus. Puebla, México, 1994:43-44,

11.- Moreno-Ldpez, J.; Correa-Girdn, P.; Martinez L., A.; Ericsson, A. Characterizalion of a paramixovirus

isolated from the brain of a piglet in Mexico. Archives of Virology, 1986(91):221-231.

12.- Martinez L., A; Correa G., P.; Fajardo M., R.; Garibay S., M. Aislamiento y estudio de un virus
potcino parecido a los paramixovitus. En Correa G P, Morilla G A (eds.) Encuentro sobre enfenmedades
infecciosas del cerdo. México, D.F. 1985:15-21.

13.- OIRSA, SARH-CANIFARMA. Manual de Requisitos Minimos de Praductos Biologicos Veterinarios
México, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panamé y Replblica Dominicana,
1091,

14.- Pallares C., R; Martinez L., A.; Correa-Giran, P.; Coba A., MA. Respuesta inmune de anticuerpos
IHy SN contra el Paramixovirus Porcino (PMVP) en lechones inoculados con diferentes dosis. Vet. Méx.
Supl. 1985:121.

16.- Pallares C., R.; Fajardo M., R.; Martinez L., A.; Correa-Giron, P.; Coba A, MA.; Zamora E, J.L.
Alteraciones histologicas en lechones Inoculados con diferentes dosis del Paramixovirus Porcino
(PMVP). Vet, Méx. Supl. 1895:122.

16.- Pérez P., F.; Stephano H., A; Gay G., M. Estudlo hlistoldglco en lechones inoculados

experimentalmente con el paramixovirus de ojo azul. En: Asoclaclén Mexicana de Veterinarlos
Especlalistas en Cerdos (eds.). XXIll Congreso Anual AMVEC, Ledn, Gto., México, 1988.81-83.

8



17.- Ramitez N., R.; Martinez L., A.; Correa G., P.; Colinas T., A. Un hiole de paramixovirosis encefalitica
en cerdos de una granja del estado de México. En: Asociacién Mexicana de Veterlnarios Especialistas
en Cerdos {eds.). Il Congieso ALVEC, XI! Convencién AMVEC y Il Encuentio UNPC, Acapulco, Gro.,
México, 1987:64-67.

18.- Snyder, M. L.; Stewart, W.C.; and Kiesse, J.1. Mictotitration neutralization test for pseudorabies and
transmissible Gasttoentaritis viruses. In: Serologic microtitration techniques. USDA, APHIS, VS, NVSL,

Ames, lowa, USA, 1981:44- 48,

19.- Stephano H., A; Gay G., M.; Ramirez T., C.; Maqueda A, J.J. Estudio de un brote de encefalitis
en lechones por un virus hemaglutinante. En: Asociacion Mexicana de Velerinarios especialistas en

Ceidos (eds.) XVIl Convencién AMVEC, Ixtapa, Guerrero, México, 1981.

20.- Stephano H., A.; Gay G., M. Expetimental studies on a new viral syndrome in pigs called ‘blue-eye”,
characterized by encephalitis and comeal opacity. In: 8th Internationsl Pig Veterinary Soclety Congress,
Ghent, Belgium, 1884: chap [I:71,

21.- Stephano H., A Eficacia de una vacuna inactivada para el contro! del paramixovirus de ojo azul
en lechones inoculados experimentalmente. En: CANIFARMA (eds.). Industiia Farmacéutica Veterinaria;
Premlo Canifarma, 1991(1)1:35-45.

22.- US. Government Printing Office Washington. Code of Federal Regulations (CFR); animal and
animal products, Published by The. Office of Tha Federal Register, National Archives and Records
Administration as a Speclal Edition of The Federal Register. 8 CFR 1.1, 1982:786.

23.- Zamora G., J.; Martinez L., A; Correa G., P.; Colinas T,, A, Estudio preliminar en cerdos de dos

vacunas inactivadas experimentales elaboradas con el paramixovirus porcino de La Piedad Michoacén,
En: AMVEC (eds.). XXV Congreso Nacional AMVEC. Puerto Vallarta, Jal., México, 1990:61-64.

82



CAPITULO IV

PROTECCION PASIVA CONFERIDA A LECHONES DE CERDAS VACUNADAS, CON UNA VACUNA
INACTIVADA CONTRA LA ENFERMEDAD DEL QJO AZUL.

Trabajo premiado con e! segundo lugar det: “Premio CANIFARMA Dr. Aliredo Tollez Girdn Rode 1995°.
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4.1. RESUMEN

Con el fin de evaluar la proteccion pasiva transferida a sus lechones mediante el calostro, en cada
uno de dos experimentos se vacunaron 2 cerdas gestantes , seronegativas al PMVP/LPM, con una vacuna
oleosa, inactivada con irradiacion gamma, contra la EOA. Cada cerda recibio 2 dosis de 4 ml de vacuna:
las 2 del experimento 1, se vacunaron a los 81 y 85 dias de gestacion; se dejo como control a una tercera
cerda gestante que sélo recihié placebo en los dias mencionados; las otras dos del Experimento 2, se
vacunaron a los 85 y 100 dias, y a los 86 y 101 dias de gestacidn, respeclivamente; y otra cerda control
adicional, también recibio el tratamiento con el placebo. Cuando los lechones de las cerdas vacunadas
(LCV} y los de la control del Experimento 1, tenian 7 y 8 dias de edad, respectivamente, y cuando los LCV
y los de la cerda control del Experimento 2 tenlan 4, 6 y 7 dias de edad, respectivamente, cada grupo por
separado se desafio con aerosoles del PMVP/LPM, a una dosis que previamente habia demostrado que
ora capaz de matar al 80-100 % de lechones susceptibles. La vacunacion de las cerdas estimulo la
produccidn de anticuerpos que se translirieron a través del calostio a la prole; los cuales en los LCV del
Experimento 1 evité la presentacion de hipertermia en el 80 % y los signos clinicos en el 100 %; mientras
que de los lechones testigos, el 85 % (6 de 7) mosbaron hipertermia y todos manifestaton signos ligeros
de la EOA y se recuperaron, no abstante que la dosis utilizada (1.77 ml X 107°DICC,, lechén) no produjo
mortalidad; uno de ellos presenté signos nerviosos y opacidad comeal. En el Experimento 2, nuevamente
el 100% de los LCV, sobrevivieron sin mostrar signos de la EOA; mientras que en uno de los grupos
conlroles {Grupo 2A) se observo una morbilelalidad del 100 % y en el olro grupo (Grupo 2B) una
morbilidad del 80 % y una letalidad del 80 %; en esle segundo experimento, la dosis de desalio fue de
6 ml X 10°*DICC, flechdn y de 6 ml X 10 ®DICC,, lechdn de ios grupos 2A y 2B, respectivamente. Al
estudiar el suero calostral (SC) colectado el dia del parto, los de las cerdas controles, no vacunadas, de
ambos grupos fueron negalivos a Acs IH y SN conlra el PMVP/LPM; mientras que en una de las cerdas
vacunadas del expetimento 1, se enconlraron litulos IH (TIH) de 1:5 y titulos SN (TSN) de 1:2, y en la olra
so encontraron TIH de 1:5 y TSN de 1:64; en los sueros sanguineos (SS) (de las cerdas del Experimento
1), colectados un dla previo (6 dlas de edad) al desafio de los lechones, en la primera cerda no se
detectaron TSN ni TIH, mientras que en los de la segunda cerda hubo TiH de 1:5 y TSN de 1:16;
posteriormente sélo esta cerda mostro TIH de de 1:5 a los 21y 30 dias posparto (PP) y de 1:10 al dia 14
PP,y TSN de 1:16 a los 6 y 14 dias PP y de 1:32 a los 21 dlas PP, En las cerdas del Experimento 2, el
dia dal parto, los SC do las 2 cerdas vacunadas, tenian TIH de 1:40 y 1:80 y TSN > 1:128; y ol dia del
desafio (DD) dichas cerdas tenlan TIH de 1:10 y TSN de 1:64 en ¢! SS. A los 6 dias de edad (1 dia previo
al desafio) 6 de los 10 LCV del Expetimento 1, mostraron TIH de 1:5y 9 TSN de 1:4 & 1:32 (TSN promedio
de 1:20); después, estos lechones fueron negativos a la prusba de IH y mostraron TSN promadio de 1:9,
1:6 y 1:3.6, en los muestreos realizados a los 14, 21 y 30 dias de edad, respectivamente; mientras que los
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7 lechones de la cetda control ho vacunada, empezaton a mostrar TSN de 1:2 a 1:16 (TSN promedio de
1:4) el dia 14 después del desafio y al dia 23 PD, TiH de 1:10 a 1:20 (TIM promedio de 1:14); dos controles
separados fueron negativos a TiH y TSN. El dia en que los 12 LCV, del Experimento 2. fueron desafiados,
mostraron junto con sus & hermanos no desafiados, TiH de 1:5 en 7 (39 %); 1110 en 5 (2B %); 1:20 en 4
{22 %)y 1:40en 2 (11 %);y TSN de 1:16en 1 (55 %), 1:32 en 2 {11.1 %); 1:64 en 7 (39 %); y > 1:128
en 8 {44.4 %). El din del desafio, as cerdas controles de ambos grupos y sus lechones, fueton negativos
a anlicuerpas tH y SN vs el PMVP/LPM.
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4.2, INTRODUCCION.

La Enfermedad del Ojo Azul (5). producida por ef PMVP (22) de La Piedad, Michoacén (LPM) (3.
25), es una nueva enfetniedad de tos ceictos que afecta principaimente a los lechones lactantes (9, 17.
29, 35, 36) y a tos cerdos adultos (1, 3t, 37), y llega a acasionar pérdidas econdmicas importantes par
morbilidad y mottalidad (20, 33, 35, 36). La EOA sa sigue difundiendo hacia aieas libres (7). Para prevenir
y aminorar los dainos econdmicos que causa a la porcicultuia nacional, s necesario producit una vacuna
eficaz, que evite In presentacion de los signos de la enfermedad y Ia mortalidad; y que por {o tanto cumpla
con los futuros Requisitos Minimos. que sequiamente seran exigidos en un fuluro a las vacunas
comerciales de este tipo, por paite de la Direccién Generat de Salud Animal, SAGAR (26).

En et CENID-MV, INIFAP, SAGAR, en estudios preliminares se elaboraron y probaron 2 tipos de
vacunas inactivadas expetimentales vs la EQA, en una se ulitizaba un adyuvante oleoso y en la atra se
empled gel de hidréxido de aluminio. Al comparar in antigenicidad de ambas, en cerdos de diferentes
edades, se demostié que la vacuna oleosr, estimuld mejores titulos de Acs IH y S‘N. que la vacuna
preparada con el gel de hidrdxido de aluminio (24, 42). Por otra parte, hay varlas publicaciones que
mencionan que la EOA afecta principalmente al aparato reproductor de cerdas adultas (10, 23, 37) y
verracos (1, 31) y alechones lactantes (8, 9, 10, 28, 34, 37,), de tal modo que para prevenir la enfermedad
en Jos fechones quizés se deberia vacunar & tas cerdas en la elapa de gestacion, tal como ocurte en la
prevencidn de cotibacilosis (26), rotavirosis (13, 41) y gastroenteritis tansmisible (26). En cuanto & la
prevencién de la EOA, en cerdas gestantes, se ha informado sobre algunas vacunas inactivadas, (6, 11,
12, 38); sin embargo, sélo a 2 de estas vacunas se les ha evaluado mediante una "prueba.de potencia®,
desafiando a los lechones procedentes de cerdas previamente vacunadas durante la gestacion; y aunque
so wtilizaron vitus de desafio que no fueton previamente titulados en techones, la Inmunidad pasiva
protegid ai 71 % y 81.5 % de los lechones, respectivamente (8, 36).
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4.3. OBJETIVO PARTICULAR.
El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar ante el desafio con un lote de PMVP/LPM capaz

de producir por lo menos 80 % de mortalidad, la proteccidn pasiva, transterida a los lechones procedente

de cerdas previamente vacunadas, con una vacuna contra ef EOA inaclivada y emulsionada en aceite.
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4.4, MATERIAL Y METODOS
4.4.1 VIRUS VACUNAL Y PARA EL DESAFIO.

4.4.1.1 VIRUS VACUNAL.

Se produjo un lote del octavo pase del PMVP/LPM en monocapas de células PK-15, a partit del
pase 7, de acuerdo al procedimiento mencionado en los Capitulos Il y Ill; con el lote mencionado, se
prepararon alicuotas de 50 ml y de 1.8 ml, que se guardaron en congelacién a -70 C. Al momento de
descongelar una alicuota de 50 ml para ser inactivada, se descongeld simultineamente otra alicuota de
1.8 ml para ser titulada. El lote en cuestion, tenia un titulo HA de 1:64/0.05 ml, ante eritrocitos de pollo;
y de 10”°DICC,,,/ml, pot ECP.

4.4.1.2 ELABORACION DE LA VACUNA,

El lote de vitus para la vacuna, se irradio con rayos gamma (2.5 Megarads) (27), y se comproho
su inactivacion mediante 3 pases seriados, realizados en monoesiratos de células PK-15; la suspension
viral inactivada se empled para preparar un lote de vacuna, de acuerdo al procedimiento ya descrito en
ol Capitulo Il de esta tesis, y brevemente se mencionaré que la vacuna tenia una composicion de 50% de
suspension viral/PMVP y 50% de adyuvante oleoso; también se prepard un placebo, para los controles,
compuesto de 50 % de cultivos de células PK-15 lisadas y 60 % del adyuvante,

4.4.1.3 VIRUS DE DESAFIO.

_Para desafiar a los lechones de las cerdas del Experimento 1, de los realizados en este Capitulo,
se emplearon alicuotas del pase 8 utilizado en los experimentos del Capltuto Hl. Y dedo que tal lote era
Insuficiente para desafiar a ios lechones del Exparimento 2, de éste capftulo, se pradujo olro lote del
octavo pase dei PMVP/LPM, para desafiar a estos iechones. El lote de virus se produjo a pattir del pase
7, de acuerdo al procedimiento menclonado en los Capftulos Hi y II; con este nuevo lote, se prepararon
alicuotas de 1.8 ml, que se guardaron en congelacion a -70 C. Siete dias antes del desafio de los
lechones, se descongeld una alicuota de 1.8 ml para ser titulada. £l lote en cuestién, tenia un titulo HA
de 1:64/0.05 ml, ante eritrocitos de pollo; y de 10**DICC,/ml, por ECP,
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4.4.2. CERDAS EMPLEADAS
4.4.2.1. ALOJAMIENTO DE LAS CERDAS

Se utilizaron 6 cerdas que estaban en el tercer tercio de gestacion, seronegativas al PMVP/LPM,
que fueron alojadas en una Unidad de Aistamiento, ya descrita en el Capitulo {1l de esta tesis, y al parto,
sus lechones tecibieron los cuidados también ya mencionados en tal capitulo; en el local mencionado,
primero se alojaron las 3 cerdas del Experimento 1 y una vez terminado ese expetimento, la unidad entera
{ue lavada, desinfectada y encalada perfectamente para introducir a las otras 3 cerdas del Experimento
2.

4.4.2.1.1, CERDAS DEL EXPERIMENTO 1.

En el Experimento 1, el grupo de 3 cerdas estuvo constituida por: una de segundo parto y dos
de noveno parto, provenientes de una granja convencional sin antecedentes clinicos de la EOA, cuyo pie
da cria fue previamente probado y se encontrd que era negativo a anticuerpos IH y SN ys la EOA. Las
cerdas eran el producto de las cruzas altemativas entre las razas Yorkshire, Hampshire y Landrace; en In
granja de donde procedian, tnicamente se vacunaba contra la Fiebre Porcina Clésica (FPC).

4.4.2.1.2. CERDAS DEL EXPERIMENTO 2.

En el Experimento 2, el grupo estuvo constituido por 3 cerdas primerizas, seronegativas a
anticuerpos IH y SN, vs la EOA; procedentes de olra granja convencional, también sin entecedentes
clinicos de Ia EOA y de Ia cuai también previamente se comprobé que sus animales fueran negativos a
esta enfermedad; y en donde sdlo se vacuna contra la FPC; eslas cerdas provenian de las cruzas hechas
entre las razas Landrace y Duroc.

4.4.3. VACUNACION DE LAS CERDAS
4.4.3.1. GRUPO DE CERDAS DEL EXPERIMENTO 1.

En ol Cuedro 1, se puaden observar las caracterislicas de las cerdas del Experimento 1, dos de
las cuales, fueron vacunadas, por via IM en los jamones, con ia vacuna inactivada oleosa/PMVP-LPM de!
lote previamente preparado; cada cerda recibid 2 dosis, de 4 ml cada una, a los 81 y 85 dias de gestacion;

una cerda, en su segundo parto, que estaba en el tercer tercio de geslacion, fue dejada come conlrol, a
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la que unicamente se le aplicd el placebo en los mismos dias, dosis y via empleadas en las cerdas

vacunhadas,
4.4.3.2. GRUPO DE CERDAS DEl. EXPERIMENTO 2.

En el Experimento 2, dos cetdas fueron vacunadas, con la vacuna inactivada oleosa/PMVP-LPM
y una se dejo como control. Dos de las cerdas recibieron 2 aplicaciones, de 4 ml, de la vacuna por via
IM, la primera a los 85 y 86 dias de la gestacion, respetivamente, y In segunda a los 15 dias después; y

a la cerda control se le inyectd el placebo a los 87 dias y a los 15 dlas después.
4.4.4, DESAFIO DE LOS LECHONES
4.44.1, LECHONES DEL EXPERIMENTO 1.

Cuando los 10 lechones (Grupo 1A}, de las 2 cerdas vacunadas, tenian 7 dias de edad, y los 7
de 9 (Grupo 1B} de la cerda control 8 dias de edad, fueron desafiados con aerosoles dentro de una
camara (2), en donde los 17 lechones juntos, del Experimento 1, tecibieron los aerosoles provenientes de
30 ml X 10"° DICC,,, del PMVP/LPM/8 pase, dutante 30 min; los 2 lechones restantes no desafiados, de
la cerda control, fueron separados previamente y sivieron como conlroles separados.

4.4.4.2, LECHONES DEL EXPERIMENTO 2.
4.4.4.2.1. LECHONES DE LA CERDA CONTROL NO VACUNADA,

Conlos 10 lechones, de 7 dias de edad, de la cerda control (del Experimento 2), se hicieron 2
grupos dae § (2A y 2B), seleccionados al azar y se inocularon por separado dentro de una camara (2). €l
primer grupo (2A}. recibié los aerosolas provenientes de 30 ml X 10 DICC,,/ml del PMVP/LPM/8¢ pase,

durante 55 min; el segundo grupo (2B}, reciblé 30 ml X 10** DICC,,,,/ del PMVP/LPM/Bt pase, durante 45
min.

4.4.42.2, LECHONES DE LAS CERDAS VACUNADAS.

Respeclo a los {echones de las 2 cerdns vacunadas del Experimento 2, cuando éstos tenian 4 y

6 dias de edad, respectivamente, fueron inaculados con agrosoles, dentro de la camara de mencionada
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en ¢ Capitulo Il (2). De los 12 lechones de 6 dias de edad de una de las cerdas vacunadas, se
seleccionaron al azar 6 para formar el Grupo 2C; y de los 7 lechones de 4 dias de edad, de Ia otra cerda
vacunada, tambien se seleccionaron al azar 6 para formar el Grupo 20; ambos grupos fueron desafiados,
por separado, cada uno con 36 mi de alicuotas del mismo lote del PMVP/LPM empleado en el Grupo 24,
el Grupo 2C, recibio los aerosoles durante 70 min y el Grupo 20, durante 53 min. Se dejaron sin desaliar

7 lechones de las 2 cerdas vacunadas, a los que Unicamente se les midieton los Acs IH y SN.

4.4.5. SEGUIMIENTO DEL COMPORTAMIENTO CLINICO Y DE LAS TEMPERATURAS RECTALES DE LOS
LECHONES.

Una vez que los lechones de los experimentos 1y 2, fueron inoculados, estos fueron regresados
coh sus madres. A todos se les tegistrd diariamente la temperatura rectal, por un periodo de 18 dias
posdesatio (PD). Tambicn se les realizd diariamente, a ellos y sus madres, un examen clinico desde su
nacimiento hasta los 35 dias de edad (28, 28, 31 y 32 dias posdesafio).

4.4.6. SEGUIMIENTO SEROLOGICO.

4.4.6.1. EXPERIMENTO 1.

Cada una de las cerdas fueron muestreadas para la obtencion de suero sanguineo, previo a cada
uria de las aplicaciones de la vacuna y/o placebo; en el Cuadro No. 9, puede ohservarse ademas, que el
dia del parto y, uno y dos dias después, se les obtuvo calostio y se separd el suero calostral,
posleriormente se les obtuvo suero sanguineo jurto con sus lechones (Cuadro No. 10), alos 6, 14, 21 y
30 dias posteriores al parto. Los lechones que sirvieron como controles separados, fueron muesti eados

para la obtencién de SS a los dias 7 y 14 despugés de que fueron desafiados sus hermanos.

4.4.6.2. EXPERIMENTO 2.

Cada una de las cerdas fueron muestreadas (Cuadros Nos. 12 y 13) para la obtencién de S8,
previo a cada una de las aplicaciones de la vacuna y/o placebo; el dia del parto se obtuvo calostro de las
cerdas, y se separd el suero calostral; y posteriormenta, tanto de de ellas como de sus lechones (Cuadio
No. 13) cuando eslos tenian 4, 6, y 7 dias de edad, respectivamente se obluvo sangre para separar ¢l
suero sangulneo. Con las muestras de suero de los animales de los 2 experimentos, se realizaron pruebas
de SN e IH, utilizando como antigeno al PMVP/LPM. Las pruebas serologicas se hicielon de acuerdo al

procedimiento ya descrito en el Capitulo |, de esta tesls.
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4.5. RESULTADOS
4.5.1. TEMPERATURAS DE LOS LECHONES.
4.5.1,1. LECHONES DE LAS CERDAS DEL EXPERIMENTO 1.

En el Cuadro 2, se puede observar que de los 7 lechones (Grupo 18}, de la cerda control no
vacunada del Experimento 1, seis (85 %) mostraron temperaturas rectales de que variaron entre 40 Cy
41 C, enlre los dias 4 y 12 PD; mientras que sélo en 2 (20 %) de los lechones, del Grupo 1A, de las cerdas
vacunadas, hubo temperaturas de 40 C 2 40.3 C, por uno y 2 dlas conseculivos (en el dia 10 y en los dias
11 y 12 PD), respeclivamente. Los 2 lechones testigos separados, no manifestaron alteraciones en sus
temperaluras rectales.

En el Cuadro 3, se comparan los promedios de Ias temperaturas registradas diariamente en los
lechones procedentes de las 2 cerdas vacunadas (Grupos 1A}, contre los de la cetda control (Grupo 1B);
puede apreciarse que durante 5 dfas consecutivos (del dia 4 al dia 8 PD), se registraron temperaturas
promedio de 40 a 40.3 C en los lechones de la cerda control, mientras que los de las cerdas vacunadas
no pasaron de 30.5 C. En el Cuadro No. 4, se aprecian las temperaturas > a 40 C de los lechones de la
cerda control; persentandose la hipettermia duranle 2 etapas, de uno o varios dias,

4.6.1.2, LECHONES DE LAS CERDAS DEL EXPERIMENTO 2.
4.5,1.2,1, LECHONES CONTROLES DE CERDAS NO VACUNADAS DEL EXPERIMENTO 2.
4.5.1.2,1.1. PRIMER GRUPO CONTROL.

En en ol Cuadro 5, se anolan las temperaturas rectales de los lechones controles del Gtupo 2A
del Experimenlo 2, y en &l se puede observar que durante los primeros 6 dias PD, los 5 mostraron
temperaluras de 40 a 40.7 C (que duraron de 1 a 5 dias). Posleriormente se normalizaron y & los 8 dias
PD, empezaron & mostrar una marcada hipotermla, y luego murleron entre al 8% y 12t dia,

4.5.1.2.1.2, SEGUNDO GRUPO CONTROL.

En ef Cuadro 6, estan anoladas (as temperaturas rectales de los lechones controles del Grupo 2B,
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del Experimento 2, y en él se absetva que hubo muy ligeras elevaciones de temperatura, en 4 de los 5
lechones inoculados, y que éstas fueron esporadicas; duraton generalmente un dia, exceplo en un caso
an el que duraron 2 dias consecutivos; y no pasaron de 40 C, excepto en uno, que tuvo 40.1 C durante

un dia
4.6.1.2.2. LECHONES DE CERDAS VACUNADAS DEL EXPERIMENTO 2.

Lechones de los grupos 2C y 2D.- De los lechones de las dos cerdas vacunadas en el
Experimento 2, s6lo 4 de los 12 lechones desafindos mostiaron temperaturas de 40-40.2 C, después del
desafio; de estos 4 lechones desafiados, 3 mostraton 40 C por un sélo dia; y uno, al principio 40 C pot

un dia, y posteriormente 40.1 y 40.2 C por dos dfas consecutivos.
4.5.2, SIGNOS CLINICOS
4.5.2.1. CERDAS DE LOS EXPERIMENTOS 1Y 2,

En ol sitio de inyeccion de la vacuna y/o el placebo, al dla siguiente se observo una inflamacion
de aproximadamente 1.5 cm de didmelro, que posteriormente fue disminuyendo de tamaio hasta que ya
no se observaba a simple vista a los 8 dins después de la aplicacion de la vacuna y/o el placebo
respectivo. La inflamacion se observé después de la primera y segunda aplicacién de (a vacuna y/o el
placebo en las cerdas de los Experimentos 1 y 2, Con excepcion de las reaciones locales mencionadas,
en todas las cerdas, de ambos experimentos, se observd un comportamiento clinico normal, durante el

perlodo de vacunaciones, &l parto, y antes y después del desafio de sus lechones.
4,5.2.2. LECHONES CONTROLES DEL EXPERIMENTO 1,

En el Cuadro 7, se observa que del dia 4 al 10 PD, en los 7 lechones (Grupo 18), de la cerda
control del Experimento 1, se observé: amantonamiento, frecuencia respiratoria aumentads, pelo hirsuto,
tialismo, conjuntivitis, lagafias, y somnolencia; del dia 8 al 11 PD, en uno (lechén No, 429) se ahservd
ademas: afonia, blefarilis, torticalis hacia el lado derecho e incoordinacién al caminar y caminaba hacia
8u Indo lzquierdo, durante los dfas 8, 10, 11y 12y del dia 8 al 10 PD, tamhién mosté opacidad corneal,
que desaparecldo completamente al dia 11 PD. Los 2 lechones controles separados, se mantuvieron

clinicamente sanos.
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452.3. LECHONES DEL EXPERIMENTO 2.
4.5.2.3.1. LECHONES DE LA CERDA CONTROL NO VACUNADA OEL EXPERIMENTO 2.

4.5.2.3.1.1. PRIMER GRUPO CONTROL (GRUPO 2A}.

Después del desatio, los techanes del primer grupo contral (Grupo 2A) de s cerda no vacunada
del Experimento 2. mostraron laganas a parlir del dia 2; al dia 4 se observé ademas, amontonamienlo; los
dias 6 y 7 hubo exudado nasal, canjuntivitis y blefaritis; entre fos dias 7 y 8, perdieran grasa, pero tenian
bueh estado de carnes, y empezaron los signos de lipo nervioso, que consistieron en tremor general,
incoordinacion posterior, apistétonos, pardlisis posterior, parétisis mandibular, torticolis, convulsiones,
mirada fija , postracion, ademas de conjuntivitis, blefaritis, parpados pegados, exudado nasal, estornudos,
debilidad, anotexia, pelo hirsuto, ronquidos, parélisis mandibular, reficjo palpebral lento, eritema en vientre,
hoca, orejas y fotofobia. Al dia 9, murieton 2 techanes y en cada uno de fos dias 10, 11 y 12 también

murié upo. Se ohserva uha marbilidad det 100 %; Ja mortalidad también fue del 100 % y acurtié entre los
9y 12 dias posdesalio.

4.8.23,1.2. SEGUNDO GRUPQ CONTROL (GRUPO 28B).

Después del desalio, los lechones det segundo grupo contial (Grupo 28), de la cerda no
vacunada, también mostraron lagafas a partic del dia 2. En estos lechones, ef cuadro clinico fue menas
severo y los signos nerviosos se presentaron en 2 fechones a pattic del din 9 y an uno a pertir del dia 11;
sin embargo, en un cuarto lechdn el cuado fue agudo ya que muri6 af dia 8 posdesatio, mientias que el
dia previo sdlo mostrd apatia, inactividad y permanecid echado bajo ia fuente de calor; ata lechén murid
alos 14 dies (segundo lechén muerto), y previamente al dia 10 PO habla mostrado somnalencia y al dia
11 ya estaba postrado complelamente; un tercer lechdn mostié signos nevicsos y opacidad corneal
unileteral & partir del dia 9 y a partir de ese dia se mantuvo poslreda, hasta su muerte {tercer lechén
muerto), que ocursié al dia 21 PD (murié con la opacidad corneal); el cuarto lechén de este grupo enfermé
en forma severa a partir del din 8, aunque sin postrarse completaments, a partir dol dia 16 se empezd &
recupetar paulatinamente, para el dia 18 ya se vela aparentemente normal, y ai dia 33 ya estaba
clinfcamnete sano, con evidents tetraso de peso, aunque no quedd del lodo bién: el quinto de los
fechones de este grupo nunca enfermd. En este grupo se observé una morhilidad del 80 % y una
mortalidad def 60 % que acunid entre los dias 8-21 posdesalio con presentaclén de opacidad corneal,
unitateral, en un lechén. Los lechones presentaron lesiones macioscopicas que en términos generales
fueran similares a las informadas en olras estudios experimentales y de campo conrespondientes a osta
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enfermedad (29, 33, 34).
4.5.2.3.2. LECHONES DE LAS CERDAS VACUNADAS DEL EXPERIMENTO 2

En los lechones de las cerdas vacunadas, de los grupos 2C y 2D, del Expetimento 2, ninguno,
moshd signos de la EOA después del desafio; exceplo uno, que no mosid fiebre, pero si una ligera
incoordinacion del fren posterios y miembro anterior deracho, a paitit del dia 8 PD, la cual fue
desapareciendo y 11 dias despuéds ya estaba compleiamente restablecido y sin pérdida de su estado de
carnes, ni de su apetito. En los 7 lechones restantes de tas cerdas vacunadas, que ha fueron desaliados,
pero que permanecieron en caitacto con sus hermanos que si fueron desaliados, tampoco se obseive
ningun signo clinice.

4.5.3. RESPUESTA INMUNE HUMORAL
4.5,3.1. EXPERIMENTO 1: CERDAS VACUNADAS Y SUS LECHONES.

Los suotos colectados antes de la primera (dia 0} y segunda vacunaciones {dia 14 posvacunacion)
de las 2 cerdas vacunadas del Experimento 1, fueron negativos a Acs IH y SN; mientras que en el Cuadro
8, se puede observar que a los 32 dias después de Ia primera vacunacién de las 2 cerdas, las prushas
de IHy SN ya fueron positivas. Respacto a unha de las cerdas vacunadas {No. 163}, podemos observar
que en los calostros calectados el dia del parta y ¢! primer dla posparto (PP), se encontraron titulos de
Acs IH de 1:5 y SN de 1:2; y al tercer dia PP su suero calostral (SC), y el SS de tos subsigulentes
muestreos fueron hegativos, Con respecto a la olra cerda vacunada (No. 318), su SC, al dia del parto
mostré titulos IH de 1:5 y SN de 1:64; al primer dia PP, el SC mostré titules IH de 1:5 y SN de 1:32; en
los muestreos, de los 6, 21, y 30 dias PP, en el SS hubo titulos tH de 1:5; en el muestreo del dia 14 PP
ol titulo 1K fue de 1:10; y ettituo SN de 1:16 los dias 6 y 14 PP,y SN de 1:32, al dia 2t; al suero colectado
ol dia 30 PP, no se le hizo la prueba de SN. En el periodo de observacion, la cerda control No. 323, fue
negativa a las pruebas de iHy SN, tanto en el SC cono en el SS.

En al Cuadso 8, se observa que 8 de los 10 LGV mostrason titulos IH de 1:5, y 8 mostracon tilules
SN de 1:4 & 1:32 (sdlo uno mostrd un titulo SN de 1:4), con titulos promedio (TP) SN de 1:20, alos 6 dins
de edad (1 dia predesalio); y después, los Acs IH ya no se detectaron; y los titujos de Acs SN fueron
descendlendo los dias 7, 14 y 23 PD, con TP de 1:9, 1:6 y 1:3.6, respectivamente. El LCV No. 100, no
mostré Acs IH ni SN, {excepto titulos de 1:2 a los 21 dias de edad, osto es a los 14 dlas PD), y por otra
parte su madre mostré titulos bajos (IH de 1:5 y SN de 1:2) en el SC al dia del parto y al primer dla PP
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(Cuactro 9).

En el Cuadto 10 se muestra que los 7 lechones controles (Gtupo 18), de la cerda no vacunada,
ptesentaron seroconversion al dia 14 PD, mostrando titulos SN de 1:2 a 1:8 (de todos el tnico positivo
por IH con un titulo de 1:5, habia mostrado un titulo SN de 1:8); el dia 23 PD en todos ya habia tiulos IH
de 1:10 a 1:20 (TP IH de 1:14). Los 2 lechones conttoles que fueron mantenidos separados, slempre
{ueron negativos a anticuerpos IH y SN en los muestreos que se les realizaron al dia 7 (en los dos) y al

dia 14 (en una).
4.5.3.2, EXPERIMENTO 2: CERDAS VACUNADAS Y SUS LECHONES.

En el Cuadro 11, se puede observar que en el suero sanguineo de las dos cerdas vacunadas, del
Experimento 2, no se encontraron Acs antes de la vacunacién, y éstos se empezaron a encontrar a los
16 dlas después de la primera vacunacion, con titulos SN de 1:32; el dia del patto (11 y 13 dias después
de la segunda vacunacian/28 y 27 dias después de la primera vacunacién), en el suero cafostral de ambas
se encontraron titulos de Acs SN de 1:128 y tilulos de Acs IH de 1:40 y 1:80. En los muestreos reallzados
en ambas fechas, la cerda control salio negativa,

En el Cuadro 12, se puede observar que a los 31 y 32 dias después de la piimera vacunacién
(diecisiete dias después de la segunda vacunacion), en el SS cle las 2 cerdas vacunadas (el dia del desafio
de sus lechonas), se encontraron titulos de Acs IH de 1:10 y SN de 1:64; mientras que en sus lechones
dasafiados, se encontraron tilulos de Acs IH de 1.5 a 1:40 y titulos de Acs SN de 1:16 a 1:128,

En el Cuadro 13, se puede observar que los lechones no desafiados con el PMVP/LPM de la
cerdas mencionadas, mostraron titulos de Acs IH de 1:5 a 1:40 y titulos de Acs SN de 1:84 a 1:128, Al
agrupar a los lechones, desafiados y sin desafiar con el PMVP/LPM, de las 2 cardas vacunadas (52-4 y
37-8) del Experimento 2, en el Cuadro 14 pueden ohservarse los porcentajes comrespondlentes de
lachones que mostraron los diferentes titulos de Acs IH y SN; en cuanto a los Acs IH los titulos fueron
de: 1:6 en 7 (38%); 1:10 en 5 (28 %); 1:20 en 4 (22 %) y 1:40 en 2 (11 %) y en relacién a los Acs SN los
tihulos fueron da: 1:16 en 1 (55%), 1:32 en 2 (11.1 %), 1:64 en 7 (39 %) y >1:128 en 8 (44.4 %).
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4.6. DISCUSION

En ol experimento 1, podré observarse que hubo una morbilidad del 100%, con signos clinicos
moderados, pero nho letalidad en todos los lechones controles (Grupo 1B8) de la cerda no vacunada, no
obstante que a los 8 dias de edad todavia son susceptibles (17, 38). Probablemente la ausencia de signos
mds sevetos y la no letalidad se deba a que se desafiaton al mismo liempo, juntos, los 17 lechones y Ia
canticlad de 30 ml repartida en los 3 nebulizadores, dio por resultado una telacion de 1.77 mlflechon, en
vez de 5.6 mlifiechon que se habla empleado anteriorriente, cuando se logré una lelalidad del 80% vy
morbilidad del 100% (Capitulo lil). Por lo tanto la canlidad empleada en esta ocasion disminuyo 3.18
‘ veces; aunado a lo anlerior a que los lechones permanecieron solo 30 min dentro de la cémara y al
momento de sacarlos, se observé que todavia quedaban aerosoles y que por lo tanto, cada lechon aspiré
obviamente una cantidad mucho menor & los 1.77 ml del indculo. Anteriormente ya se habia empleado
este método de inoculacion con el PMVPASOA en lechones tecién destetados (8), pero no en lechones
lactanies. en los que por primera vez se uliliza y por lo mismo es poca la informacion existente (28), En
otros trabajos de desafio con el PMVP, han utiizado dosis de 10°DICCy,/mlilechon, aplicados
directamente por aerosol por via Intranasal a lechones susceptibles de 7 dias de edad (38) y 2 ml X
10*°DICC/lachon, repartidas por las vias intratraqueal (0.5 m!) @ Intranasal (1.5 ml) a lechones controies
susceptibles de 4 dias de edad (8). Evidentermente la dosis de desafio empleada en este trabajo, fue
bastante alta si se le compara con los trabajos mencionados, ya que la cantidad de particulas infecclosas
por lechdon empleada equi fue de aftededor de 1400 veces mayor; aunque hay que recalcar que ef indculo
empleado por Stephano (1881) y Fuentes (1993) fue depositada ditectamente en las cavidades
mencionades de cada lechdn, situacion que no ocunid en nuestros experimentos, en los que
prohablemente cada lechén aspird muy pocas particuias de las depositadas por los 3 nebulizadores dentro
de la cAmara de aerosoles. Por la cantidad empleada, probablemente el virus no sea tan virulento como
ios reportados por los trabajos mencionados (8, 38). Lo anterfor sugiere que el desafic no fue lo
suficientemente riguroso para inducir letalidad del 80% y signos clinicos mas severos, en los controles,
Sin embargo, dichos controles mostraron varios signos de la enfarmedad y fiebre recutrente durante dos
periodos de 4-5 dlas; excepto un lechén que no mostré ningin signo clinico ni fiebre. La manifestacion
de fiehre entre 40 y 41 C estd por encima de las esperadas en lechones de esta edad (18), y ademas
coincide con un informe anterior, en ¢! que se inoculaton lechones convencionales recién destetados, que
mostraron ligera hiperlermia a los dias 4 y 6 después del desafio (8). En otro informe se menclona que
de 21 lechones, de cerdas vacunadas, desafindos con POA a los 7, 11 y 13 dias de edad, que no
manifestaron ninglin signo de la EOA, sélo 8 (38%) mostraron Unicamente fiebre entre los dias 5 y 10 P
(38). Los datos anteriores sugieren que probablemente la edad ideal para hacer el desafio controlado por

aerosoles dentro de una camara, es entre 4 y 7 dias; esto esta apoyado por otros trabajos. (6, 9, 17, 28,
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38); y de acuerdo con los datos anteriores v los mencionadas en el Capitulo 1l de esta tesis quizas Ia
dosis ideal por lechon y el tiempo de permanencia dentro de la camata, para aspirar los aerosoles con
virus, sea de 6 ml X 10"" por 55 nun o de 5.6 ml X 10°7 DICC,,, del PMVP/LPM/. durante 30 min,
respectivamente, para provacar una mothilidad del 100% y una letalidad mawma del 89 %,

Por otia parte los lechones de las cerdas vacunadas no mostraron ningan signo; dnicamente 2
mostraron temperaturas de 40 C en 2 dias esporadicos. Estos hallazgos preliminates, demuestian que no
obslante que la vacuha pravacéd una reaccion local en las cerdas vacunadas, fue antigénica, y que la
prucha de potencia demostié que protegio de la presentacion de signos clinicos al 100% de los lechones,
de madres vacunadas; mientras que todos los contioles mostraron signos ligeros de la EOA.

En cuanlo a los titulos diferentes de Acs IH y SN contra el PMVP/LPM en las 2 cerdas, quizas esto
se deba a una respuesta individual, ya que se han vislo variaciones individuales de Acs SN, duranie ln
prefez, en cerdas vacunadas, previo a la inseminacidn, contra FPC, Enfermedad de Aujeszky y Encefalitis
Japonesa (19).

No obstante que la cercda Mo. 163, mostra titulos bajos de Acs IH (1:5) y SN (1:2) en el calostro,
en el dia del parto y al primer dia posparto, y su suero sanguineo fue negativo a los 6 dias posparto,
alcanzd a proteger al (nico lechon (lechon No. 100) que tuvo; aunque en éste no se detectaron Acs en
su suero, probablemente hubo una muy baja transfetencia de Acs IH y SN que no alcanzaron a deteclarse
en ol suero o que también tales Acs se quedaron en el lumen intestinal; también es probable que haya
habido una baja transferencia de inmunidad celular (40) presente en et calostro (14, 16); ya que este
lechén no manifestd ningun signo, después del desafio. Los Acs calostrales de la cerda No. 319, al din
del parto (IH de 1:5 y SN de 1:64) y al primer dia posparto ({H de 1:5 y SN de 1:32), fueron similares a
los encontrados en otio trabajo (6), y se transfirieron a la camada a titulos IH de 1.5y SN de 1:4 a 1:32
{sélo uno tuvo un titulo SN de 1:4) y protegieron a los lechones ante el desafio. Con excepcion de 2
lechones (un negativo y uno con un titulo SN de 1:4), los titulos de Acs SN detectados en los lechones
del Experimento 1 de este trabajo si hubieran alcanzado a protegerlos de los signos clinicos y de la
letalidad ante un desafio mas riguroso con el PMVF/LPM, de acuerdo a los resultados obtenidos por otra
vacuna elaborada con el PMVP/POA-87, en donde se obisetvd que titulos SN >1:8 alcanzaron a proteget
& los lechones, ante el desafio (6).

Como eta de esperarse los Acs calostrales presentes en los lechones, mostiaron titulos mayores al inicio
det desafio y fueron disminuyendo conforme pasé el tiempo hasta et dia 23 PD y probablemente,
desaparecieron poco después, antes de que el lechon empezara a mostrar su inmunidad activa. En otro
rabajo se ha ohservado que estos desaparecen a los 28 y 38 dias de edad, dependiendo de los niveles
de Acs encontrados en sus madres (6, 21),

Los lechones controles desafiados que inicialmente fueton completamente negativos, empezaton a

desarrollar Acs entre el dia 7 y 14 PD; y al dia 23 estos se elevaron a titulos IH promedio de 1:14, que
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corresponderian probablemente a titulos SN iguales o mayores de 1:32.

En cuanto a la transferencia de inmunidad materna por via del calostro a los lechones, se sahe que la
proteccion pasiva se debe fundamentalmente ala presencia de anlicuerpos contra el antigeno (32) aunque
es probable quetamhién haya una inmunidad celular ya que se ha ohsetvado que en el calostro de cerdas
del total de células encontradas, el 10-25 % esta constituido por linfocitos (16) y preliminarmente se sabe
que estas células logran permear la pared intestinal del lechdn y pueden conferir por lo tanto, una
inmunidad celular en el lechdn recién nacido (40). También se sabe que ¢l 56 % de los leucocitos
presentes en el calostro de cerdas, esté constituido por neutrdfilos polimorfonucleares y el 35 % de
macrdiagos, esto se invierte en la leche, ya que a los 14- 21 dias el 12.14 % es de neutrdfilos

polimorfonucleares y el 77-80 % de macrdfagos (14).

De acuerdo a los datos del Experimento 2, al realizar la pruecha de potencia de la vacuna oleosa
expetimental contra el PMVP/LPM, después del dasafio con aerosoles conteniendo el PMVP/LPM se
observd que en los lechones controles, hubo una morbilidad del 100 % en el grupo inoculado con el virus
sin dllulr (Grupo 2A} y del 80 % en el grupo Inoculado con Ia diluclén 107 (Grupo 2B); mientras que la
letalldad en el Grupo 2A, fue del 100 %, & pesar de que recibleron una dosis menor (8 X 10°*) de la que
se habla establecido inlcialmonte para matar al 80 % (5.6 X 10'°) (Capitulo 1ll); en los lechones del
segundo grupo control (Grupo 2B), expuestos con 6 X 10'*DICC,,, la letalidad fue del 60 %, En otras
publicaciones se menciona que se han usado dosls de 2 mi X 10*® DICC,,, .POf lechédn, inoculéndolos
por las vias Intratraqueal y nasal (6); y de 10° DICC,,, por lechdn, en la exposicién por astosoles, los
cuales llegaron directamente a las cavidades oral y nasal (38), y con ambas dosls se observaron
mortalldades del 100 y 75 %, respectivamente (6, 38).

En cuanto a la respuesta Inmune humoral, a los 15 dlas daspués de la primera vacunaclén en una de ias
cerdas vacunadas (cerda No. 37-8) se encontraron Acs IH de 1:10 y en las 2 cerdas vacunadas (cerdas
Nos. 37:8 y 52-4) se encontraron Acs SN de 1:32; en el SC (al dla del parto) so encontraron Acs IH de
1:40 y 1:80, y Acs SN de 1:128 a los 26 y 27 dlas posteriores a la ptimera vacunacién; estos titulos son
superiores a ios encontrados en otro trabajo en donde alos 15 dias después de la primera aplicacién de
la vacuna los titulos de Acs SN fueron de 1:4 & 1:16 y en ¢l 8C (dla del parto) de 1:16 a 1:64 (6).

No obstante que las 2 cerdas vacunadas (Nos. 52-4 y 37-8) del Experimento 2, mostraron los mismos
titulos de Acs IH y SN el dla en que fueron desafiados sus fechones, en el Cuadro 13 podréa ohservarse
que, al comparar los titulos de Acs IH de cuatro lechones desafiados de la cerda No. 52-4 con los de otros
4 desafindos de la cerda No. 378 (Nos. 70 vs 83, Nos. 74 vs 85, Nos. 78 vs 68 y Nos. 78 vs 88}, hay una
diferencia de 2 diluciones; excepto en un par de lechones (Nos. 75 vs 87), en los que Ia diferencia es de
una dllucién; esto mismo se ve reflejado al comparar los titulos promedio de ambos grupos de lechones;
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y los titulos més altos correspondieron a los lechanes de la cerda No. 37-8.

En cuanto a los lechones no desafindos de ambas cerdas vacunadas, en el Cuadio 14 pucde obsetvarse
que al comparar los titulos de Acs IH de un lechdn de la cerds No. 52-4 con olro de la cerda No. 37-8
(Nos. 71 ys 86). se vuelve a observar que hay una diferencin de dos diluciones y el tilulo mas allo
corresponde al fechon de fa cetda No, 37.8.

En cuanlo a la comparacion de los tilulos de Acs SN, entre tos lechones de las 2 cerdas vacunadas (Nos.
52-4 y 37-8) del Expetimenta 2, sdlo en 4 lechones hubieron difetencias y eslo podia observarse en el
Cuadro 13, en donde se puede apieciar que en dos pares de lechones (Nos. 75 vs 87 y Nos. 79 vs 89)
hay diterencias de una dilucion, en un par (Nas. 70 vs 83) hay dos diluciones de diferencia, y en el cuarto
y (ltimo par (Nos. 74 vs 85) hay una diferencia de 3 diluciones; al comparar los lilulos promedio de Acs
SN entre aimbos grupos de lechones, se puede absetvar que hay una diferencia de aproximadamente una
dilucion, y ¢! titulo mas alto lo vuelven a mostrat los lechones de la cerda No. 37-8.

Las diferencias observadas en cuanto a los titulos de Acs tH y SN entre los lechones de ambas cerdas,
no obistante que enlre ellas, al dia del parto, no muestran diferencias de Acs SN (1:128), aunque si una
diferencia de Acs (H de una dilucion (1:40 vs 1:80) y et dia del desafio de sus lechones no muesttan
diferencias en los titulos de Acs IH y SN, quizds se deban a que la cerda No. 52-4, cuyos lechones
mostraron los titulos menores de Acs, haya amamantado a 12 lechones en lugat de fos 7 que amamanté
la cerda No. 37-8, es decir que fos lechones que mostraran fos litulos de Acs mas altos eran
aproximadamente la mitad de los que tuvieron los titulos menores de Acs; aungue coma padra vetse, las
diferencias no son muy significativas.

En cuanto a fos titulos de Acs SN, eslimulados en la cerdas vacunadas, asi como los transferidos a los
lachones, los detectados en esle trabajo son altos (1:16 a 1:128), al comparartos con los estimulados por
otra vacuna (titulas SN de 1:4 a 1:64) (6); en donde sin embaigo, se observd que los titulos de 1:8,
enconlrados en fos fechanes, fos protegieson y titulos menotes no. En nuestros experimentos se
enconiraron titulos que protegieron de fa letalidad a partir de 1:16; peto en cuanto a morbllidad, justamente
un fechan que tenia un titulo de Acs SN de 1:16 enfermd ligeramente y se recupera.

Entérminos generales, se puede observar que en fa referente a la lefalidad, en los lechones de las cerdas
vacunadas hubo una proteccion det 100 %. Y en cuanto a fa morbilidad, una proleccion del 81.7 %;

mientras que ante la misma dosis de exposicion enfermaron y murieron el 100 % de los controles.
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4.7. CONCLUSIONES.

1. Se dispone de una vacuna inactivada satisfactolia que, en condiciones controladas, al ser aplicada
en cerdas gestantes, les estimula la produccion de anticuerpos, los cuales pasan a través def
calostro, y protegen de la mortalidad al 100 % de [a profe, ante un desafio que mata al 100 % de

fos controles.

2.- Se estahlecid fa metadalogla para comptabar la potencia de las vacunas inactivadas contra la
Enfermedad def Ojo Azul, aplicadéndolas en las cerdas gastantes, y desafiando a sus lechones
entre los 4 y 6 dias de edad con aerosoles que contenlan al PMVP/LPM.
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ANEXOS 4

CUADRQ 1.- ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS CERDAS GESTANTES' DEL EXPERIMENTO 1.

No. (dent | No. Parto | Dias geslacién Raza Duracion Gestacion
" (dias)
183 9° 81 York puro 113
VACUNADA con
Hampshlire
319 9 81 York/Landrace 113
VACUNADA con
York
323eee 2° 81 York puro 112
CONTROL can
Landrace

* Cordas cargadas en la granja parcina de \a FMVZ, UAEM, Et Cerrillo, Edo. do México; ** Dia de aplicacion de la primera dosis de

4 mido vacuna y/o plecebo oa los jamones (14 dias despuds tecibi {n segunda aplk

contro! & la que 5010 56 ta aplicd placabo.

i5n del indculo tespectiva); *** Corda
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CUADRO 2.- EXPERIMENTO 1. TEMPERATURAS RECTALES DE LOS LECHONES DE CERDAS NO
VACUNADAS (GRUPO 1B} DESAFIADOS CON EL PMVP/LPM, DURANTE LOS DIAS EN QUE VARIOS DE

ELLOS MOSTRARON TEMPERATURAS » a 40 C
TEMPERATURAS DIAS POSDESAFIO (PD)

Arete Din 4" Dia 5 Dia 6 Dia 7 Din 8 Dia 10 Din 12
424 40.1 404 40.3 38.9 38.8 39.6 39.6
428 ¢ 39.6 308 39.6 38.5 39.9 39.% 30.6
427 401 40.1 40.1 404 40.1 38.7 40.1
429 y 40.0 398 39,5 40.0 41,0 39.9 39.0
430 v 40.3 41.2 406 41,0 398 39.8 30.4
431 40.1 40.1 39.8 39.8 40,0 39.4 39.7
432 ¥ 40.2 40.6 411 40.3 38.7 40.2 385

‘Durante fos dias previos af dis 4 PD. asi como en los dias 8, 11 y los posteriotes af dia 12 PD hasta el dia 15, todos mostiaren

lempeiaturas inferiores o los 40 C.
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CUADRQO 3- EXPERIMENTO 1. COMPARACION DE LAS TEMPERATURAS PROMEDIO DE LOS
LECHONES DE LA CERDA NO VACUNADA Y DE LAS VACUNADAS, DESDE UN DIA PREVIO HASTA 15
DIAS DESPUES DEL DESAFIO CON EL PMVP/LPM.

D/P JLCNV? | eV
N 39.1 38.9
v’ 39.1 38.6
1 392 [39.1
2 394 | 389
3 395 390
4 400 {393
5 403 |ag2
6 401|394
7 40.1 395
8 400 | 393
9 39.4 39.1
10* |3897 [395
11** §30.1 39.3
12*** 1305 |392
13 303 39.2
14 302  |39.0
16 393 | 389

' DIP = Dias posdasafio: * LCNV = Lech de la cerda no vacunada; * LCV = Lechones de las cordas vacunadae; * O= Dia del
desafio; *lechanas: No. 432 (LCNV) y No. 80 (LCV) con temperaturas de 40.2 C, cada uno; ** LGV No. 100, con tempatatura de 40.3:
"** LCNV No. 427. con tamparatura de 40.t C, y LCV No. 100, con temperatura de 40.0 C.
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GUADRO 4. EXPERIMENTO 1: LECHONES DE LA CERDA NO VACUNADA, DESAFIADOS CON EL
PMVP/LPM, QUE MOSTRARON TEMPERATURAS > A 40 C POR DOS PERIODOS.
DIAS POSDESAFIO

No. 4 5 6 7 8 9 10 11 12

427 40.1 40.1 40.1 40.4 40.1 39.6 30.7 39.5 40.1

420 | 400 | 388 | 395 | 400 | 410 | 391 | a98 | 389 | 390

a3t | 401 | 401 | 398 | 398 | 400 | 304 | 304 | 383 | 397

432 | 402 | 408 | 411 | 403 | 307 | 396 | 402 | 303 | 308

Lechones de cerdas vacunadas que mostraron temperaturas 2 a 40 C : No. 90 con 40.2 C, dia 10 P.0.; No. 100 con 40.3 y 40.0 C,

dlas 11 y 12, respectivemente.



CUADRQ &.- PERIODO POSDESAFIO", DURANTE EL CUAL LOS LECHGNES DE LA CERDA CONTROL,
DEL EXPERIMENTO 2 (GRUPQ 2A), MOSTRARON ALGUNA ALTERACION EN SU TEMPERATURA
RECTAL.

TEMPERATURA DE LOS

D/PI LECHONES Nos.:

39.° 84" 65, 68 674
1 399 | 308 | 399 | 398 | 403
2 402 | 400 | 403 | 406 | 400
3 400 | 397 | 399 | 403 | 399
4 404 | 401 | 308 | 300 | 402
5 405 | 405 | 399 | 407 | 408
6 404 | 307 | 385 | 384 | 308
7 303 | 384 | 888 | 384 | 388
8 a5 386 | are | 358 | 345
] -35 RP | 382 RiP 341
10 RIP™ 38.6 32
1 374 | AP
12 Ale

* LCC = Lechones do una cerda control No. 40-13, inoculados con 30 X 10°**™ DICC, /PMVPILPM; **RIP = muerto a causa de!
PMVP/LPM: D/PI = Dias posinoculackn
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CUADRO 6.- EXPERIMENTQ 2: PERIODO POSDESAFIO DURANTE EL CUAL CUATRO DE LOS CINCO
LECHONES DE LA CERDA CONTROL* (GRUPO 2B), MOSTRARON LIGERA ELEVACION EN SU
TEMPERATURA RECTAL.

DPI TEMPERATURA DE LOS
LECHONES (Nos.)

22y 2N 20y 68y 69y
2 39.2 30.9 39.6 40.1 39.4
3 40.0 30.7 39.3 30.9 39.4
4 30.7 399 30.9 30.8 38.9
5 30.1 40.0 309 30.5 39.8
6 39.3 392 39.0 39.6 39.7
7 38.5 38.8 39.3 303 8.7
8 39.9 40.0 RIP 40.0 39.3
9 36.0 49,7 39.7 40.0
10 384 39.7 368.6 40.0
11 37.9 373 383 | 309
12 37.5 <35 39.1 39.8
13 <378 <35RIP 38.8 39.6
14 <87.6 38.9 39.1
15 <376 38.7 38.0
16 <376 38.6 30.6
17 <37.8* 393 | 394
18 38.5 39.4 39.1
19 RIP - w

* Lechonas de ia cerda control No. 40-13, desafiados con 30 m X 10'™ DICC/PMVP/LPM; ** Del dia 19 on adelante ya no se
registraron las temperaturas ractales: RIP = muane a causa del PMVP/LPM; D/Pi = Dias posinoculacidn.
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CUADRO 7.-EXPERIMENTO 1 PRESENTACION GLOBAL DEL INICIO ¥ DURACION DE LOS SIGNOS
CLINICOS OBSERVADOS EN LOS LECHONES DE LA CERDA CONTROL NO VACUNADA DESAFIADOS
CON EL PMVP/LPM.

SIGNOS CLINICOS DIAS POSDESAFIO (PD)
4 [ ¢} 7 8 9 10 11

Amontonamlento m m w mn
X froc resp* /min 59 vs 48 vs

(todos) 44 34

Polo hirsuto af1 an

Tiallsmo an
Conjunt/lagaiias Mmoo | an
Somnolencia m oy oan

oc W oan
Torticolls** W |y

* Frecuencia resplratoria normal en lechones do esta edad (9-18 Kg) = 2540 resp/min; ** Et lechdn No. 429 mostré: aforia, blefaritis,
torticolis hacia ef lado detecho y camineba dando vueltas hacie su lado izquistdo, durente los dias 9, 10, t1y 12P0; al dia 8 PO,
3 lechones de cardas vacunadns mostraron lagaias.

108



CUADRO 8.- EXPERIMENTO 1: TITULOS DE ANTICUERPOS IH Y SN EN EL. SUERO SANGUINEO (5S)
Y CALOSTRAL® (SC) DE LAS CERDAS VACUNADAS Y LA CONTROL.

D#/ 0 1 2 6 14 21 30
DPP/E
DAD
DPDL -6 5 4 1 7 14 23
DPPV 32 33 34 38 46 58 62
No. | H |SN|iH |SN]IH |SN|IH [SN|IH |SN|IH [SN] IH [N
163 | 5" | 2 )8 )2~ . . . . . . . . INT
319 [ 5 (64 {5 [32 [NM[NM| 5118|1016 5 ([32] 5 [NT
323 | ° | - [NM|NM|NM|NM| - | -] - B R - [NT

IH = Inhibicidn de In hemaglutinackon, SN = Seroneutralizacion; Los titulos IH y SN e expresan corno la reciproca de la ultima
dilucién del susro en donde se observd una IH y/o una SN completa del PMVP/LPM; DPIDPP/EDAD = Dia del parto y/o dias

posparto; EDAD; DPDL = Dias pre y posdesafio de los lechonas, DPPV = Dias posteriores & la primera vacunacion (cordas 163 y
tostral (SC) colactada el dia del parto; ¥ Muesta de SC

319), y de a aplicacion del placebo (cerda 323); * Muestra de suero
colectada un dia despuds de! parto: ¢ Muestra da SC colectada dos dias daspuds del parto; NM = No muestreado; NT = No

trabajado; E| dia 38 DPPV, y an los siguientes muetreos edlo se obtuvo SS.

109



CUADRO 9.- EXPERIMENTQ 1: TITULOS DE ANTICUERPOS IH*Y SN’ EN LECHONES, DESAFIADOS CON
EL PMVP/LPM, DE CERDAS VACUNADAS.

TITULOS DE ANTICUERPOS IH Y SN EN LECHONES DE CERDAS VACUNADAS

DP/DPP/E ] 14 21 30
DAD®
DPOL® -1 7 14 23
DDPV" 36 46 53 62
EDAD/ [} 14 21 30
DIAS
No. IH SN IH SN H SN IH SN
90 » . 168 . 4 . 2 . 2
01 v . 4 - 2 -° 2°
02y § 32 . 8 - 8 . 4
93 » 6 32 . 8 . 8 - L)
95 » 5 18 . 8 . s . 4
86 5 16 s¢ 32 - 4 . 4
97 § 32 . 8 . 8 . NT*
89 « & 16 - 8 . 8 - NT
100 & . . . . . 2 . NT
4 & . 16 - 4 . 4 . NT
T 5 20 . 9 . ) . 3.8
*IH = Inhibicidn de la hemaglutinacion, SN = Setoneutralizacian, qua se expresan como la reciproca de a ltima dilucion del susio

en donde hubo una completa IH y/o SN del PMVP/LPM; ® DP/DPP/EDAD = Din def parto y/o dias posparto; EDAD; DPOL «= Dlas
pte o posdasafio de los lechones, DDPV = Dias postariares a la primera vacunacién;  Muerto accidentalmenta por choque eléctrico
(dia' 12 posdesafio); * S = hoso; * NT = no trabajado; ' TP = Titulos promadio
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GUADRO 10.- EXPERIMENTO 1: DETERMINACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS IH' Y SN* EN
7 LECHONES, DE LA CERDA CONTROL, DESAFIADOS CON EL PMVE/LPM, Y EN 2 LECHONES
CONTROLES SEPARADOS NO DESAFIADCS.

DPDL? 1 7 14 23
oPPV® 38 48 53 62
EDAD 7 DIAS 15 DIAS 22 DIAS 31 DIAS
No. 1H SN H SN 1 SN H SN
424 + LCCD . - - - §° 4 10 NT*
425 - " . . . . S ) 20 NT
421 " - - - . . 4 10 NT
420 v " . - . . S 4 10 NT
430y " . . . . . 2 10 NT
431 .+ - - . . S 4 20 NY
4321 " . . . . 5 8 | 20 | NY
4261 ° . - . - NT
428 * . . . . ‘ NT
L 4 14 NT
*1H = Inhibicidn de s hemaghdinackiny SN = Seror lizackin, que 58 exp! comolareciproca de taultine dilucién del suero

en donde hutio una completa It y/o SN del PMVP/LPM; * DPDL < Dias pre y/o posdesafio da las lachanes; OPPV = Dias posteriores
ala ptimera vacunackin; * § = sospechoso; ° NT = No trabnjado; * Lechones conirales qua fueron mantenidos separados; ' 1P =

Titulos promedio; LCC-D = Lachones de Ja csida control, desatiados con el PMVP-LPM
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CUADRO 11.- EXPERIMENTO 2.- TITULOS DE ANTICUERPOS SN E IH EN EL SUERO SANGUINEO Y
CALOSTRAL, ANTES Y AL DIA DEL PARTO, DE 2 CERDAS VACUNADAS Y UNA CONTROL

No. CERDA 1* VACUNACION 2* VACUNACION SUERO CALOSTRAL
SUERO SANGUINEQ SUERO SANGUINEQO (D/PARTQ)
(DIA 0) (DIA 15) 26 Y 27 DPPV
PRUEBASDE  IH°Y H SN IH SN
SN¢
52-4NAC () (-) 1:32 1:40 1:128
37-8/VAC (-) 1:10 1:32 1:80 1:128
40-13/ CONT* (-) () (-) NT® (-)

* Primera vacunacion 4 ml, segunda vacunacion 4 mi;

" DPPV = Dias postetiores a In ptimeta vacunacidn (cerda 524/26 DPPV y corda 37-8/27 DPPV); * IH = Inhibldores do la
hemaglutinacion; SN = Seroneutializante, , ® Cont = contral; * NT = No trabajado
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CUADRQ 12.- EXPERIMENTO 2: TITULOS DE ANTICUERPOS SN' E 1M, EL DIA DEL DESAFIO CON EL
PMVP/LPM, EN LAS CERDAS VACUNADAS CONTRA LA EOA Y EN SUS LECHONES ANTES DEL
DESAFIO

CERDA No. 52-4 CERDA No. 37-8
TITULO ACS. (32 DPPV) TITULO ACS. (31 DPPV)
SN:1:64 /IH: 1:10 SN: 1:64/IH:1:10
LECHONES TITULO ACS. LECHONES TITULLO ACS.
No. Y SEXO No. Y SEXO
(6 dias de edad) H SN (4 dias de IH SN
edad)
20 v 110 132 83 » 1:40 1:128
73 - 15 132 84 . NT® NT i
M 1.5 1:16 85 v 1:20 1:128
75 1:10 1:64 87 v 1:20 1:128
78 ¢ 1.5 1:128 88 v 1:20 1:128
79y 1.5 1:64 69 v 1:20 1:128
P° 1:6.6 1:86 ™ 1:24 1:128

* 1H = Inhibidores da la hemaglutinacion, SN = Seroneutializantes; ® NT = No tishajado; © TP = Titulos ptomedio
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CUADRQ 13 .- EXPERIMENTO 2: TITULOS DE ANTICUERPOS SN® £ 1H, EL DIA DEL DESAFIQ CON EL
PMVPAPM, EN LECHONES NO DESAFIADOS DE CERDAS VACUNADAS CONTRA LA EOA.

CERDA No. 52-4 CERDA No. 37-8
(LECHONES 6 DIAS/EDAD) {(LEGHONES 4 DIAS/EDAD)
UL TITULO
LECHON No. LECHON  Na.

Y SEXQ H SN Y SEXQ 4 SN
n.e 110 1:128 86 ¢ 1:40 1:128
2\ 1:5 1:64
76 & 1:10 1:64
771 15 1:.64
80 1:5 1:64
82 v 110 1:64
® 1:7.5 174 P 140 1:128

' SN = Seronauttalizantes, M= Inlibidores da {a Hemaghinacidr, ® TP = Titulos promedio.,
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CUADRO 14.- TITULOS DE ACS. IH Y SN Y EL NUMERO DE LECHONES QUE LO MOSTRARON ASI
COMO EL PORCENTAJE RESPECTIVO, DE UN GRUPO DE 18 LECHONES DE 2 CERDAS VACUNADAS
CONTRA LA EOA.

No. de % TSN* No. de % TIH*
lechones lechones
1 5.5 1:16 7 39 1.5
2 11 1.32 5 28 o
7 38.0 1:64 4 22 1:20
8 44.4 > 1:128 2 " 140

* TSN = Titulo seroneutralizante, TIH = Titulo de inhibicién de la hemaglutinackon
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los datos obtenidos, en los experimentos realizados en la presente tesis, podemos

mencionar que:

1.

se cuenta con una vacuna inactivada oleosa antigénica, contra la EQA, elaborada a base del PP-
LPM, que: i) estimula titulos altos de anticuerpos con una duracién minima cle 140 dias, en
lechones vacunados y desafiados; desafortunadamente mostrd algunos efectos indeseables en
el sitio de aplicacion, lo cual, de acuerdo a la fiteratura consultada, era de esperarse. Por otro lado,
el desafio actud como un refuerzo en los vacunados; mientras que en los controles, solo actud
coma un estimulo antigénico, ya que respondieron tdpidamente con anlicuerpos. ii) al ser aplicada
en cetdas gestantes, les estimula la produccion de anticuerpos, los cuales pasan a través del
calostro, y protegen de la morbiletalidad at 100 % de la profe, ante un desafio que mata al 100 %

de los conttoles.

Se cuenta con un vitus de desafio, capaz de matar al 80 % - 100 % de los lechones de 7 dlas de
edad, cuando éstos son Inoculados con aetosoles conteniendo la dosls adecuada del PMVP/LPM,
Con esto, se establecio una metodologla para comprobar la potencia de las vacunas inactivadas
contia la Enfermedad del Ojo Azul, al aplicarse en las cerdas gestantas, y desafiando a sus
lechones entie los 4 - 7 dlas de edad con acrosoles, dentro de una cdmara,
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Acs = Anlicuerpos

BEK = Bovine embrion kidney

BHK-21 = Baby hamster kidney - 21

CB = Cornete de bovine

CENID-M = Centro Nacional de Investigaciones
en Micrabiologia Veterinaria.

CK = Cat kidney

DICC = Dosis Intectantes para Cultivos Celulares
DD = Dia del desafio

DSS-GPAA=Geles de poliacrilamida en presencia
de duodecil sulfato de sodio (electrofotesis en)
ECP = Efecto citopético

ELISA = Enzime linked immunosorbent assay
ENC = Enfermedad de Newcastle

EP = Embyion (es) de pollo

F = Fusién (proteina de)

GMK = Green monkey kidney

HA = Hemaglutinante (s)/ hemaglutinacién

HAD = Hemadsorbente / hemadsorcion

HN = Hemaglutinina-nsuraminidasa (proteina de)
IH =Inhibicién (inhibidores) de la hemagluinacién
IM = Intramuscular

IC = Intracerebral

IN = Intranasal

INIFAP = Instituto Nacional de Investigaclones
Forestales, Agricolas y Pecuarlas

IT = Intratraqueal

IV = Intravenosa

K = Kilodaltons

LCV = Lechones de cerdas vacunadas

LPM = La Piedad Michoacén

M = Mattiz (proteina de)

MEM = Minimun essential medium

MDBK = Madin-Daybirshire bobine kidney

NP = Nucleoproteina

OC = Opacidad Corneal

ORF = Open Reading Frame/ Marco de lecluia
abietlo

P = Phosphoprotein/ proteina tostorilada

PCR = Polymerase Chain Reaction/ Reaccion en
cadena de la polimerasa

PD = Pasdesafio

PI = Posinoculacion

Pk-15 = Pig kidney - 15/ Rifidn de cerdo (linea
celular continua)

PMVP = Paramixovirus porcino

POA = Paramixovirus de ojo azul

PP-LPM = Paramixovirus porcino de La Piedad,
Michoacén

SARH = Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidralicos

SC = Subcuténea

SN=Seroneutralizaclon  (prueba de) y/o
seronautralizantes (Acs)

SNC = Sistema Nervioso Central

SOA = Sindrome del Ojo Azui

SS = Suero sanglineo

SV5 =Simlan Virus type 5/ Virus del Simio tipo &
1B = Testiculo de bovino

TC = Testiculo de cerdo (linea celular continua)
TL= Tdbos de Leighton

UNAM  =Universidad Nacional Autdnoma de
México

VENC = Virus de la Enfermedad da Newcastle
VPIB-3 = Virus de la parainfluenza bovina tipo 3
VPI-3 = Vitus de la parainfluenza tipo 3

VSOA = Virus del Sindrome del ojo azul
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