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RESUMEN

La Fiebre Porcina Clasica (FPC) es una enfermedad infecciosa producida por un virus
altamente transmisible de rdpida diseminacién; se transmite principalmente a través de
secreciones y excreciones nasales, lagrimales, orina heces y mecdnicamente, asi como por
moscos, pajaros, utensilios, desperdicios de alimento y comida. El virus de 1a fiebre porcina
clasica (VFPC) puede presentarse con un curso sub-agudo, crénico o clinicamente
inaparente. El porcentaje de mortalidad puede tener un rango cercano al 100%. Bajo ciertas
circunstancias naturales el cerdo es el tnico animal que se infecta. EL VFPC es resistente en
un medio ambiente Tico en proteinas y puede sobrevivir en cerdos y sus subproductos a
pesar de su procesamiento. En el siguiente protocolo de investigacion propuesto se tratara de
demostrar esto, mediante la obtencién primeramente de piemas procesadas por el método
de cocido, estas previamente infectadas con el VFPC, las cuales se les daran de comer a 4
grupos de cerdos constituidos de 4 cerdos cada uno, a estos se les realizard un seguimiento
de 21 dias, y se les tomardn muestras de sangre al comienzo del desafio, al quinto dia, al
décimo dia, al decimoquinto dia y al vigésimo dia, posteriormente estos cerdos se
sacrificarén y se observarén las lesiones y se tomardn muestras de los érganos blanco del
virus, a las muesiras de tejido se les realizara la prueba de inmunofluorescencia directa para
detectar la presencia del virus, asi como a las muestras de sangre se les procesard una
biometria hemética para conocer si hubo alguna alteracién en las cantidades de leucacitos

eritrocitos y plaquetas principalmente.



1 INTRODUCCION.

La FPC, es una enfermedad infecciosa producida por un virus altamente transmisible
y de rapida diseminacién, se transmite principalmente a través de secreciones y excreciones
nasales, lagrimales, orina, heces y mecanicamente, asi como por moscos, péjaros, utensilios,
desperdicios de alimento y comida (7).

El VFPC (sinonimias: Hog cholerae; Swine fever, Célera porcino, Fiebre suina
clasica), puede presentarse con un curso subagude, cronico o clinicamente inaparente. El
porcentaje de mortalidad puede tener un rango cercano al 100%. Bajo ciertas circunstancias
naturales el cerdo es el tinico animal que se infecta(7).

1.1 LA FIEBRE PORCINA CLASICA EN MEXICO.

La Fiebre Porcina Clasica (FPC) fue introducida al pais en el afio de'1877 a través
de la importancia de pie de cria procedente de los Estados Unidos de Norteamérica(32).

La ausencia de sistemas adecuados para ¢l controi de la movilizacién de cerdos de
practicas de bioseguridad de las explotaciones pecuarias y de biolégicos seguros y eficaces,
favorecieron la difusion del padecimiento en amplias zonas del pais especialmente en los

estados del centro, tradicionalmente los de mayor poblacién porcina.

A partir de 1973, sé inicio la estructurecién de un programa en el noroeste que se
denominé "Programa Nacional para ¢l Control y la Frradicacién del Célera Porcino”, cuyas
caracteristicas principales fueron: efectuar el p;éé'ﬁiﬁd"ﬁﬁritipaé y regiones de acuerdo con
los diferentes sisternas de explotacion porcina del pafs, aprovechando los adelantos ya
existentes en algunas regiones; en este programa de erradicacién se contemplaron factores
de suma importancia como es la reduccién de la incidencia, a través de programas de

vacunacién, e} establecimiento de un alto nivel de educacion sanitaria en los productores y el

control efectivo de 1a movilizacion de cerdos y sus productos(32).



En la primera etapa se considerd la estrategia de un programa de erradicacion que se
desarrollaria en los estados de Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Ledn, Tamaulipas y un plan de control en el resto del pais.

Todos estos conceptos y estrategias se fueron madurando y modificando a la vez que
se obtenfa mayor informacién sobre la situacién de FPC hasta que el 10 de junio de 1978 se
inicio en forma oficial la Campaiia de Erradicacién en el Norte del estado de Sonora y un
programa intensivo de control en ef Sur de este mismo estado y en el estado de Sinaloa(32).

Esta situacion junto con la amenaza que representd para nuestro pais la presencia de
la Peste Porcina Africana en paises del Caribe y Sudamérica, propiciaron y apoyaron la
necesidad de extender la Campafia con algunas modificaciones y estrategias para que se
ampliara y desarrollara en todo el pais, contando ya con presupuesto propio a partir del mes
de septiembre de 1978,

A partir de la publicacién en el Diario Oficial de la Federacion del acuerdo y
programa de la Campafia contra la FPC el 25 de mayo de 1980, se aplicaron programas
anuales de vacunacidn en varias etapas, declarandose libre 58 municipios del Norte de
Sonora ¢l 10 de enero de 1983(32).

A partir de esa fecha la Campaiia entra en un estado de latencia motivada por la
severa crisis econdmica por la que atravesé el pafs durante casi una década y no es sino
hasta principios de los 90's cuando la campafia contra Fiebre Porcina Cldsica se reimpulsa
con la recreacién de la Dircceién General de Salud Animal que habia desaparecido
practicamente en la década de los 80's. Es a partir de mayo de 1990 que a través de la
Direccién de Campafias Zoosanitarias se plantean las estrategias mis congruentes con las
limitaciones econémicas y con las politicas de coparticipacién y corresponsabilidad

marcadas por el Ejecutivo Federal del pais, esto permitid el arranque de acciones de



campaiias mds 1dgicas menos onerosas y mas efectivas al participar en su planeacién

autoridades  Estatales, Federales, Productores, Industriales, y  Veterinarios
especializados(32),
CASOS POSITIVOS DE FPC
ARO 1997 (33).
ESTADO MUNICIPIO POBLACION ANIMAL
TOTAL ENFERMOS MUERTOS

Edo. México Texcoco 82 25 1¢
Chiapas Cacahoatan 42 30 18
Verzcruz Tuxpan 3 2 0
Chiapas Matapa de Dom. 6 6 1
Veracruz Papantla 11 7 &
Morelos Pre.de Ixtla 23 23 3

Edo. México Teoloyucan 350 180 120
Edo México Texcoco 13 13 1
D.F Cuajimalpa 46 23 23
Edo. México Teoloyucan 14 7 7
Verscruz Puente Nacional 13 13 13
Edo. México Texcoco 22 3 2
DF Milpa Alta 6 3 3
Edo. México Texcoco 10 1 0
Puebla Acajete 3 3 3
Puebla Choluta 10 4 6
Puebla Acajete 4 4 3
Tabasco Macuspana 3 3 3
Tabasco Macuspana 3 2 2
Puebla Cholula 2 2 2
México Ecatepee 20 1¥] 1

Total 24 718 368 225




1.2 CARACTERISTICAS DE VIRUS QUE PERTENECEN A LA FAMILIA
FLAVIVIRIDAE,

Los virus que son patégenos para animales que estdn dentro de la familia Flaviviridae y que
estdn dentro del genero Flavivirus son el virus de 1a fiebre amarilla, virus de la encefalitis
Jjaponesa, virus Wesselsbron, virus louping ill, y el virus de la meningoencefalitis turkey
Israe. Dentro del género Pestivirus se encuentran, ¢l virus de Ja diarrea bovina, el virus del
hog cholera (VFPC) y el virus de 1a enfermedad de las ovejas (30).

Son virus de 45 2 60 nm de didmetro y esféricos con una envoltura lipidica y
peplomeros. Su densidad boyante es 1.20-1.23 g/em3 en gradiente de sacarosa. E! genoma
consiste de una sola molécula lineal, de sentido positivo, RNA de cadena sencilla, y en
tamafio 10.7 Kb (flavivirus), 12.5 Kb (pestivirus), 0 9.5 Kb (virus de la hepatitis C) (30).

Los viriones contienen de 2 a 3 membranas con proteinas asociadas v la proteina
core. Los viriones contienen lipidos que son derivados desde la membrana de la célula
huésped. Los viriones contienen carbohidrates en Ia forma de glicolipidos y glicoproteinas.
La replicacion del RNA implica la sintesis de un RNA complementario, que sirve como
plantilla para la sintesis de RNA gendmicoe. Un solo marco de lectura abierto codifica la
poliproteina que es proteolitica, corta hacia todas las proteinas virales. Las proteinas
estructurales sen codificadas en el extremo 5° final, las protefnas no estructurales incluyendo
proteasas, helicasas, y polimerasas, en el extremo 3 final del RNA. La replicacién se lleva a
cabo en el citoplasma, y el ensamble implica un pasaje a través de €l y es envuelto por la
membrana interna de la célula (30),

La infeccign de Jas células de vertebrados originada por flavivirus es citolitica. Los
flavivirus son transmitidos entre vertebrados por mosquites y garrapatas los pestivirus sélo

infectan a ciertos animales y son transmitidos por contacto directo e indirecto (por ejemplo,



alimento contaminado con heces, orina o secreciones nasales, etc.), todos los pestivirus son
transmitidos transplacentariamente y congenitamente. El virus de 1a hepatitis C solo afecta a
humanos y es transmitido por contacto sexual y transfusiones sanguineas (30).

El VFPC es resistente a tratamientos fisicos y quimicos, es parcialmente dependiente
del estado fisico del material que contiene al virus. Por ejemplo el VFPC en fluidos de
cultivos celulares es inactivado en 10 min. a 60 °C, mientras que la infectividad no es
destruida en la sangre desfibrinada & una temperatura de 68 °C por 30 min. El VFPC es
estable a un amplio rango de pH = 4 y cercano a 10, su inefectividad se ve debilitada. El
VFPC se inactiva con solventes como el cloroformo y el éter, porque el virion contiene
liptdos en su envoltura (1;3).

El virus puede infeccioso por meses en cerdos ¥ subproductos de cerdos, un factor
epizotiolégico importante. En el medio aparece el virus en un par de dias, es inactivado por
hidréxidos al 1% el cual es considerado como un buen desinfectante para las superficies
contaminadas con e] VFPC(1,3).

1.3 TRANSMISION.

Bajo condiciones experimentales los cerdos han sido infectados por via oral, nasal,
aerogénica, conjuntival, genital y varias rutas parenterales. Los cerdos infectados pueden
diseminar el virus durante el periodo de incubacidn. En caso de la infeccién con una “cepa”
virulenta, se presentan altos titulos de virus en la sangre y en los tejidos; también son
excretadas importantes cantidades en fluido oral y pequefias cantidades en la orina, heces y
el fluido nasal y lagrimal. La excrecion viral continiia hasta morir y en caso de sobrevivir se
desarrollan anticuerpos especificos. Por otro lado la infeccién postnatal con “cepas™ de baja
virulencia, se caracterizan por perfodos cortos de excrecién y multiplicacién viral seguida de

una respuesta inmune. Como una consecuencia, las “cepas™ virulentas del virus del VFPC



generalmente se distribuyen mds rdpido en la piara e induce una alta morbilidad y
mortalidad que las “cepas” de baja virulencia. Los cerdos infectados crénicamente
distribuyen el virus continuamente o intermitentemente hasta morir(2,15).

El VFPC puede sobrevivir en el cerdo o en sus subproductos. La supervivencia
puede ser prolongada por meses y atin por aflos, cuando la carne es almacenada, congelada o
tefrigerada(18),

Los cerdos susceptibles pueden contraer la enfermedad, con desechos de la cocina o
comida (escamochas) sin un tratamiento adecuado por calor. En esta forma el virus puede
ser transmitido a través de distancias y causar brotes en dreas libres(18).

La transmisién mecanica por e hombre es de gran importancia, significativa en 4reas
con una densa poblacién de cerdos. Los granjeros, castradores y veterinarios pueden
transmitir el virus por ropa, botas, instrumental y medicamentos contaminados,
especialmente los de uso parenteral(17).

E! VFPC puede ser transmitide naturalmente por el artrépodo hematdfago que
cominmente estd presente en las granjas, como el piojo (Haematopinus suis) y varias
especies, moscas, (Stomoxys rébanas y mosquitos Aedes). La replicacién de VFPC dentro de
los artropodos nunca ha sido demostrada. La diseminacién del virus de las piaras infectadas
a las susceptibles estd limitada por la distancia; hay mas diseminacién mientras se
encuentren en estrecha proximidad, junto con una alta densidad de vectores(17),

La principal forma de transmision es por contacto directo, entre cerdos infectados y
aquellos susceptibles, con excreciones ¥ secreciones de animales enfermos. Esto ocurre al
introducir en 1a granja cerdos enfermos o portadores y al transportar animales susceptibles

en vehiculos contaminados (10).



Los cerdos susceptibles pueden contraer la enfermedad cvando la granja esta
contaminada o por desechos de alimentos contaminados, aun tratades con calor (9).

La alimentacién del cerdo con desperdicios de alimento y basura de restaurantes,
escamochas mal cocidas, pueden generar que el virus permanezca viable por un tiempo(10).
1.4 PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS.

En condiciones naturales la via de entrada del VFPC es bucal y nasal
Ocasionalmente el virus penetra por la mucosa de la conjuntiva, mucosa genital, o
raspaduras en la piel. El virus infecta y se replica inicialmente en las células epiteliales de
las criptas tonsilares y se difinde posteriormente a los tejidos linfoides, multiplicdndose en
las células del tejide endotelial. A partir de la tonsila, el VEPC es transferido, via vasos
linfaticos, a los ganglics linfaticos: e} virus se replica y pasa a sangre periférica, de ahi al
bazo y a los ganglios viscerales llegando al intestino delgado. Como resultado de la
diseminacién en tejidos linfoides y en la circulacién, el nivel de viremia es alto, ocasionando
leucopenia y trombocitopenia; manifestindose una inmunosupresién, o que hace al animal
mis susceptible a infecciones secundarias. El virus no invade érganos parenquimatosos, sino
hasta después de la fase de viremia; a las 48 horas postinfeccién llega a la médula dsea,
timo, bazo, higado y ganglios linfaticos. La causa principal de la muerte no se conoce, se
considera que el animal muere al ocurrir una trombocitopenia marcada, liberacién masiva de
substancias vasoactivas y el consecuente choque{27).

1.4.1 Infeecién aguda.

En la FPC la distribucién del virus a través del hospedador es caracterizada por una
fase linfatica, una viremia y una fase visceral(27).

La tonsila es ¢l dérgano blanco primario para la multiplicacién viral. Después de

iniciada fa replicacidn, el virus es transferido, probablemente por la via de los vasos



linfiticos ¢ por nddulos linfdt.cos, drenando la region tonsilar, Los virus entonces alcanzan
los capilares de sangre eferente, dando un importante incremento en la viremia inicial y el
vitus es atrapado en el bazo{27).

El drgano blanco secundario es el tejido que produce grandes cantidades de virus,
dando como resultando titulos de infectividad en la sangre periférica. Subsecuentemente el
VFPC se replica en otros tejidos del sistema inmune, como son nodulos linfiticos viscerales
y en las estructuras linfoides del fracto digestive v de la médula dsea. Esto sucede
presumiblemente después de la fase virémica, que es cuando los virus invaden los 6rganos
parenquimatosos. Generalmente, los titulos del VFPC en el tejido linfoide son mds altos que
en drganos parenquimatosos (11),

El VFPC tiene predileccion por las células reticulares, endoteliales y epiteliales. Los
virus inicialmente infectan las células epiteliales de las criptas tonsilares y después se
distribuyen dentro del tejide linforeticular. Después de una fase de crecimiento, lo cudl
ocurre particularmente en los nddulos linfaticos, la infeccion de las células de los drganos
epiteliales es presumiblemente mediada por células del sistema del reticulo-endotelial. El
tiempo en el cudl se distribuye el virus depende principalmente de la virulencia del virus,
algunas “cepas” de alta virulencia pueden ser detectadas en la mayoria de los organos a los
5-6 dias del periedo de infeccidn (11).

La FPC aguda desarrolla severa trombocitopenia y desérdenes de la sintesis del
fibrindgeno. Estos desdrdenes en conjuncién con la degeneracién de las células endoteliales,
causan multiples hemorragias en los estados terminales de la FPC. La mortalidad en las
infecciones agudas alcanzan hasta el 100%. Los severos transtornos de circulacién parecen

ser un factor determinante(11,30).



Al tercer dia de la enfermedad la temperatura es de 40°C, luego sube a 41°C 4 42°C
y después la temperatura llega a ser subnormal y durante estos perfodos hay inactividad del
animal y se presenta anorexia. Hay leucopenia, las cuentas de normales varian de 10 a 40000
giébulos blancos por mm (entre el 4° y 7° dia). Hay que tomar en cuenta que los cerdos
sanos menores de 5 semanas, nonmalmente ticnen una cuenta leucocitaria baja
(14.273X10E3 lew/uL). Al principios de la enfermedad hay baja de globulos blancos. Pero
pocos dias despugs, cuando al animal le bajan las defensas del animal y presentan muchas
hemorragias internas habrd invasién de bacterias al interior del organismo, por lo que el
nimero de leucocitos aumenta. También puede haber trombocitapenia, inicialmente baja el
nimero de leucocitos, al mismo tiempo baja la cantidad de plaquetas y despuds éstos
empiezan a aumentar. El nlimero normal de trombocitos varia de 200000 a 500000 y en la
FPC baja a 50000 6 a 20000, es decir, al 10% (10).

Hay conjuntivitis, descarga nasal, disnea, constipacién en algunos y diarrea en otros,
vémito (sobre todo en la primera fase de la enfermedad). Varios dias después de que sube la
temperatura a 40°C 6 41°C, habra hipotermia y 1a temperatura le baja a 37°C 6 38°C. Hay
incoordinacion del fren posterior, los animales caminan ladeados y arrastran las patas; hay
hiperemia en ia piel, que después estard congestionada y finalmente cianética. Estos grados
dependen del avance de la enfermedad; después los animales ya no se pueden levantar y al
final pueden mostrar convulsiones. Puede haber también melena. Los casos crénicos pueden
presentar 4reas de decoloracion en la piel de las orejas, alopecia y retraso de crecimiento
(10).

Se presentan hemorragias en rifiones, ganglios y en las serosas y congestién en la
piel. En los ganglios linfaticos habrd edema, aumento de volumen, congestién, petequias y

hemorragias. Las tonsilas presentan inflamacién y después necrosis, ulceraciones y abscesos
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causando infartos e invasiones bacterianas secundarias. El pulmén muestra congestion,
infarto, hemorragias, bronconeumonia, pleuritis y atelectasia. El corazén presenta
congestion del miocardio, infartos y a consecuencia de las infecciones secundarias,
hidropericarditis y hemorragias. Al abrir las costillas longitudinalmente a la altura de la
union con el esterndn, se observa que la linea blanca estd calcificada, Esta lesidn se presenta
principalmente en los casos crénicos y es més notable entre la sexta y octava éostilla aunque
en fodas Ias demas también se puede presentar. En el bazo hay infartos subcapsulares que
son casi patognomonicos, se presenta principalmente en los bordes v a veces deatro del
parénquima(i 0).

El estémago también puede estar vacio, porque el animal ha dejado de comer por
varios dias; hay congestién y hemorragias en la mucosa. Sin embargo, en los cerdos es muy
frecuente encontrar hemorragias en el estomago a consecuencia de otros padecimientos. En
la primera parte del colon y en la valvula ileocecal, se presentan Glceras botonosas, las
cuales en la vélvula ileocecal no son tan claras como en la primera parte del colon, el virus
de la FPC predispone el desarrollo de enteritis necrética generalizada, ocasionada por
infecciones bacterianas. Las ulceras estdn cubiertas de exudado fibrinosc. En el intestino
grueso también puede haber Ulceras botonosas y cuando estdn en la primera parte es casi
patognoménico (10).

Los signos de la infeccidn aguda aparecen después del periodo de incubacién de 2 a
6 dfas. Los signos primarios son fiebre, pérdida del equilibrio, mevimientos lentos, y un
apetito reducido; ellos se agravan en los dias siguientes. Los picos de temperatura son
cercanos a Jos 42°C. Relativamente a principios de {a enfermedad los cerdos desasrollan
principalmente conjuntivitis con una descarga ocular marcada. En algunos casos 1a descarga

de moco nasal purulento es evidente. Los signos del tracto digestivo incluyen constipacion,



seguida por diarrea y algunos con recurrencia de constipacion; algunos cerdos vomitan un
fluido amarillento conteniendo bilis. Los cerdos afectados tiemblan y se apilan unos con
otros, Ocasionalmente pueden presentarse convulsiones. Durante los estados terminales de
la enfermedad, la mayoria de los cerdos tienen un mal estado de camne, muestran paso
titubeante, seguido posteriormente de pardlisis posterior. Una decoloracion y un color
purpura (cianosis) extendido a través del abdomen, morro y orejas, pueden también
presentarse en los lados medios de Ias piernas. El grado de mortalidad de la FPC aguda es de
95 al 100%. Muchos cerdos mueren entre los 10-20 dias del perfodo de incubacion. Algunos
cerdos infectados desarrollan signos similares, pero menos severos de la enfermedad Y
después de un periodo prolongado de incubacion, sucumben a los 30 dias post-infeccién
(9,10),

1.4.2 Infeccibn persistente.

El virus persiste por un largo periodo, algunas veces durante la vida entera del
hospedador. Los casos en los cuales persiste son generaimente causadas por los virus de baja
y moderada virulencia(14),

En la FPC cronica se distinguen tres fases clinicas: La enfermedad aguda; el
mejoramiento clinico y la exacerbacién de la enfermedad aguda. La fase aguda es
esencialmente la misma en la FPC aguda, pero los virus pueden diseminarse mas
lentamente, pero las concentraciones en suero y érganos tiende a ser bajo. En el periodo
secundario, et titulo del virus en el suerc es mas bajo o ausente. El antigenc viral tiende a
estar limitado a las células epiteliales de las tonsilas, ileum, glandulas salivales y rifién. La
desaparicién temporal del virus del suero es el resultado probable de la formacion de
anticuerpos especificos, y/o de un decremento en el ntiimero de células que estdn liberando

virus (18),
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Durante la tercera fase 3} virus también se dispersa por todo el cuerpe. Esto puede ser
promovido por el agotamiento inmune que parece desarrollar los cerdos infectados
cronicamente, los cuales sern mas susceptibles a las infecciones secundarias bacterianas
(18).

Los cerdos infectados persistentemente no producen anticuerpos neutralizantes
contra el VFPC, este es el camino para contribuir a la persistencia viral. Los factores que
provocan 1a aparicién de signos clinicos después de un periodo largo de incubacién se
desconocen. Cuando los cerdos sobreviven a un periodo largoe de incubacién mayor de 30
dias, la infeccién puede ser meramente terminada (9). La persistencia de la FPC da lugar a
varias formas clinicas de FPC. Los cerdos que resultan infectados en la fase inicial pueden
desarrollar 1a FPC crénica, durante la cudl su aparencia general es rara, de cerdos saludables,
Aqui la enfermedad es llamada “brote tardio”, los cerdos infectados permanecen
aparentemente sanos por un periodo largo, después del cudl desarrollan signos clinicos {14,
20). El sindrome posterior es usualmente asociado con infecciones congénitas. Algunas
formas intermedias de FPC persistente pueden ocurrir (14).

La FPC cronica se caracteriza por una enfermedad con periodos intermitentes y
prolongados, con anorexia, fiebre, diarrea y alopecia, seguida por dermatitis como uno de
los signos més significativos. La FPC crénica puede ocasionar la presentacion de cerdos
redrojos, estos pueden tener cabeza grande y tronco pequefio (debido al severo retardo de
crecimiento) y lesiones en la piel; estos redrojos frecuentemente se paran con la espalda
arqueada y las piemas y el trasero posterior bajo el cuerpo (10).

En el estado terminal, los cerdos pueden estar anoréxicos, depresivos y febriles. Los
cerdos con FPC cronica pueden sobrevivir por algunos meses, pero todos finalmente

mueren(10).
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1.4.3 Infeccidn congénita.

Cuando una cerda prefiada es susceptible al VFPC, los fetos se pueden infectar por la
via transplacentaria. E1 VFPC cruza la placenta, y puede consecuentemente distribuirse de
feto a feto. El antigeno del VFPC es usualmente distribuido a través del tejido fetal. El
resultado de la infeccion fetal estd determinade por el desarrollo (edad del feto) en el
momento de la infeccién y por la virulencia del virus infectante. Las “cepas™ de baja y
mediana virulencia del VFPC estdn involucradas en las infecciones congénitas, describen el
hecho de que en la FPC aguda, la sangre periférica y linfocitos del bazo no responden
consistentemente a mitogenos de las células T y B, mientras que los nddulos linfaticos
tienen una alta capacidad de respuesta. Los cerdos infectados subclinicamente pierden su
capacidad de responder con mitdgenos de sangre periférica vy linfocitos del bazo, a las
células B(5).

Los linfocitos de sangre periférica de los cerdos infectados persistentemente con
VFPC tienen un decremento normal o ligero a los mitégenos (5).

La FPC es una enfermedad causada por desordenes de un sistema enzimdtico,
principalmente de la produccién de la quimiotripsina(16).

Una infeccidén del VFPC congénita puede dar como resultado e aborto,
momificacién fetal, el producto muerto, o nacimientos de lechones débiles y con tembior,
muertes neonatales, que nacen aparentemente sanos con una infeccién persistente y los
cerdos normales con anticuerpos con la FPC. Pueden presentarse malformaciones de los
organos viscerales y del sistema nervioso central de los fetos. Muchos cerdos infectados “en
utero” y que nacen vivos, mueren en un periodo corto, después de nacer, son comunes

hemorragias de Ia piel en estos cerdos(1).
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2 DIAGNOSTICO DE LABCRATORIO.

En las iltimas décadas en la investigacidn en el drea de la virologfa, se han empleado
las técnicas que utilizan anticuerpos acoplados a fluorocromos. Estas técnicas han sido
superadas solo hasta épocas recientes, con el advenimiento de las técnicas derivadas de la
biotecnologia. Sin embargo, las primeras atin son muy utilizadas y recomendadas en nuestro
medio (21,22).

La variabilidad de los signos clinicos y las lesiones postmortem en los casos de FPC,
raramente proveen una base para un diagnostico inequivoco. Por esta razon, el diagnostico
tentativo de campo debe ser confirmado mediante pruebas especificas de laboratorie, para la
deteceion del virus o de antigenos especificos(21,28).

Las pruebas de laboratorio més usadas son: la determinacién de leucopenia v de
trombocitopenia. La prueba de anticuerpos fluorescentes es probablemente la m4s valiosa,
siempre y cuando se tome en cuenta la historia clinica, los signos y las lesiones del animal,
La mds utilizada es la prueba de fluorescencia directa haciendo cortes de tejido congelados,
principalmente se recomienda hacer secciones de amigdalas, aunque también se pueden
hacer cortes de los ganglios; lo ideal seria congelar de inmediato estas muestras y
transportarlas en hielo seco o en nitrégeno Hquido al iaboratorio. Un caso positive a
fluorescencia debe ser claramente positivo. También se puede tomar un fragmento de
amigdala, bazo y ganglio, se prepara un macerado, se inoculan células PK15 y se tiffen con
un conjugado mas o menos a las 16 6 24, o mds horas postinoculacion, y se observan si son
positivas, utilizando un microscopio de fluorescencia(10,21,28).

La posibilidad de detectar la presencia de un agente infeccioso, en un periodo breve,
mediante la técnica de la inmunofluorescencia, ha sido un factor importante para el

diagnostico de las enfermedades infecciosas (21).
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La técnica de inmunofluorescencia consiste en poner de manifiesto Ia presencia de
antigenos, en tejidos de animales sospechosos o enfermos, y en cultivos de células
infectadas por un virus; ademas de que también se puede poner de manifiesto la presencia de
anticuerpos en los sueros de animales enfermos, ¢ en los sanos que se han recuperado de la
enfermedad y/o que han sido inmunizados previamente (21,24,25).

La reaccion antfgeno-anticuerpo que se obtiene, puede ser puesta en evidencia por la
emisién de fluorescencia, si se cuenta con anticuerpos unidos a radicales orginicos con
propiedades fluorescentes (fluorocromos), y si se utiliza para tal efecto un microscopio de
luz ultravioleta, para visualizarla. Por otra parte, se puede usar anticuerpos unidos a enzimas
(inmunohistoquimica) como la peroxidasa, para realizar pruebas diagndsticas, si no se
cuenta con un buen equipo de fluorescencia (21,24,25).

Si hay datos inexactos ¢ incompletos en la historia clinica, estd serd poco valiosa.
Contando con datos exactos sabremos si hay probabilidades de que se trate de FPC o de otra
enfermedad. El diagndstico de laboratorio solo nos ayuda a corroborar los datos de la
historia clinica. Una buena historia clinica explicard las irregularidades que se llegaran a
observar en alguna prueba diagndstica. Por ejemplo, si al hacer una prugba de laboratorio se
obtiene un resultado positivo al VFPC por fluorescencia, para poder definir si esto se debe a
un brote por virus patdgeno, como primer paso, se deberd analizar la historia clinica. En los
EUA se ha utilizado una prueba en suero neufralizacion basada en la inhibicion de la
fluorescencia, Esta prueba ha resultado muy 0til en aquellas dreas 6 paises en donde ya no se
vacuna contra la FPC, de modo que los animales positivos, corresponderan a aquellos

previamente infectados con virus de campo (10,21,28).
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3 PROFILAXIS Y CONTRUL.

Para lograr el control de 1a FPC en una regitn, la seleccién de una buenz vacura es
determinante, porque de ello dependera el éxito. O el fracaso, el tiempo que se tarde en
llegar a la meta, la inversién econdmica y el esfuerzo requerido. Por su precio, y por su
mejor antigenicidad, se prefieren las vacunas vivas suficientemente atenuadas. La "cepa”
vacunal seleccionada no se debe diseminar de los cerdos vacunados a los susceptibles
puestos en contacto con dichos vacunados(34).

La vacuna seleccionada, debe ser de comprobada inocuidad y antigenicidad, para los
lechones; y se debe poder aplicar desde el primer dia de edad, asi como en los cerdos de
todas las etapas; incluyendo las cerdas en celo y/o gestantes, en las cuales no debe producir
problemas reproductivos; lo cual la acercarfa a la vacuna ideal para ser utilizada en una
Campafia tanto en granjas tecnificadas como en cerdos de estas caracteristicas en las
campaiias, no se dejarian focos de animales susceptibles (sin vacunar),

La vacuna debe de contener altos titulos de virus vacunal, de modo que logre
sobrepasar la inmunidad materna (calostral}. Debera ser preparada en cultivos de lineas
celulares libres de contaminantes, especialmente los patdgenos parz el cerdo (34).

Mediante la vacunacion se debe lograr detener los brotes ya iniciados de FPC, en
aproximadamente 4 dias después de la vacunacién, ya no deben aparecer casos de FPC. Al
ser utilizada permanentemente en una regién, ademds de prevenir la presentacion de brotes,
debe evitar la circulacién del virus de campo FPC. De modo que paulatinamente la
presentacion de brotes de FPC sea substituida, en las poblaciones de cerdos susceptibles, por
piaras resistentes y finalmente sin brotes de FPC; y sin circulacién del virus vacunal, ni de

virus de campo. La vacuna PAV-250 cumple satisfactoriamente con los principios antes
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mencionados, y ha sido utilizada con éxito en México, en la Campafia de Erradicacion de la
FPC (34).

4 VACUNAS UTILIZADAS EN LA FPC.

4.1 Primera generacién (1908-1936) (32).

1.- Virus vivo virulento (sangre febril} mas Suero Hiperinmune.

Para usarse el método “simultdneo" o el método "suero-virus". El antigeno era
obtenido a partir de sangre con ¢l virus esta con anticoagulante o de molienda de érganos
(bazo) cosechado de animales previamente incculades y en proceso de viremia febril. El
suero "anticolera” era obtenido de la sangre de los cerdos hiperinmunizados con VLaFPC,
La sangre de estos animales se desfibrina y se trata con un extracto de frijoles y 1% de
cloruro de sodio, lo que permite remover por completo los glébules rojos. El suero restante
debe ser pasteurizado de 58 a 59°C y preservado con fenol a la dilucién final de 1%.

Este método de vacunacidn con virus virulento ¥y suero hiperinmune, cuando es bien
Nevado, es altamente efectivo produce inmunidad répida y duradera. Sin embargo el uso de
este sistema significa la constante diseminacién de la enfermedad, a través de este sistema
de vacunacién, porque utiliza virus virulento, produciendo en ocasiones, brotes de la
enfermedad més severos que la forma natural, por no tenerse titulada la potencia del
antigeno o del suero.

4.2 Segunda generacidn {1936-1956) (32).
1.- Vacuna de Cristal Violeta.,

Fue la primera vacuna desarroilada de virus inactivo. Se prepara a partir de sangre

desfibrinada o bien de molienda de drganos (bazo y ofros tejidos, reticulo endoteliales a los

cuales se les agrega cristal violeta y glicerina). Produce inmunidad por aproximadamente 10
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meses, no disemina el virus, cuando esta bien preparada pero no protege cuando se usa
simultineamente con suero.
2.- Vacuna de Boynton.

La vacuna de Boynton hecha con Glicerina y Eucalipto, la cudl confiere inmunidad

por aproximadamente 6 meses,
4.3 Tercera generacién (1960-1976) (32).
1.~ Vacuna Homotipica de Virus Vivo de bajo pasaje (modificada en los cerdos y conejos).

La vacuna se obtiene atenuando al VEPC mediante una serfe de pases consecutivos
en conejos (vacuna lapinizada) o pases alternos de conejos a las cerdas (vacuna ateruada
origen cerdo). La vacuna induce altos niveles de proteceion: [a innunidad se desarrolfa entre
los 4-7 dias y dura varios afios. Pero el grado de atenuacién puede no ser suficiente. La
seguridad y la estabilidad genética es ef principal problema en (a préctica, porque despuds de
vacunar los animales varios manifiestan los signos de la FPC y en cerdas susceptibles de 24
a 60 dias de gestacién provoca desordenes reproductivos. Ademds, no es posible distinguir
las "cepas” de baja virulencia derivadas del virus vacunal de las "cepas” de campo de baja
virulencia del VFPC.
2.~ Vacuna Heterotipica de Virus vive de BVD,

Por la relacién antigénica existente entre ¢l VFPC y el virus de [a DVB, se ha
propuesto inmunizar contra el VFPC, utilizando el VDVB, pero la proteccién es solo
parcial. Por otra parte las "cepas” del virus de BVD atraviesan placenta e infectan a los
fetos; y en condiciones de campo causan interferencia con las pruebas para ¢l diagndstico de

la FPC. El uso de Ja vacuna del VDVB no se aprueba en cerdos.
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4.4 Cuarta generacitén (1968-1970) (32).
1.- Swine Buffy Coat Cell Line.

Es una vacuna que incorpora la cepa "CJ" del virus vivo modificado de la FPC, por
un crecimiento continuo en leucocitos de sangre porcina. El virus de la FPC virulento se
somete a una serie de 12 pases, a intervalos de 4 dias en cultivo de linea celular SBC. En
cada pase del virus, los fluidos fueron diluidos mds de 30 veces. Los cerdos vacunados con
SBC desarrollan signos clinicos de Ja FPC y su consecuente muerte. La inoculacién con
SBC es segura si se aplica simultdneamente ( en un 4rea diferente del cerdo) con suero
hiperinmune o anticuerpos contra la FPC, se desarrollan altos titulos que duran hasta los 204
dias.

4.5 Quinta generacién (1975-1992) (32).
L.- Vacunas Modernas de Virus Inactivado.

Estas vacunas se basan en separar el VEPC de los cultivos celulares infectados, por
medio de un detergente (Triton %-100). El detergente desdobla al VFPC, en adyuvante
incompleto de Freund's, o en una saponina (Quil A), solucién que protege al cerdo contra
cambio virulento. Algunos detergentes heterdlogos desdoblan las vacunas preparadas con el
virus de la Diarrea Viral Bovina (VBVD) pero la proteccidn contra cambios del VFPC es
sélo parcial. La aplicacion de 10 mL del antigeno del VFPC confiere proteccion completa al

cerdo.
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4.6 Sexta generacidn (1952-1292), "“cepas" de "“alto pasaje" (32).

Vacunas derivadas de las siguientes "cepas";

1.- Cepa CHINA. 5.- Cepa MINESOTA,
2.- Cepa GPE. 6.- Cepa PAV-1.
3.- Cepa CL. 7.- Cepa PAR-147.
4.- Cepa CR20, 8.- Cepa PAV-250,

S OBJETIVO GENERAL,

Determinar si el método de cocido elimina al virus de FPC en jamones infectados

con ¢l mismo y evaluar si estos jamones son capaces de infectar a cerdos sanos.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES,

5.1.1 Comprobar la presencia del virus en los jamones infectados por el proceso de
cocido.

5.1.2 Comprobar si los jamones infectados pueden causar una infeccion persistente en
cerdos sanos alimentados con ellos, evaluando signos y sintomas,

5.1.3 Conocer y realizar la prueba de inmunofluorescencia para la identificacion del
VFPC en varias muestras de los animales infectados.

5.1.4 Realizar la prueba de bromearia hematica para evaluar si hubo alguna alteracién en

cuanto a los valores normales de eritrocitos y leucocitos en los animales infectados.
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JUSTIFICACION.

La FPC, es una enfermedad altamente contagiosa, que afecta al sistema nervioso,
endotelios vasculares y células reticuloendoteliales. Se caracteriza por la persistencia de
hemorragias generalizadas e infartos en los érganos internos. En el presente trabajo se
tratara de demostrar la persistencia del VEPC en las piernas infectadas después del método
de cocido para obtener los jamones, ya que el VFPC es resistente en un medio ambiente rico
en proteinas y puede sobrevivir en cerdos y sus subproductos a pesar de su procesamiento.
La supervivencia del virus puede ser prolongada por meses y hasta por afios, cuando Ia carne
es almacenada en refrigeracion y congelacion, respectivamente. En estas condiciones el
virus puede ser transportado a través de grandes distancia y ser introducidos en paises y
areas libres de esta enfermedad y asi cerdos susceptibles pueden contraer la enfermedad. La
alimentacién del cerdo con desperdicios de alimento y basura de restaurantes, escamocha
mal cocida, pueden generar que el virus permanezca viable, esto tiene un gran impacto en la
economfa de nuestro pais, ya que en México hay muchos porcicultores, ademas de el cerdos
se obtienen varios subproductos y si estos cerdos se infectan con el virus hay una

diseminaci6n en la produccién y por lo tanto en €l aprovechamiento del mismo,
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6 HIPOTESIS,
-Si el virus de FPC es resistente al método de coccidn para preparar jamones

entonces estos seran capaces de infectar a cerdos sangs.

DIAGRAMA DE FLUJO,

Obtencién de las piernas de los cerdos que forman los grupos 1L IV v V del desafio del protocolo
anterior.

Meétodo de coccidn para la obtencidn de jamones a partir de las piernas obtenidas.

Se formaran 4 grupos experimentales con 4 cerdos en cada uno los cuales serdn alimentados con el
jam?n obtenido:

[ {
drupol Grupo I1 Gflupo I Grupo IV
Jamon del jamén del jamon del Grupo control.
po IV Grupo V Grupo 1T

Se realizard un seguimiento durante 21 dias obtencion de muesiras de sangre al comienzo del desafio, al
quinto, décimo, decimoquinto y vigésimo dia para realizar la prueba de Biometria hemitica.

En el dia 21 sacrificie de los animales y obtencién de biopsias de todos los drganos afectados.
Realizar la prueba de Inmuncfluorescencia directa para la deteccion del virus.




7 MATERIAL Y METODOS.

7.1 PROTOCOLO DEL DESAFIO ANTERIOR (31).

VACUNACION PAV-250
GRUPOS 1* DOSIS 2* DOSIS ALD
1 - - -
I + - -
I - - +
v - + - +
2\ + + +

Cada grupo consisti6 de 4 cerdos para el desafio y dos cerdos que se utilizaron como
control. -

De este protocole se tomarén las piemnas del grupo 11T, IV y V y se procesardn por ¢l
método de cocido para la obtencién de jamones.

7.2 JAMONES,
7.2.1 Preparacidn de la salmuera (12).

La salmuera se prepararg al 10% y contendr4 los siguientes ing;edientes 20g de
NaCl, 0.24g de nitrito sédico, 0.24g de nitrato sddico, 6.0g de fosfato, grado alimenticio,
0.66g de ascorbato sédico, 3.6g de azicar refinada, 0.18g de glutamato monosédico y 0.11 g
de proteinas vegatales, hidrolizadas.

Se disolverd en primer término Ia sal, se utiliza agua suavizada y hervida. La sal se
disolverd en una parte del agua caliente y luego se agregara agua hasta completar un
volumen de 100 litros. Cuando la soluci6n este fria, se medird el grado salométrico y se
adicionarén las substancias curantes, una por una. Se agitard vigorosamente la solucién hasta
que los ingredientes se disuelvan. Si la salmuera se llegar4 a presentar opaca serd necesario

filtrarla para eliminar impurezas. Posteriormente, se refrigerard a 3°C.
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7.2.2 Método de coccidn (120,

1) Se seleccionardn las piezas de tamafio uniforme de acuerdo con las dimensiones de los
moldes. Cada jamén se deshuesard y se eliminard el cuero. Luego se eliminard la grasa
sobrenadante, dejando un grosor de 5 a 10 ¢m (12),

Los jamones deberan estar fries al momento del curado.

2) Se inyectara una cantidad de salmuera fria, igual al 10% de peso de cada jamon.
3) Los jamones se dejaran curar durante 4 dias a 3°C sumergidos en salmuera. Se cambiardn
de posicion cada 24 horas mezclando bien la salmuera(12).

4} Se enfindar4 una cantidad de jamén correspondiente al tamafio del molde en una malla
de algodén. Luego, se introducird el jamén enfundado en el molde(12).

5) Se colocard la tapa al molde, ejerciendo una presidn uniforme(12).

6) Se coserdn los jamones a 70 u 80°C(12).

7) Terminado la coccidn, cada molde se dejard escurrir y enfriar. Luego se volverd a prensar
cada molde, porque durante ia coccidn el jamén vy la presion de la tapa disminuyen. Los
moldes se refrigerardn durante 24 horas(12).

8) Se sacara el jamon del molde y de la malla. Se lavara con agua tibia y se cortardn los
bordes sobresalientes(12).

9) Los jamones se embutiran en fundas de pléstico y se atara el extremo(12).
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7.3 NUEVOS GRUPOS EXPERIMENTALES.
- Los grupos constaran de 4 cerdos de 45 dias en cada grupo vy se les dard de comer ¢l

jamén preparado de acuerdo con el siguiente cuadro:

GRUPO DE 4 |PIERNAS DE |PIERNAS DE [PIERNAS DE
CERDOS CERDOS CERDOS CERDOS

(I)PAV-250+ALD [ (2)PAV-250+ALD | SOLO ALD

I . + -

11 +

Il +

v

(1} solo una desis de PAV-250,

(2) dos dosis de PAV-250.
7.3.1 Signos y Sintomas,

- A los cerdos de cada grupo se les evaluara diariamente signos y sintomas, asi,
como la temperatura, esto se realizard durante un periodo de 7 a 21 dias.
7.3.2 Sangrado,

- Se realizarén cinco sangrados los cuales se hardn al comienzo del experimento (ler
dia), al 5to dia, al décimo dia, al decin.oquinto dia y al vigésimo dia.
7.3.3 Sacrificio y Toma de Muestras.

- Al término de 21 dias de experimentacion se llevard a cabo el sactificio de los
animales, asi si estos mueren antes, se les realizard la toma de diferentes muestras como

sangre y tonsilas.



7.3.4 Sangre.

- Se realizard la prucba de biometria hemdtica a la sangre obtenida el dia del
sacrificio, asi como la obtenida durante toda la experimentacién, esto se realizard para
evaluar la cantidad de eritrocitos y leucocitos principalmente en los cerdos desafiados, para
conocer si estos tuvieron alguna alteracion de acuerdo a los niveles de referencia.

7.3.5 Tonsilas,

- A las tonsilas obtenidas de los animales de experimentacidn se le llevard a cabo la

prueba de inmunoflucrescencia para observar si presentan ¢l VEPC,
7.3.6 Evaluacién del Estado de los Organos.

- Se llevard a cabo la observacién de todos los drganos de los animales de
experimentacion para evaluar de manera visual y comparando con un drgano sano si hubo
algin tipo de dafio en ellos, También se les realizard inmunofluorescencia a bazo, rifidn,
higado, timo, pulmoén, ganglios linfaticos, que permita hacer una valoracién de positividad a
inmunofluorescencia en forma cualitativa ingestiva a estas muestras.

7.4 INMUNOFLUORESCENCIA,

Es una técnica directa de tincidén con anticuerpos fluorescentes que se basa en la
unién de los antigenos con los anticuerpos especificos. Se trata de una técnica rdpida y
sensible para identificar la presencia de una gran variedad de antigenos(21,24,25).

Técnica de inmunofluorescencia directa.- Este procedimiento fue desarrollado
originalmente por Coons (Dinter, 1989): se aplica una solucién de anticuerpos especificos,
marcados con el fluorocromo, sobre la preparacién que posee el antigeno (tejidos de
animales enfermos, y/o cultivos celulares previamente infectados con el virus en estudio).
Asi, se forma un complejo antigeno-anticuerpo marcado con fluorescencia, que al ser

observado al microscopio de luz ultravioleta, se ve fluorescente (21,25).
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Este método utiliza pocos reactivos y se lleva a cabo en un solo paso ¥ en pocos
minutos. Tiene pocas posibilidades de dar reacciones inespecificas, y por esta razén es una
pruecba que actualmente s¢ usa muy ampliamente y con mucha frecuencia, para la
identificaci6n de antigenos(21,24,25),

Procedimiento de la Técnica Directa de Inmunofluerescencia.- £n el caso de la
FPC, los tejidos que deben ser examinados de rutina son: las tonsilas, ganglios linfaticos
submaxilares y encéfalo, en este orden de importancia. También se pueden colectar otros
tejidos, tales como bazo, rifién, pulmoén, otros ganglios linfaticos y pancreas. Pero los més
importantes son las tonsilas, los ganglios linfaticos y el encéfaio(21,25).

Al eolectar los fragmentos de estos tejidos, cada uno de ellos deberd ser colocado en
recipientes diferentes, previamente esterilizados y de tamafio pequefio; v se procederd a
identificar perfectamente a cada uno de dichos recipientes(21,25).

Si los tejidos van a ser procesados dentro de las 4 horas siguientes, después del
momento de la muerte o sacrificio del animal, estos tejidos podran ser mantenidos en
refrigeracion a 4 C, durante ese tiempo; si van a ser procesados después de un periodo mds
largo, los tejidos deberdn ser congelados a 20 C, o preferiblemente & — 70 C(21,25).

a) Se recortardn los tejidos sospechosos de manera que queden en cubitos de
aproximadamente 7 a 10 mm por lado, si es que el tamafio de la muestra del tejido colectado
lo permite(21,25).

b) Se congelardn inmediatamente estos tejidos en el mismo cridstato para lo cual cada tejido
sera colocado en uno de los portaespecimenes del cridstato. Para adherir el tejido al
portaespecimenes se puede utilizar el compuesto O.C.T. (440) Tissue-Tek, (se podré utilizar

también agua, pero se tiene el inconveniente de que se puede mellar fécilmente ¢} filo de Ia
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cuchilla). Estos materialec proporcionardn una matriz para adherir el tejido al
portaespecimenes, para poder después cortarlos ¢on el microtomo, en congelacién(21,25).
¢) Con el microtomo se realizardn cortes de 8 micras de espesor, Se procurard tener cortes
completos y que no salgan con rugosidades. Para ellos los cortes se recogerdn de la
superficie de la cuchilla con un pincel, el cual deberd estar siempre dentro del cridstato, para
que esté a la misma temperatura que tenga el cridstato, a - 20 C. Y los cortes se colocarén
directamente sobre los portaobjetos. El portaobjeto deberd estar a temperatura ambiente,
para que el corte del tejido, al ser colocado sobre ella se descongele instantdneamente y por
lo tanto se adhiera a la laminilia(21,25).
d) Se harédn 6 cortes a partir de cada tejido en estudio, y se montarén en el cubreobjctos.

Las preparaciones que contengan los cortes de los tejidos ya montados, se dejardn
sumergidas en acetona fria, durante 20 minutos, para que se fijen(21,25).
€) Se sacardn de la acetena las laminillas conteniendo los cortes de los tejidos v se dejard
que se evapore la acetona, lo cudl sucederé de inmediato(21,25).
f) Las secciones de tejidos que serdn previamente fijadas, se inundarén con el conjugado
(donado por NVSL-AMES IOWA) para el diagnéstico de FPC, y se incubarén
inmediatamente durante 30 minutos, en una cdmara hiimeda, a 37°C. Se deberan cubrir con
suficiente conjugado de modo que toda la seccidn del tejido quede cubierta. Si se llega a
secar el conjugado sobre la preparacién, serd dificil de removerlo durante el lavado de la
laminilla; y consecuentemente al observarla mediante el microscopio de luz ultravioleta, se
podra ver el tejido alrededor, parcial o totalmente, con un tono verde intenso, lo cual puede
no permitir observar la fluorescencia especifica de Fiebre Porcina Clasica(21,25).
g} Al terminar el periode de incubacion, se sacard cada Jaminilla de la cdmara himeda y se

removerd el exceso de conjugado, o este se podrd absorber con una toalla de papel.
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Inmediatamente después, se lavard cada una de las laminillas en un recipiente que contenga
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS 1X) frio, para asi retirar todo el conjugado
sobrante que quedo sobre la preparacién. Después se pasara la laminilla a otro recipiente que
contenga PBS 1X limpio, dejindola ahi durante 10 minutos. Se puede mover suavemente
para facilitar asf la separacién del conjugado excedente. Finalmente se lavaran las laminillas
suavemente, en un recipiente que contenga agua destilada, para asi remover las sales del
PBS, las cuales si no son retiradas se van a secar sobre la superficie de la laminilla, y
aparecerdn en forma de cristales. Posteriormente se dejardn secar las laminillas(21,22).

h) Se depositardn sobre los cortes de tejidos ya secos, de 2 a 3 gotas de una mezcla de
ghicerina con PBS a partes iguales, y encima se colocard un cubreobjetos(21,22),

i) Al depositar la glicerina con el PBS, se evitard que se formen burbujas, porque éstas
pueden interferir, estorbando, al momento de examinar las laminillas(21).

Testigos positivos y pegativos.- En cada serie de laminillas tefiidas es necesario
utilizar tanto testigos negativos como testigos positivos; ya sea que se trate de un solo caso o
de una serie de casos trabajados simultineamente, Como testigos negativos, se utilizarin
secciones procedentes de tejidos conocidos, que sean negativos al antigeno de FPC (de
preferencia se utilizaran tejidos procedentes de cerdos SPF); y como testigos positivos se
utilizarén tejidos que contengan antigeno de FPC, procedentes de cerdos SPC (previamente
negativos a FPC), los cuales fueron inoculados con una cepa virulenta conocida de FPC, y
después fueron sacrificados para colectar asi las muestras testigos positivos o también se
podrén utilizar células infectadas con el virus (21,23).

Interpretacidn.- La prueba serd valida si las laminillas test nepativas, resultan
verdaderamente negativas y sin fluorescencia inespecifica; y si las laminillas positivas,

resultan positivas. Los test positivos servirdn para estar seguros de que tanto el
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procedimiento de tincién, como el conjugado y el microscopio, estdn funcionando
correctamente. Si no es asi, la prueba no es valida(21,23).

En las laminillas que contendran los cortes de tejidos problema, al ser observadas al
microscopio de fluorescencia se podrén apreciar que en el citoplasma de las células
infectadas se presentara un color verde brillante, especifico. Estas células positivas pueden
estar aisladas o en grupos. La fluorescencia especifica correspondiente a FPC, se puede
observar con mayor claridad en las células epiteliales que cubren internamente los
infundibulos de las amigdalas(21,23).

7.5 BIOMETRIA HEMATICA.

- La biometria hematica se llevard a cabo para saber si el animal en experimentacion
esta siendo afectado por el VFPC ya que esta prueba refleja la capacidad del organismo para
reaccionar frente a la enfermedad, se tomard en cuenta principalmente la cuenta de
leucocitos ( 28,29). La sangre se utilizara completa con anticoagulante.

7.5.1 Cuenta de Leucocitos.

Fundamento: Las muestras se diluyen en un liquido adecuado (Ttrk) y se cuentan en
12 celda de una cdmara cuya capacidad se conoce (28,29).

Técnica: Se aspirara la sangre bien mezclada con una pipeta para globulos blancos
hasta la marca 0.5. Se aspira el liquido de Tiirk con la misma pipeta hasta ta marca 11 (debe
rotarse la pipeta mientras se aspira el diluyente) y asf se obtendra una dilucion. Agitard la
pipeta 90 segundos, aproximadamente, para conseguir una suspensién uniforme. Se
desechard tres o cuatro gotas del contenido de la pipeta, limpiando la punta de ésta con gasa
o papel absorbente y s¢ llenard la camara para contar globulos en una forma tal que la
introduccion del liquido sea uniforme. Se esperard dos minutos y se contard con objetivo

seco débil los cuadros grandes de las esquinas de la cuadricula de la cdmara de newbawer, el
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resultado se multiplicard por 50 y asi se cbtendrd el nimero de leucocitos en un milfmetro
ciibico (29).
7.5.2 Cuenta de Eritrocitos.

Fundamento: Las muestras se diluyen en un liquido adecuado (Hayem) y se cuentan
en la celda de una cdmara cuya capacidad se conoce(28,29).

Técnica: Se aspira la sangre bien mezclada con una pipeta para glébulos rojos hasta
la marca 0.5, Después se aspirard el liquido de Hayem con la misma pipeta hasta la marca
101 (debers rotarse la pipeta mientras se aspira el diluyente) y se obtendra una dilucién de
1:200.Se agitard la pipeta 2 a 3 minutos con un agitador mecénico, para conseguir una
suspension homogénea. Se desecharén cinco gotas del contenido de Ja pipeta, limpiando la
punta de ésta con gasa o papel absorbente y se llenard la cdmara de newbawer para contar
glébulos rojos en una forma que la introduccién del liquido sea uniforme. Se esperardn 3
minutos para que las células se sedimenten; se deberd evitar la evaporacidn para no
introducir un error grave. Con el objetivo de menos aumento (10X) cerca del foco central, se
localizard el cuadro central de los 9 cuadros grandes. Se observa la distribucién uniforme de
las células. Con el objetivo de 45X se contaran todos los eritrocitos en 5 de los 25 cuadros
pequefios del 4rea central. Cada uno de los 5 cuadros pequeftos que se van a contar, estd
limitado por lineas dobles o triples, y se divide en 16 cuadros mds pequefios. Se contard un
total de 80 cuadros pequefios. Se contardn las células empezando a la izquierda de la fila
superior de los 4 cuadros pequeifios, luego de derecha a izquierda en la siguiente fila y asi
sucesivamente.

El cdleulo serd; células contadas X 10 (0.1 mm de profundidad) X 5 (1/5 de mm
cuadrade) X 200 (dilucién de 1:200) = eritrocitos/microlitro, o bien la suma de las células en

los 5 cuadros pequetios X 10000 = eritrocitos totales/microlitro (29)
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7.5.3 Determinacién de Hemnglobina (Hb).

Fundamento: La hemoglobina reacciona con el ferriclanuro y forma
metahemoglobina, la cual con el cianuro de potasio forma la cianometahemoglobina, las
soluciones de este compuesto son relativamente estables, conservadas en el refrigerador,
duran hasta tres dias (28,29).

Técnica: En un tubo de 13 por 100 mm colocardn 5 mL de cianometa, después se
agregard 0.20 mL de sangre perfectamente mezclada con la pipeta de Sahli, se mezctard por
inversion y se esperardn 10 minutos. Se tomard la lectura en una celdilla de 12 por 75 mm a
una longitud de onda de 540 nm. Se ajustard el 100% de transmitancia con solucién de
cianometa. Se convertira el por ¢iento de transmitancia en gramos de hemoglobina en 100

mL de sangre con Ia tabla de calibracion (29).

Tubo nim. | Solucién de Hb en Solucién de cianometa |Gramos de Hben 100
Diluyente de Drabkin mL{ (o Drabkin) mL. ML, g. por ciento.
60 mgl.
1 5 0.0 15.0
2 25 25 7.5
3 0.0 5.0 0.0
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7.5.4 Determinacién de Hematocrito (Ht).

Fundamento: Se basa en la separacion de los glébulos rojos y el plasma cuando se
centrifuga la sangre a 2200 G durante 30 minutos, el paquete de eritrocitos en 100 mL es el
resultado que se informa(28,29).

Técnica: Se llenara con sangre venosa o capilar las dos terceras partes de dos tubos
heparinizados, cerrando el extremo mds distante de la sangre con la flama y hacerle
movimientos de rotacién. Se centrifugara el tubo en una centrifuga especial cinco minutos a
12000 rpm(29).

La Jectura se efectuard de la signiente manera, colocando el tubo capilar en ¢l surco
del indicador de plastico, se cuidara de que el extremo inferior de la columna de globulos
rojos coincida con la linea negra de dicho indicador. Se girard el disco inferior de manera
que la linea de 100% quede debajo de la linea roja del indicador y sosteniendo en esta
posicion, por medio del orificio se girar4 el disco superior para que la linea espiral intercepte
el tubo capilar en la interfase plasma-aire. Se girarén ambos discos juntos hasta que la linca
espiral intercepte el tubo capilar en la interfase glébulos rojos-glébules blancos. El micro
hematéerito en mililitros por ciento se lee en el punto de la escala que queda debajo de la
linea del indicador de plastico (28).

7.5.5 Volumen Corpuscular Medio.

Para conocer las dimensiones, en el espacio, de los eritrocitos, no basta la
determinacion del tamaifio de Jos hematies por la medicién microscépica de su didgmetro,
dada la morfologia discoidea de estas células y las variaciones de unas a otras. Por ello se
recurre actuaimente, cuando se desean valores promediales mds exactos, a la medicion del

“volumen corpuscular medio” (28,29).
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El velumen corptscular medic, {VCM) se obtendrd de 1a siguierte manera;
VCM = Hematocrito/Eritrocitos X 10
7.5.6 Hemoglobina Corpuscular Media.

La hemoglobina corpuscular media es la proporcion real de hemoglobina que
corresponde, por término medio, a cada hematie, en cifras absolutas (29).

La hemoglobina corpuscular media {HCM) se obtendra de la siguiente manera;

HCM = Hemoglobina/Eritrocitos X 10
7.5.7 Concentracién Corpuscular Media de Hb.

La concentracion de hemoglobina por eritrocito en % es la llamada “concentracidn
corpuscular media de hemoglobina” (MCHC)(29).

La concentracién corpuscular media de hemoglobina (MCHC) se obtendrd de la
siguiente manera:

MCHC = Hemoglobina/Hematocrito X 10
7.5.8 Cuenta Diferencial.

La principal utilizacién de la cuenta diferencial es poder observar las diferentes
formas de los glébulos blancos (mononucleares y polionucleares) asi como también si
existen alteraciones en los erifrocitos(28,29).

Técnica: Se realizard una extensién de sangre bien mezclada, recientemente
extraida o capilar, se dejara secar, se cubrird con el colorante de Wright de minuto y medio a
dos, se afiadira e! doble de solucién amortiguadora pH 6.4 y dejard actuar la mezcla seis
minutos, se lavar a chorro de agua de la llave y se dejard secar la extensién. Se hard la
observacion con el objetivo de inmersion para hacer la diferenciacidn de las células y anotar
las anormalidades de cada uno de los elementos, en Ia serie blanca, de la serie roja y las

plaquetas{28).
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7.5.9 Cuenta de Plaquetas.

Fundamento: Se destruyen los eritrocitos con una solucion de oxalato de amonio al

1% y se hace cuenta directa de plaqueias con el microscopio de contraste de fase en una

cdmara de newbawer de plano (29).

Técnica: Se cargara de sangre una pipeta para globules rojos hasta la marca 0.5 y se

llenard con liquido de dilucidn hasta la marca 101, se agitard, se cargard una cdmara de

newbawer plana, se dejard reposar 10 minutos en cdmara himeda, se contarén las plaquetas

en toda la cuadricu’a central con el microscopio de contraste de fase y a mayor aumento, la

cifra obtenida se multiplicard por 2000 y nos da el nimero de plaquetas por milimetro

ciibico (29).

VALORES SANGUINEOS NORMALES GANADO PORCINO(28),

Edad, Fritrocitos 1 Hb ¥PC Leucocitos | Neutr¢fi, | Neutrdfi.. | Linfocios | Monocutos | Eosindfilos] Baséfilos
Reza {1E6) Iy &zlf] (%) {1E3) seg. (%) [bom 28) ¢ (1) %) %) %)
7.44 12 32-47 15 41 47 3 2.5 0.1
21-25d 5.1 12.1 10.193 31.7 1.9 477 8 1.4 14
32-36d 7 127 14.273 31.5 11.5 49.6 5.7 0.8 0.8
3 meses 66 1.1 182651 252 8.9 54.8 2.7 7.3 0.5
5 meses 5.1 i2.871 222 83 58.7 8.9 1.7 0.6
5.9 9-16.8 | 32-47 | 8.6-20 39 52 3 4.5 1
{30-50) {(40-601 (3-10) | (1-10) (0-4)
Al nacer| 5.722 12.36 12.7 68.41 29.64 1.26 045 .23
Adultos 19,866 32 66 4 1.6
6.7 12-13.2 8.2 39 321 33 4.5 1.2
6.5 13 42 1€ 37 10 53 5 3.5 0.5
(5.8} | (10-16)] (32-50)| (11-22)| (28-47)] (0-4) | (39-52)} (2-10) | (0-11) (0-2)
Alnacer| 5.02 10.93 32.65 8.43
Aduires 7.93 15 46.3 72

36



D

2)

3

4)

5

£)

7

8}

9

BIBLIOGRAFIA,

Torrey, J.P and Prather, YK, 1963. Heat inactivation of hog cholera virus. Y. Studies with defibrinated
biood and serum. Proc. Ann Meeting U.S. Livestock. San. Assoc, 67:414-418.

Mengeling. W.L. and Drake, L., 1965. Replication of hog cholera virus in cell culture, Am. J. Vet. Res,,
30.1817-1823.

Kubin, G., 1967 in vitro Merkmale des Schweine pestvirus. Zentralbl Veterinaermed. Beih., 14:542-543,
Aynaud L.M., 1968. Etude de la multiplication in vitro d’un clone du virus de la peste porcine. Rech Vet
1:25-36.

Van Qirshot, J T, 1980. Persisten and inapparent infections with swine fever virus of low virulence their
effects on the immune. Thesis, State University of Utrecht, 1980.

Pintle, E.C. and Mengeling, W.L., 1971. Antigenic diferences in two hog cholera strains. Am J. Vet. Res,
1473-1477,

Corthier, G., Aynaud. J. M,, Galicker, C and Gelfi, J.,, 1974. Activité antigénique comparée de deux
togavirus® le virus de Ta peste porcine et fe virus de la maladie des mugueuses, Ann. Reach. Vet, 5.373-
393,

Kamijyo, Y., Ohkhuma, S., Shimizu, M. And Shimizu, Y., 1977 Diferences in pathogenecity and
antigenecity among hog cholera virus strains. Nat. Inst. Anim. Health Q, 17:133-140.

Dunne, H. W., 1975. Hog cholera In: H. W. Dunne and A. D. Leman (Eds.), Diseases of Swine, 4h de.

Iowa State University Press, Ame, LA, pp 189-255.

10) Comrea-Girén, p. 1981. Colera porcina. In: Enfermedades Virales de los animales domédsticos

(monogastricos), Vol. 1. 4* edicién. Editada por Correa-Girén. Coordinacion y produccidn. Arte e

impresos B.., pp 7-28.

11) Ressang, A.A, 1973. a Studies on the pathogenesis of hog cholera. 1. Demonstration of hog cholera virus

subsequent to oral exposure. Zen tralbl. Veterinaermed, Beih., 20: 265-271.

37



12) Dott. Prof. Gaelano Pal, Trinieri. 1983. Elaboracion de Productos Cérnicos, Ed. Trillas, México.

13) Brown Barbara 1976 Técnica de Laboratorio en Hematologia, Elicien, Barcelona Espafia, pp 67-95.

14) Carbrey, E.A, Stewast, W C, Kresse, I.1. and Snyder, ML, 1977 Inapparent hog cholera infection
following the inoculation of field isolates In: CEC semvar on Hog Cholera/Classical Swine Fever and
African Swine Fever, Hannover, EUR 5904, pp 214-230

15) Dunne, HW., 1964. Hog Chelera In: H'W. dunne (Ed), Diseases of Swine, 2M ed. Towa State University
Press, Ames, [A, pp 140-186.

16) Liess, B., Frey. H.R, Prager, D., Hafez, SM. and Roeder, B, 1976 The course of natural swine and
investigations on the development of inapparent SF Infections Im: CEC seminar on Diagnosis and
Epizootology of Classical Swing Fever, Amsterdam, EUR 5486, pp 99-113.

17) Mengeling, W.L. and Cheville, N.F., 1968. Host response to persistent infection with hog cholera virus.
Proc. Ann. Meeting U.S. Livestock San Assoc. 72:283-295.

18) Mengeling, W.L. and Parker, R A., 1969, Pathogenesis of Chronic hog Cholera host response, Am. J Vet
Res; 30.409-417.

19} Tempstra, C, B loemrad, M and Gielkens, A.L.J., 1984. The neuvtralizing peroxidase-linked assay for
detection of antibody agains swine fever virus Vet. Microbiok; 9:113-120.

20) Van Oirschot, J.T. and Terpstra, C., 1977 A congenital persistent swine ferver infections, I, Clinical and
virological observations. Vet, Microbiol; 2:121-132,

21} Giron, C.P; 1993. Diagnostico de Fiebre Porcina Clésica (FPC) por la técnica directa de
inmunofluorescencia. , Secretaria de Agricultura y Recursos Hidrailicos, México, pp 8-12.

22} Dinter, 1989. Inmunofluorescence (IF) test. In: Diagnostic Virology. A review of methods at the National
Veterinary Institute, Edited by: J. Moreno-Lopez Swedish University of Agricultural Sciencies, National
Veterinary Institute. Uppsala, Sweden, Swedish Intemational Developing Authority, pp 20.

23) Ramirez H; Valero G y Fraire M; 1993. Diagnéstico Seroldgico de Enfermedades Virales. En: Valero, G
(Editor): Diagndstico Veterinario. Requisitos, proceso, interpretacion, ventajas y desventajas de téenicas
diagnosticas. lera edicion, SARH, CENID-Microbiologia-INIF AP, PAIEPEME, SMPV, pp 120.

24) Margani, R.A, 1982, Inmunologia ¢ Inmunoquimica, Ed. Médica Panamericana, Jera edicidn, Argentina,

pp 260-261, 434-435,

38



ESTH TESIS NGO DEBE
SR BE LA BiBUIGTECA
25) Monlla, A, 1986. Manual de Inmunologia, Ed. Diana, lera edicion, Meéxico, pp 97-125.
26) Mohamty S, Dutt S; 1983. Virologia Veterinaria, Ed. Interamericana, México, pp 216-218.
3 27) Hilton, S; 1980. Patologia Veterinaria, Ed. Hispanoamiericana, México, pp 316-321.
. 28} Maxine, B; 1990. Manual de Patologia Clinica en veterinaria. Bd, Limusa, México, pp 33-97,
29) Balcells, A; 1981. La Clinica y el Laboratorio, Ed. Marin, Espaita, pp 145, 149-150, §52, 154-155, 165.
/ ' 30) Fields, 1996. Virology, Edit by B.N Fields, 3era edicion, Philadelphia, pp 31.
31} Mendoza, 8, 1997. Memorias del XXXII Congreso Nacional AMVEC, México, pp 79.
32) Ramirez, N.R; (1993), Fiebre Porcina Clasica, Alsa Consultores, S.C.

33) Cabrera, A; (1997), CONASA.

T .-

34) Girdn, P, (1996), Experiencias en México sobre el uso de Biolégicos para €l Control y Erradicacién de la
Fiebre Porcina Clésica, IX Jomada Cientifica ¥ V Encuentro de Ganaderos "DR. Oscar Q. Martinez", pp

42.

3¢9




