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RESUMEN
BRENDA HERNANDEZ CHAVEZ. CONSTATACION DE UNA VACUNA

SUBUNITARIA INACTIVADA QUE CONTIENE LA PROTEINA ORF2 DEL
CIRCOVIRUS PORCINO TIPO 2 (CVP,) (BAJO LA SUPERVISION DEL:
M.V.Z., Ph.D., CERT. PEDRO JUAN BAUTISTA DE LA SALLE FERNANDO

PRADAL ROA Y EL M.V.Z. OCTAVIO CRUZ CHAVEZ).

La infeccion por Circovirus Porcino tipo 2 (CVP2), se asocia con el Sindrome de
Emaciacion Multisistémico Postdestete (SEMP/PMWS), y esta vinculado con el
Sindrome de Dermatitis y Nefropatia Porcina (PDNS). La circovirosis esta
distribuida mundialmente en todas las poblaciones porcinas y en México se
encuentra diseminada en varios estados. Como parte de su control vy
prevencion se han utilizado varias vacunas, las cuales estan elaboradas con
ingenieria genética, algunas son de: a) virus quimérico inactivado que contiene
la proteina ORF2 insertada en el virus CVP4, b) virus recombinantes que
utilizan un Baculovirus inactivado y c) virus inactivado. Para evaluar que las
vacunas sean inmunogénicas en los cerdos, se deben constatar por medio de
pruebas fisicoquimicas y bioldgicas, verificando que cumplan con los
estandares de calidad. Dentro de las Normas Oficiales Mexicanas no estan
contempladas las vacunas contra CVP,, y la constatacion se lleva acabo con el
protocolo de calidad del laboratorio productor y los estandares establecidos por
el Cédigo Federal de Regulaciones (CFR/USA). En este estudio se llevo a cabo
la constatacion general de una vacuna subunitaria inactivada, que contiene la
proteina ORF2 del CVP,. Los requisitos para su uso en cerdos, se verificaron al
realizar las pruebas fisicas y bioldgicas, y se concluyé que cumple con las

pruebas de control de manera satisfactoria para su registro y uso; resultando
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efectiva por seroconversion del 80% en los cerdos vacunados, del mismo modo
se pudo corroborar que es inocua y segura al no haber efectos adversos

atribuibles a la vacuna, en los cerdos y cobayos utilizados.



ABSTRACT
BRENDA HERNANDEZ CHAVEZ. TESTING OF AN INACTIVATED SUBUNIT
VACCINE CONTAINING THE ORF2 PROTEIN FROM THE PORCINE
CIRCOVIRUS TYPE 2 (PCV2) (UNDER THE DIRECTION OF: M.V.Z., Ph.D.,
CERT. PEDRO JUAN BAUTISTA DE LA SALLE FERNANDO PRADAL ROA

AND M.V.Z. OCTAVIO CRUZ CHAVEZ).

Infection with Porcine Circovirus Type 2 (PCV2) is associated with Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) and it is also related to the Porcine
Dermatitis and Nephropathy Syndrome (PDNS). Circovirosis is distributed
worldwide in all pig populations and in Mexico is prevalent in several states. As
part of its control and prevention several vaccines have been used, which are
made with genetic engineering, including: a) inactivated chimeric virus, b)
inactivated recombinant viruses and c) inactivated viruses. To assess
immunogenicity of the vaccines in pigs, physicochemical and biological tests
should be performed in order to verify that it meets quality standards. Within the
Mexican Official Standards PCV2 vaccines are not included, so the protocol for
testing this biological was verified with the laboratory quality producer protocol
and the standards set by the Code of Federal Regulations (CFR/USA). In this
study it was carried out the general testing of an inactivated subunit vaccine
containing the ORF2 protein from the Porcine Circovirus type 2 (PCV2). The
requirements needed for their use in pigs were verified by performing physical
and biological tests, and it was concluded that meets the quality control tests
satisfactorily for registration and use, resulting effective through positive

seroconversion of up to 80% of the vaccinated pigs, as well as it probed to be



safe and secure in the absence of adverse effects attributable to the vaccine in

the pigs and guinea pigs used in the study.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

a) Resena historica del Circovirus Porcino (CVP)

Fue descrito por primera vez hace treinta y nueve afios como un virus
contaminante de la linea celular de riidn de cerdo PK-15 (ATCC-CCL33)
(Tischer, et al., 1974). Denominandose Pircornavirus-like y se aislaba de
manera sistematica en los subcultivos de todas las lineas celulares PK-15y en
grandes cantidades.

Estudios posteriores revelaron que el Pircornavirus-like era un virus DNA de
cadena sencilla circular, sin envoltura, icosaédrico y un diametro de 17 nm
(Tischer, et al., 1982). Este virus no habia sido descrito previamente y fue
denominado como Circovirus Porcino (CVP) por Allan, et al., y Meehan, et al.,
en 1998. Posteriormente estudios epidemioldgicos y de patogenicidad,
demostraron que los cerdos tenian anticuerpos séricos contra este virus, sin
presentar ningun signo clinico de enfermedad. En el afio de 1997 el CVP fue
asociado a una enfermedad, que afectaba a cerdos en crecimiento conocida
como Sindrome de Emaciacion Multisistémica post-destete (SEMP/PMWS)
(Clark, et al., 1997). Esta enfermedad ya era conocida desde 1991 en Canada,
pero sin haberse establecido su etiologia (Harding, 1996; Clark, 1997; Harding,

et al., 1997; Harding, et al., 1998).

b) Clasificaciéon taxonémica

El CVP esta clasificado por el Comité Internacional Taxonémico de virus
(ICTV) en una nueva familia Circoviridae (Lukert, et al,. 1995). Estudios
posteriores de secuenciacion demostraron que el CVP presente en los cerdos

afectados con SEMP era diferente al CVP contaminante de la linea celular PK-



15 (Hamel, et al., 1998; Meehan, et al.,, 1998); Por ello se sugirid la
denominacion del CVP4 para el contaminante de la linea celular considerado
apatégeno y CVP, asociado con el SEMP (Allan, et al., 1998; Meehan, et al.,
1998). Los circovirus porcinos pertenecen a la familia Circoviridae, la cual esta
dividida en dos géneros Gyrovirus (Gyro es una derivacion del griego giro, lo
que significa anillo o circuito) y Circovirus (Circo, que el genoma viral tiene una
conformacion circular) (Segalés, 2006). El género Circovirus contiene el CVP,y
CVP,, se reconocen tres subtipos del CVP,: CVP2a, CVP2b y CVP4c, el subtipo
a y b se reconocen en todo el mundo mientras que el subtipo ¢ sélo se
reconoce en algunas partes de Europa (Segalés, et al., 2008; Gagno, et al.,

2007).

c) Circovirus Porcino tipo 2 (CVP,)
Caracteristicas Fisicoquimicas

Los circovirus porcinos son virus sin envoltura de 15-24 nm, con simetria
icosaédrica (ver Figura 1). (Tischer, et al., 1982; Mankertz, et al., 2000). Su
genoma consiste en cadena de DNA sencilla, circular, con un tamafio de 1.76
kb (Tischer, et al., 1982; Hamel, et al., 1998; Meehan, et al., 1998; Fenaux, et
al., 2000), su peso molecular es de 36 + 2 kDa, sin capacidad para
hemoaglutinar, es resistente al cloroformo y a la inactivacion a un pH3, estable
a 70°C durante 15 minutos (Segalés, et al., 2005a). La exposicion de CVP,
durante 10 minutos a temperatura ambiente y varios desinfectantes como la
clorhexidina, formaldehido, yodo y alcohol inactivan la infectividad (Royer, et

al., 2001).



rus Porcino tipo 2 (Microscopia
electrénica). Fuente: www.syva.es

Caracteristicas del genoma

El genoma del CVP; contiene 1767 a 1768 nucledtidos de largo (Hamel, et
al., 1998; Meehan, et al., 1998; Fenaux, et al., 2000; Makertz, et al., 2000). Se
han descrito entre 95-99% de identidad nucleotidica entre los CVP, aislados de
cerdos enfermos y sanos en Canada y USA y un 95-96% en Europa (Meehan,
et al., 1998; Makertz, et al., 2000; Larochelle, et al., 2002).

El genoma de CVP; tienen un 69% de similitud con el CVP4 observandose
en la primera mitad de la cadena entre los nucleétidos (nt) 1 al 900 que existe
un 82% de similitud, mientras que en la segunda mitad de la cadena entre los
nt 901 al 1768 existe un 62% de similitud (Hamel, et al., 1998: Meehan, et al.,
1998; Morozov, et al., 1998).

Se caracteriza por tener marcos de lectura abierta: Open Reading Frames
(ORFs), se han descrito hasta 11 ORFs potenciales en el genoma. Dos marcos
principales de lectura abierta han sido reconocidos de especial interés en la
inmunidad y diagndstico, ORF1 que codifica proteinas de 35,7 kDa que
participan en la replicacién viral y ORF2 que codifica una proteina estructura de

28,7 kDa para la capside y la produccion de anticuerpos (Liu, et al., 2006;



Gagnon, et al., 2007 (Hamel, et al., 1998).). Se ha identificado una nueva
proteina ORF3 de 315 pares de bases (pb) que codifica una proteina la cual
induce la apoptosis, pero no se ha comprobado (Liu, et al., 2005; Liu, et al.,
2006; Gagnon, et al., 2007).

Se ha observado que la ORF2 del CVP1 y del CVP2 presenta una similitud
nucleotidica en sus secuencias de entre un 65 a 67% por lo que el ORF2 o su
proteina podria ser util en la elaboracion de pruebas de diagnostico para
diferenciar los dos virus (Liu et al., 2006). La variacion entre los genomas de
CVP1 y CVP2 seria, aparentemente la causa de la diferencia en la virulencia

(Hamel, et al., 1998).

d) Epidemiologia
Distribuciéon geografica

El CVP, es considerado un virus ubicuo en los cerdos domésticos y
salvajes. (Taylor, 2013; Segalés, et al., 2002; Vincent, et al., 2004; Allan, et al.,
2000). Se han determinado anticuerpos circulantes contra CVP; en cerdos de
Norteamérica, Europa (Espafa, Francia, Reino Unido, Bélgica, Irlanda, Italia),
Asia, Africa, con excepcion de Australia en Oceania. Estudios retrospectivos
mostraron que el CVP; ha estado presente en cerdos de Europa desde 1969 y

en Canada desde 1985 (Noriega, et al., 2007).

En México la primera descripcion de la enfermedad fue realizada por
Trujano y Col., en el 2002, y el primer aislamiento se llevé a cabo en el 2004
por Ramirez y Col. Hasta el momento se han reportado casos de CVP; en
cerdos de granjas de ciclo completo en diferentes estados de la republica

(Garcia y col., 2003; Torres y col., 2006). Actualmente no hay informes de la



prevalencia que existe en el pais y el impacto econdmico que genera

(Guillermo y col., 2009).

e) Transmisién

La ruta de infeccion y transmision es horizontal por contacto directo, siendo
considerada la via oro-nasal la ruta mas frecuente de infeccidbn de entre
animales infectados y susceptibles (Segalés, et al., 2005a; Noriega, et al.,
2007). Estudios experimentales ha determinado CVP;, en heces entre 4 - 24
dias Post Infeccion (Pl). En lechones infectados de forma natural y/o
experimental se ha determinado la presencia en heces, orina, saliva y
secreciones oculares, siendo probables vias de excrecion del virus (Resendes,
et al., 2001; Krakowka, et al., 2000). Puede atravesar barrera placentaria, se
determind en muestras de semen por lo que la Inseminacion Artificial (IA) y la
monta natural son consideradas como una via para diseminar el CVP,

(Opriessnig, et al., 2007).

f) Respuesta Inmune
Inmunidad humoral frente al CVP,

La seropositividad frente a CVP- de los anticuerpos calostrales se mantiene
aproximadamente hasta la 12va semana de edad. Los cerdos infectados
seroconvierten en promedio entre el dia 14 y 28 PI, es importante resaltar que
la deteccion de anticuerpos totales no es un factor que permita predecir el
desarrollo de la infeccidn, ya que se ha observado que no todos los anticuerpos
que un animal produce tienen actividad neutralizante. La respuesta de

anticuerpos neutralizantes aparece a partir del dia 15 de infeccién y



comunmente son de la clase IgG (Resendes, et al., 2001; Blanchard, et al.,

2003).

Efecto del CVP; frente a las células del sistema inmune

El CVP, se localiza principalmente en células de la linea mononuclear
monocito/macrofago, asi como algunas células presentadoras de antigeno
tales como las células dendriticas (DC). La interaccion entre el CVP; y estas
células es lo que contribuyen a la modulacién de la respuesta inmune, la
transmision de la enfermedad y la persistencia, se puede determinar por
periodos prolongados de hasta 3 afos con baja o nula actividad replicativa
(Clark, 1997; Rosell, et al., 1999; Kennedy, et al., 2000; Shibahara, et al.,

2000).

Las células dendriticas son importantes para el sistema inmune ya que son
responsables de dirigir y modular la respuesta frente patdégenos, sin embargo
son el blanco facil para que el CVP, pueda evadir la respuesta inmune,
infectando células dendriticas en estado maduro e inmaduro y una de las
principales consecuencias de la infecciébn es el bloqueo de las células
dendriticas para presentar antigenos, ya que disminuye la expresion de las
moléculas responsables de estimular a los linfocitos. En sangre y érganos
linfoides las alteraciones son similares, se observa una disminucion en los
linfocitos T (CD4"), (CD8"), B y un aumento de los linfocitos circulantes
(Vincent, et al., 2005; Segalés, et al., 2005a). Se sabe que parte de este efecto
es causado por el DNA viral de doble cadena que se forma en la replicacion
viral dentro de la célula infectada (Segalés, et al., 2001; Darwich, et al., 2002;

Vincent, et al., 2003). En suma estos efectos se traducen en una incapacidad
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del sistema inmune para responder adecuadamente ante el virus u otros
agentes infecciosos (Hernandez, 2011, Opriessnig, et al., 2007).

En cerdos infectados sin inmunidad, por no estar vacunados o porque han
perdido la inmunidad materna, la interaccidén que tiene el virus con las DC sera
clave en el desarrollo de una inmunidad protectora. Es interesante resaltar que
este escenario (interaccion CVP, con célula dendritica) se presenta en
situaciones diferentes: animal sano que se infecta y desarrolla signos clinicos
de la enfermedad, animal sano que se infecta y no desarrolla signos clinicos,
animal vacunado que se infecta y animal vacunado que no se infecta

(Hernandez, 2011).

Los anticuerpos neutralizantes son importantes en la eliminaciéon del virus
en circulacién, esto se demuestra por el hecho de que los cerdos sin
anticuerpos neutralizantes anti-CVP, o con bajos niveles, desarrollan el
SEMP/PMWS (Fort, et al., 2007; Meerts, et al., 2006). La inmunidad materna es
critica en el control del SEMP, por ello es importante que las cerdas, en
especial las de reemplazo tengan buenos niveles de inmunidad para que ésta

sea transferida eficientemente a sus crias (Hernandez, 2011).

g) Patogenia

El circovirus es causante del SEMP, pero generalmente no es suficiente
para desencadenar la enfermedad clinica, los factores que favorecen que este
virus induzca el SEMP son; el Sindrome Dermatitico y Nefropatico Porcino
(SNDP), Enfermedad del Complejo Respiratorio Porcino, virus del Sindrome
Reproductivo Respiratorio Porcino (VPRRS) y Parvovirus Porcino. EI CVP;

11



afecta a los cerdos de todas las edades y el SEMP se presenta generalmente
en animales de 8 a 16 semanas de edad, la morbilidad en las poblaciones de
cerdos afectadas es del 30% y la mortalidad oscila entre el 4-20%. La
seroprevalencia en las poblaciones porcinas oscila entre el 15 y 100%
independientemente de la existencia del SEMP. Se observa que los cerdos de
engorda, las cerdas y verracos presentan una prevalencia practicamente del
100%, mientras que en los cerdos de 8 a 16 semanas de vida presentan una

seroprevalencia mas baja (Allan, et al., 2000; Segalés, et al., 2005a).

Las proteinas virales se encuentran principalmente en el citoplasma de los
histiocitos, células gigantes multinucleadas, macréfagos alveolares, células de
Kupffer 'y células dendriticas foliculares de los tejidos linfoides,
esporadicamente se detecta el CVP, en citoplasma de las células epiteliales
del rifion, células del endotelio vascular, hepatocitos, musculo liso y enterocitos
(Darwich, et al., 2004). Se desconoce como el CVP; entra a las células y
realiza su replicacion viral, se asume que el CVP; llega al citoplasma de las
células mononucleraes resultado de la fagocitosis de células infectadas o por
endocitosis antes de la presentacién del antigeno. Se postula que hay un
receptor especifico del CVP, en la superficie de los macréfagos que permite
que el virus penetre hasta el citoplasma, tal receptor no se ha identificado pero
parece razonable pensar que el CVP;, pueda llegar al citoplasma de las células

usando ambas vias (Darwich, et al., 2004).

Como el CVP; no codifica su propia DNA polimerasa para su replicaciéon
viral, depende de la polimerasa celular presente en el nucleo durante la mitosis
celular. Cuando se da la infeccién vertical por placenta, la replicacién del CVP,

se lleva a cabo en los tejidos o células con mayor actividad mitética como los
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miocardiocitos fetales. En los lechones se encuentra en el citoplasma de las
células del sistema mononuclear fagocitario y DC. El gran nimero de CVP,
encontrados en los macréfagos de cerdos enfermos es el resultado de la
acumulacion de particulas virales liberadas durante la infeccion persistente,
probablemente algunas semanas antes del inicio de los signos clinicos. En
condiciones experimentales el periodo de incubacion del CVP, puede durar de
2 a 4 semanas y durante ese tiempo se va acumulando el virus en los

linfonodos hasta los primeros signos de la enfermedad (Darwich, et al., 2004).
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h) Lesiones macroscopicas y microscopicas

Las lesiones mas frecuentes en cerdos de 8 a 16 semanas son neumonia
intersticial y linfadenopatia generalizada, especialmente en linfonodos
inguinales y en animales de mas de 16 semanas se observan lesiones en
higado, rindn y estdmago (Tanja, et al., 2007; Segalés, et al., 2005b; Cano, et
al., 2004; Ellis, et al., 1998; Clark, 1997; Clark, et al., 1998).

Los linfonodos se observan aumentados de tamafio con coloracion
blanquecina (Rosell, et al., 1999).

En los pulmones se observa ausencia de colapso pulmonar con un
marcado patron lobulillar y algunas zonas de consolidacion pulmonar en
I6bulos diafragmatico y apical, atribuidas a infecciones bacterianas (Segalés, et
al., 2004; Clark, et al., 1997).

El higado se observa atrofiado, con areas de decoloracion en el
parénquima con presencia de prominente tejido conjuntivo. En los rifilones se
observan multiples focos blanquecinos en la corteza renal. En el estbmago es
frecuente encontrar la presencia de Ulceras en el pars oesophagica y la pared
puede estar ligeramente edematosa, aunque este hallazgo no se asocia
propiamente a la infeccién por CVP,, sino a efectos colaterales de la
enfermedad (Taylor, 2013).

Las principales lesiones microscépicas se observan en los 6rganos linfoides
y consisten en atrofia linfoide, inflamacion granulomatosa y necrosis, en donde
30 a 35% de los casos presentan cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos
como racimos de uvas en macrofagos.

En los pulmones se observa neumonia intersticial linfohistiocitica con

hiperplasia de moderada a severa de neumocitos tipo I, los alvéolos contienen
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un material eosinofilico con detritus celulares y macrofagos, los Iébulos
consolidados muestran bronconeumonia supurativa de moderada a severa
caracterizada por necrosis del epitelio e hiperplasia del tejido linfoide (Cano, et
al., 2004; Segalés, et al., 2006; Tanja, et al., 2007).

Se observa hepatitis periportal linfohistiocitica caracteristica, en los casos
severos hay lipidosis hepatica, desorganizacién de los sinusoides y necrosis
difusa de hepatocitos con fibrosis perilobulillar (Krakowka, et al., 2004).

En los rifiones la lesion caracteristica es nefritis intersticial
linfoplasmohistiocitica multifocal (Cano, et al., 2004; Ellis, 2003; Segalés, et al.,

2006).

i) Otros sindromes asociados al CVP;
Sindrome de Dermatitis y Nefropatia Porcina (SDNP/PDNS)

El SNDP se describid por primera vez en Reino Unido en 1993 (Smith, et
al., 1993). Puede afectar a cerdos en destete, crecimiento y adultos, la
prevalencia del SNDP usualmente es menor de 1%, la mortalidad es cercana al
100% en los cerdos mayores de 3 meses, en comparacion con los cerdos
jovenes en donde la mortalidad es del 50% (Pradal-Roa, 2001; Segalés, et al.,
2004).

Los signos clinicos del SDNP, se caracterizan por emaciacion, depresion,
perdida de condicion y fiebre, algunos pueden presentar claudicacion,
postracion, incoordinacion y ocasionalmente diarrea de color negruzca (Trujano
y col., 2002).

Macroscépicamente las lesiones de la piel consisten en maculas redondas,

irregulares purpuras principalmente en miembros posteriores y zona
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caudoventral del abdomen que coalescen fuera del perineo y distal a los
miembros en forma de parches irregulares. Los riflones se observan
aumentados de tamafio y coloracién blanquecina o rojo oscuro con multiples
hemorragias petequiales en el parénquima (White, et al., 1993). Los linfonodos
se observan aumentados de tamafo, edematosos o congestionados vy
hemorragias superficiales (Ramos Vara, et al., 1997; Segalés, et al., 1997).
Otro hallazgo menos frecuente son las ulceras en el estdmago en la region
esofagica como en la fundica (Duran, et al., 1997).

Las lesiones histoldégicas se caracterizan por dermatitis perivascular
linfocistihiocitica o neutrofilica y hemorragias multifocales difusas. Las lesiones
renales son glomerulonefritis fibrinoide, vasculitis necrozante y cumulos de
eritrocitos en el lumen de los tubulos renales. Las lesiones en otros érganos se
caracterizan por vasculitis necrozante, principalmente en linfonodos, higado,

bazo, estbmago, pulmén, y cerebro (Thompson, et al., 2002).

Complejo Respiratorio Porcino (CRP)

En la actualidad sabemos que el CVP, tiene un papel importante en el CRP
observada principalmente en cerdos de 8-26 semanas de edad, se asocia a
una combinacién de agentes virales y bacterianos tales como VPRRS,
Influenza porcina, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuroneumoniae y Pasteurella multocida (Halbur, 1998; Thacker, 2001).

Se caracteriza principalmente por disminucion de la tasa de crecimiento,
letargo, anorexia, fiebre, disnea y resistencia a la terapia con antibiéticos. La

identificaciéon de CVP, en la neumonia proliferativa necrotizante ha hecho que
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algunos autores sugieran que el CVP; predispone al CRP (Halbur, 1998; Ellis,

et al., 1999).

Enfermedades Reproductivas

Los dafios en la reproduccion causados por el CVP, ocurren de modo
esporadico durante brotes del SEMP se manifiestan en forma de abortos,
aumento en el numero de mortinatos y momias, pudiendo identificar al CVP, en
higado y corazon, sugiriendo la posibilidad de mecanismos de persistencia y el
desarrollo de la inmunotolerancia en los lechones (West, et al., 1999; Harms, et
al., 1999, Jolie, et al., 2000; Harding, et al., 2004). Sin embargo el CVP;
asociado a la enfermedad reproductiva en condiciones de campo es poco
frecuente (Pensaert, et al., 2004). Las lesiones causadas son congestion
pasiva hepatica e hipertrofia cardiaca y areas multifocales con decoloracién del
miocardio. La lesidn microscopica principal corresponde a una miocarditis

fibrosa (West, et al., 1999).

j) Diagnéstico del CVP, y SEMP
El diagndstico se basa en tres criterios:

1. Signos clinicos

2. Presencia de las lesiones histopatoldgicas.

3. Determinacion del CVP; en los érganos linfoides (Harding, et al., 1998;

Sorden, et al., 2000).

Existen diversas técnicas para el diagndstico de la infeccion por CVP,, por
lo que es importante resaltar que la deteccion del virus no es equivalente a la
existencia de SEMP. Estudios epidemiolégicos realizados en Francia, UK vy

Espafia, han demostrado que es posible encontrar numerosas granjas porcinas

18



con un alto porcentaje de animales con virus y/o anticuerpos contra CVP; sin
evidencia de signos clinicos o lesiones. Por ello, la interpretacion de resultados
de diagndstico deben ser evaluados cuidadosamente, ya que ni la presencia de
virus en sangre o/y o6rganos linfoides, ni la presencia de anticuerpos especificos
contra CVP; es indicativo de la presencia del SEMP. En todos los casos el
diagnostico definitivo sobre la presencia o no SEMP esta relacionada con los

tres criterios (Aguero, et al., 2000; Segalés, et al., 2005b; Tanja, et al., 2007).

Inmunohistoquimica (IH)

La IH es la prueba donde se utiliza un anticuerpo monoclonal o policlonal
para detectar el antigeno del CVP; en tejidos fijados en formol e incluidos en
parafina (Rosell, et al., 1999; Segalés, et al., 2004 y 2005; McNeilly, et al.,

1999; Allan, et al., 2000).

Hibridacién in situ (HIS)

Es la prueba que se realiza para la deteccién de acido nucléico del CVP»,
en secciones de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina. La HIS
permite detectar la ubicacién de acido nucleico viral dentro de la célula y su
distribucion en los tejidos, asi como correlacionar las lesiones microscépicas
observadas con la presencia de CVP, (Rosell, et al., 2000b; Segalés, et al.,
2004). Utilizando sondas de DNA especificas que hibridan con fragmentos de
genoma presentes en muestras sospechosas de CVP,. La sonda normalmente
lleva una molécula diana anclada, que posteriormente es reconocida por un
anticuerpo monoclonal especifico conjugado con una enzima (Allan, et al.,

1998; Rosell, et al., 2000a; Choi, et al., 1999).
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Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR multiple permite la deteccidén simultanea y la caracterizacion del
CVP; y CVP, en una sola reaccibn de PCR, se amplifican productos
especificos de 703 pb del ORF1, a partir del DNA del CVP, (Carrera, et al.,
2012; Fort, et al., 2007; Liu, et al., 2006; Rovira, et al., 2002). Los genomas
determinados también pueden ser secuenciados mediante la utilizacion de la
técnica de poliformismo de longitud de un fragmento de restriccion (RFLP), es
posible la caracterizacién y la clasificacién de cada CVP en estudio (Segalés, et

al., 2005b; Fenaux, et al., 2000; Hamel, et al., 2000; Aguero, et al., 2000;).

Microscopia Electrénica (ME)

Técnica de uso ocasional en el diagnostico del CVP;, debido a que solo
permite evidenciar la presencia de particulas viricas compatibles
morfolégicamente con el CVP, mediante tincion negativa (Ellis, et al., 1998;

Kiupel, et al., 1998).

Aislamiento viral

El aislamiento de CVP, se realiza por inoculacién de macerados de
muestras sospechosas sobre lineas celulares sensibles, células de rindn de
cerdo (PK15), células de testiculo de cerdo (ST); aunque también es posible su
replicacion en otras lineas como las células epiteliales de mono verde africano
(VERO) y células de rifidn de canino Madin-Darby (MDCK). El tratamiento de
las células infectadas con glucosamina es importante para lograr una adecuada
replicacion del CVP.. Al no producir efecto citopatico, la replicacion viral se

observa mediante el empleo de técnicas de deteccion viral, IH,
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Inmunofluorescencia (IF) o PCR (Aguero, et al., 2000; Segalés, et al., 2005b;

Liu, et al., 2006).

Deteccion de anticuerpos contra CVP;

Algunas técnicas para la deteccion de anticuerpos especificos contra CVPy,
la técnica de inmunoperoxidasa en monocapa de células (IPMA) se lleva a
cabo con la infeccién de un cultivo celular con CVP; y la adicién de un
anticuerpo monoclonal especifico que actia como reactivo competitivo,
inmunofluorescencia indirecta e inmuno ensayos ligados a enzimas indirectas
(ELISA) donde se emplea como antigeno una proteina de la capside (ORF2)
del CVP; y ELISA de competencia utiliza un anticuerpo monoclonal especifico
que actua como reactivo competitivo (Rodriguez-Arrioja, et al.,, 2000;

Nawagitgul, et al., 2002; Fort, et al., 2007; Chevez, et al., 2012).

k) Control y prevencion

Se considera que la infeccion por CVP, ocurre de forma subclinica en el
100% de los cerdos en destete y engorda. Ya que es una enfermedad
multifactorial en el que intervienen agentes infecciosos (bacterianos y virales) y
otros factores no infecciosos. El éxito del tratamiento y control de las
enfermedades asociadas al CVP, se ha centrado principalmente en asegurar
practicas que reduzcan en minimo de estrés, en la eliminacién de coinfecciones
y reducir al minimo su efecto (Guillermo, y col., 2009). Un plan de control de 20
puntos fue propuesto por Francois Madec en el afo 2000, para reducir al
minimo el impacto del SEMP en los cerdos de granjas porcinas afectados

severamente (Madec, et al., 2000; Guillermo, y col., 2009).
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Son un grupo de 20 medidas perfectamente aplicadas a la mayoria de
granjas que cursan con los procesos clinicos del SEMP, independientemente
de la causa que lo provoca. El plan seria el siguiente; Aplicar estas medidas en
las Unidades de pie de cria, Unidades de destete y Unidades de crecimiento y
finalizacion. Ademas, se debe considerar un buen programa de vacunacion;
(Madec, et al.,, 2000). También es recomendable el uso de desinfectantes

eficaces en los edificios y vehiculos de transporte (Royer, et al., 2001).

Vacunas disponibles contra CVP;

En la actualidad existen diferentes vacunas comerciales que han utilizado la
proteina Cap por su capacidad inmunogénica como: a) vacunas recombinantes
que utilizan un baculovirus inactivado, actuando como vector para expresar la
proteina Cap; estas vacunas son recomendadas para su uso en lechones y
cerdos en crecimiento (Blanchard, et al., 2003; Progranichniy, et al., 2004), b)
vacuna a base de virus inactivado, recomendada para su uso en hembras
gestantes. En términos generales todas las vacunas han permitido la
proteccién de los cerdos por inmunidad activa, han sido capaces de disminuir la
mortalidad y aumentar la ganancia de peso.

Algunas investigaciones han sugerido un posible efecto de las lineas
genéticas sobre la susceptibilidad al CVP,, especialmente relacionadas con
lineas de machos. Han descubierto mayor susceptibilidad en lineas de tipo

Landrace al compararlos con Duroc o Large-White (Opriessning, et al., 2004a).
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l) OBJETIVO GENERAL

Evaluar una vacuna subunitaria inactivada que contiene la proteina ORF2 del
CVP,, verificando que se cumpla con las especificaciones para prevencion y

control de la enfermedad.

m) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar de acuerdo a lo establecido las pruebas de pH y esterilidad.

2. Efectuar la prueba de seguridad en cerdos y cobayos.

3. Evaluar la inmunogenicidad por la prueba de ELISA.
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CAPITULO 2. MATERIAL Y METODOS

1) Descripcién de la Vacuna

Es una vacuna subunitaria inactivada contiene la proteina ORF2 del CVP;
como antigeno con adyuvante oleoso, para su uso en cerdos destetados en
dosis de 2 mL intramuscular en la tabla del cuello.

La constatacion fue realizada en el Centro Nacional de Servicios de
Diagnéstico en Salud Animal (CENASA), organismo del Sistema Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, ubicado en el Km 37.5 de la
carretera México-Pachuca libre, en Santa Ana Tecamac, Estado de México; las
caracteristicas de calidad requeridas para su uso, se verificaron al realizar las
pruebas fisicas y biolégicas en el departamento de vacunas y reactivos, con el
protocolo de control de calidad de las pruebas del laboratorio productor, lo
establecido por la NOM-063-ZO0-1999 “Especificaciones que deben de
cumplir los biolégicos empleados en la prevenciéon y control de enfermedades
que afecta a los animales domésticos” y el Cédigo Federal de Regulaciones de

los Estados Unidos de América (CFR).

2) Prueba de pH

El pH (potencial de hidrogeno) es una medida de acidez o alcalinidad de
una disolucion. El pH indica la concentracion de hidrogeniones [H3O"]
presentes en determinadas sustancias. Se requiere la determinaciéon de pH

para su estabilidad durante su vigencia.
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PROCEDIMIENTO

- Efectuar la determinacion a 20°C + 2°C

- Enjuagar el electrodo del potenciometro en un vaso de precipitado Pirex de
50 mL con agua destilada, dejando que escurra el agua y secar con papel
absorbente el exceso.

- Verificar el pH con soluciones estandares 4 - 7 y 9.

- Sumergir el electrodo en el vaso de precipitado Pirex de 50 mL que contiene
la vacuna.

- El procedimiento se realiza por duplicado.

- Registrar la lectura de pH de la vacuna.

Interpretacion de resultados: Se considera satisfactorio cuando cumpla con
las especificaciones marcadas (6.0-7.5) e insatisfactorios cuando estén fuera

del rango permisible.

3) Prueba de esterilidad
Consiste en determinar que la vacuna se encuentra libre de

microorganismos contaminantes.

PROCEDIMIENTO

- Desinfectar el frasco de la vacuna con alcohol al 70%.

- Extraer el liquido del envase con una jeringa estéril, y transferir
asépticamente el volumen especificado (ver Cuadro 2) a cada medio de

cultivo.
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- Los tubos y cajas de medio de cultivo se incuban en una incubadora
bacteriolégica a 37°C y 22°C + 2°C. Se incluyen medios de cultivo que
seran el control negativo de la prueba, incubandose durante 14 dias a 37°C.

- Para la determinacién de micoplasmas, se requiere incubacion con COs,,

durante 28 dias a 37°C, en medios sélidos y liquidos.

Cuadro No. 1. Medios de cultivo, temperaturas e indculos para la prueba
de esterilidad.

CANTIDAD
DE . .
MEDIOS INOCULO Aeg’;%'gs's Aerz"zt%'(‘:’s's DURACION
A (DIAS)
PROBAR
1mL 1 tubo 1 tubo
GALDO TIOGLICOLATO 2 mL 1 tubo 1 tubo 14
0mL 1 tubo 1 tubo
CALDO SOYA TRIPTICASEINA 1mL 1 tubo 1 tubo 14
Control 0mL No 1 tubo
AGAR NUTRITIVO 0.2 mL 1 caja No 14
Control 0 mL 1 caja
AGAR SABOREAUD 0.2 mL N 1 caja
o . 14
Control 0 mL 1 caja
GELOSA SANGRE 0.2 mL 1 caja No 14
Control 0 mL 1 caja
Micoplasmas Liquido Medio 20 ul 1 tubo
No 28
Frey 0 pl 1 tubo
Micoplasmas Soélido Medio 20 pl 1 caja No 8
Hayflick Control 0l 1 caja

Lectura de la prueba
- Serequieren 14 y 28 dias de observacion, registrando los hallazgos.
- Cualquier cambio por presencia de contaminacion, requiere de una
resiembra hasta su aislamiento e identificacion.
Interpretacion de resultados
Si no se observa turbidez, ni crecimiento de contaminantes al término del
periodo de incubacion, se considerara que el producto cumple

satisfactoriamente la prueba.
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4) Animales
Se utilizaron 17 cerdas hibridas (Y x L) de 4 semanas de edad libres de

anticuerpos contra CVP2 y 2 cobayos de 250 gr de la cepa Hartley albina.

5) Prueba de seguridad

Se determind realizar la prueba en 2 cerdas aplicando 2 dosis (2 mL) de la
vacuna por via intramuscular en dos sitios distintos (tabla del cuello), se realiza
de manera paralela la prueba en 2 cobayos hembras inoculando una con 2 mL
por via subcutanea. Los cerdos se observaron diariamente durante 21 dias
para descartar alguna reaccién adversa contra la vacuna. Se tomaron
diariamente las temperaturas rectales de cada uno durante el periodo de

observacion y se llevo a cabo la inspeccion clinica de cada uno de ellos.

6) Prueba de imunogenicidad

Esta prueba se realizé en 15 cerdas hibridas de 4 semanas susceptibles,
libres de anticuerpos especificos contra CVP, de los cuales 10 se inocularon 2
mL por via intramuscular en la tabla del cuello y 5 cerdas se dejaron como
controles.

Se midio la respuesta serologica obteniendo una muestra sanguinea al dia
0 y alos 14 y 28 dias post-vacunacion, midiendo la inmunogenicidad con la
prueba de ELISA (kit SERELISA PCV,; Ab Mono Blocking SYNBIOTICS Lote

No. 11 SCIRCO 134).
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PROCEDIMIENTO

Pasos preliminares

Cuidadosamente configurar la distribucién y la identificaciéon de los controles y

sueros.

Para la preparacion de los sueros, se realizan diluciones logaritmicas base 10

(-1 y —-2) en tubos de ensayo, de manera individual en el diluyente de la

muestra (SD).

Procedimiento de la prueba

- Distribucion de los sueros testigos: agitar los frascos, con una
micropipeta unicanal (20-200 pl Lapnet) afadir 100 ul de control negativo

(NC) a los pocillos A1, A2 y A3 y 100 pl de control positivo (PC) a los

pocillos B1, B2 y B3.

- Distribuciéon de los sueros: Tomar 100 pl de cada suero diluido 1/100 y
depositarlo en los pocillos, de la siguiente manera; suero No. 1 depositarlo

en los pozos C1 y C2 (cada suero sera probado por duplicado), y asi

sucesivamente hasta llegar al ultimo suero (ver Cuadro 3).

Cuadro No. 2. Distribucion de sueros en microplaca

1
NC
NP
S1
S2
S3
S4
S5
S6

I G Mmoo w>

Clave: CN: Control Negativo

2
NC
NP
S1
S2
S3
S4
S5
S6

CP: Control Positivo
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3
NC
NP
S7
S8
S9

S10
S11
S12

4
S7
S8
S9

S10

S11

S12

S13

S14

S: Suero

5
S13
S14
S15
S15

Vacio

Vacio
Vacio

Vacio



Incubacién de los sueros y de los testigos

Cubrir las microplacas con el film adhesivo

- Agitar las microplacas durante un minuto en un agitador para microplacas
(Micro Mixer).

- Incubar las microplacas durante 1 hora £ 5 mina 37 £ 3°C.

- Diluir la solucién concentrada de lavado (W) 1/10 de agua destilada (1.6 mL
Wy 14.4 mL de agua destilada por placa)

- Retirar con cuidado el film adhesivo y lavar 4 veces con una micropipeta

multicanal (20- 200 ul Labnet).

Adicion del conjugado: diluir el diluyente concentrado (CJ) 1/100 en el

diluyente del conjugado (CD) (0.4 mL CJ y 3.7 mL CD por placa).

- Con una micropipeta multicanal anadir 100 ul de solucién conjugada a todos
los pocillos y cubrir la microplaca con un nuevo film.

- Incubar las microplacas durante 1 hora £ 5 min a 37 £ 3°C.

- Retirar el film con cuidado y lavar 4 veces con W.

Revelado

- Anadir 100 pl del substrato de peroxidasa tamponada (PS) por pocillo.
- Agitar las microplacas durante un minuto en un agitador para microplacas.
- Incubar las microplacas durante 30 min + 5 min a 23 + 5°C protegidas de la

luz.
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- Anadir 50 pl de solucién detencién (S) por pocillo.
- Agitar las microplacas durante un minuto
- Decantar la solucién S y secar con una toalla de papel absorbente.

Medicion de la Densidad Optica

Medir con un espectrofotometro (Biotek) la densidad o6ptica (DO) bi-

cromaticamente a 450 y 630 nm.

Se considera como suero negativo a anticuerpos contra CVP, con una

DO 2 0.800 y positivo a anticuerpos contra CVP, con una DO < 0.500.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

1) Prueba de pH

Se obtuvo un promedio de 6.5, siendo este SATISFACTORIO.

2) Prueba de esterilidad

Fue SATISFACTORIA, ya que no se observd cambio de color ni

crecimiento de bacterias, hongos y micoplasmas, durante los 28 dias de

incubacioén (ver Cuadro 4 y 5), de acuerdo a lo establecido en la farmacopea de

los Estados Unidos Mexicanos 82, Ediciéon. 2004.

3) Prueba de seguridad

Reportdndose como SATISFACTORIA, al no causar reacciones adversas

en sitio de aplicacién en los cerdos y cobayos, siendo inocua y segura para su

uso (ver Cuadro 6), de acuerdo a lo establecido en el CFR 2006, 113.33 y

113.38.
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Cuadro No. 3. Prueba de esterilidad.

Duracion de la prueba 14 dias

DIAS DE OBSERVACION

MEDIO | INOCULACION | TEMPERATURA | 1 | 2 | 3 [ 4 [ 5 [ 6 | 7 [ 8 |9 [10 |11 [12]| 13| 1
CALDO 1l 37C
TIOGLICOLATO 2 ml 2200 SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC
CONTROL
CALDO SOYA
TRIPTICASEINA 1 ml 22°C SIC| SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|[SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC
CONTROL
AGAR
SABOUREAUD Asada 22°C SIC|SIC| SIC|SIC|SIC|SIC| SIC| SIC|SIC|SIC|SIC|SIC| SIC| SIC
CONTROL
AGAR
NUTRITIVO Asada 3rc SIC| SIC|SIC|[SIC|[SIC|SIC|SIC|SIC|SIC[SIC|SIC|SIC|SIC|SIC
CONTROL
GELOSA
SANGRE Asada 3rC SIC|SIC| SIC|SIC|[SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC|SIC
CONTROL
Eg’g’rﬁﬂl DE NA IC sic| sic| sic| sic| sic|sic| sic| sic|sic|sic|sic|sic|sic|sic
Clave: $/C= Sin Contaminacion NA= No Aplica

Resultado: Satisfactorio
Referencia técnica: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 8¢, Edicion. 2004
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Cuadro No. 4. Prueba de esterilidad para Mycoplasma spp.

Duracién de la prueba: 28 dias
Inoculacion: 20

Incubacion; 22°C

DiAS DE OBSERVACION

MEDIOS | 1|2 |3 | 4|56 | 7|8 91011 12{131415 16171819

2

2

Pl

25

2%

i

28

HAYFLICK | sic| sic| S/iC | S/IC| S/C| S/C| S/C| S/C| SIC| SIC| SiC| S/C| 8/C| Sic| SiC| SiC| Sic| Sic| SiC

SIC

SiC

siC

siC

sic

SiC

siC

siC

SiC

FREY 5IC| S/C | S/C| SIC| S/C| S/C| SIC| S/C| SIC| SIC| SIC| SIC| SIC| S/C| SIC| SIC| SIC| SIC| SIC

SIC

SiC

siC

siC

sic

SiC

siC

siC

SiC

CONTROL | sic| s/iC| S/C| SIC| S/IC| S/C| S/C| S/C| SIC| SIC| SiC| S/iC| 8iC| Sic| SiC| SiC| Sic| Sic| Sic

SIC

SiC

siC

siC

sic

SiC

siC

siC

SiC

Clave: $/C=Sin Contaminacion
Resultado= Satisfactorio
Referancia técnica: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 82, Edicion. 2004

33



Duracion de la prueba: 21 dias

DIAS DE OBSERVACION

No. de
Animal

18

19

20

21

Porcino16 | S | §| S| S| & | 5|8 8§

Porcino17 | $ | S| S| S| S| S |5 | S

Cobayo1 | S| §| S| S| S |5 |8 8§

Cobayo2 | S | S| S| S| 5|8 |88

Duracion de la prueha: 21 dias
Clave: §:Sano M: Muerto
Referenciatécnica: 9 CFR 2006 113.14-113.38

E: Enfermo
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4) Prueba de inmunogenicidad

En esta prueba la vacuna tuvo un 80% de seroconversion en los cerdos

inmunizados con 2 mL en la tabla del cuello con una revacunacion a los 15 dias

identificados con los numeros 6 al 15 y 0% de seroconversion para los cerdos

controles identificados con los numeros 1 al 5 (ver Cuadro 6).

Obteniendo datos cualitativos por la prueba serolégica de ELISA para la

deteccion de anticuerpos contra CVP; (ver Cuadro 7).

Cuadro No. 6. Resultados generales de la prueba de ELISA

GRUPO | ARETE | PREVACUNALES | 15VACUNAL 15 REVACUNA
Dia 0 Dia 14 Dia 28
1 - - -
2 - - -
Controles

CVP, 3 - B B

4 _ - -

5 _ - -

6 - + +

7 - + +

8 + + -

9 - + +

Vacunados 10 - * *
CVP, 11 - + +

12 + + -

13 - + +

14 - + +

15 - + +

CLAVE: +: Anticuerpos =: Anticuerpos

+: Anticuerpos maternales
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Cuadro No. 7. Resultados de las Densidades Opticas

PREVACUNALES | 15 POSVACUNAL 1° | 15 POSVACUNAL 2
GRUPO ARETE
17/01/12 31/01/12 14/02/12
1 0.849 0.832 0.800
2 1.24 1.635 1.927
Controles 56 5
CVP, 3 0.834 . .
4 1.413 1.801 1.87
5 1.543 1.677 1.856
6 0.906 0.396 0.500
7 0.885 0.500 0.485
8 0.372 0.451 0.808
9 0.819 0.423 0.496
4 4
Vacunados 10 0.859 0.486 0.403
CVP, 1 1.2 0.426 0.485
12 0.405 0.415 0.861
13 0.823 0.409 0.500
14 1.07 0.5 0.447
15 0.860 0.422 0.482
Control — 2.07 1.719 1.969
Validacion ’
Control + 0.275 0.271 0.296
Validacion

La prueba se valida con los siguientes resultados del ensayo
La DO del control negativo (N) debe ser = 0.800 y
La DO del control Positivo (P) debe ser < 0.500.
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CAPITULO 4. DISCUSION

La circovirosis se ha convertido en una enfermedad grave de los cerdos a
nivel mundial, por lo que existe la necesidad urgente para el desarrollo de
vacunas contra la enfermedad. Para llevar a cabo su autorizacion y uso, las
vacunas contra CVP, deben llevar a cabo un proceso de constatacion para
obtener su registro, y México no es la excepcidn. Para la prevencion y control
del SEMP (PMWS), las vacunas no estan incluidas en la normatividad
mexicana vigente y su evaluacion se lleva a cabo de acuerdo al CFR 113.33-
113.38 2006"" y los protocolos del laboratorio productor. Sin embargo, no se
tiene acceso a estudios similares al que aqui llevamos a cabo, que pudieran

servir de punto de comparacion con los resultados obtenidos.

Las vacunas contra CVP; estan elaboradas a partir de ingenieria genética,
algunas son de virus quimérico inactivado, otras son vacunas recombinantes y
otras son a base de virus inactivado (Blanchard et al., 2003; Progranichniy et
al., 2004). En este estudio se decidio llevar a cabo la evaluacién de la vacuna
recombinante subunitaria por tener caracteristicas de importancia econémica e
inmunogénica para los productores de cerdos, siendo el principal objetivo

evaluar su inmunogenicidad.

En este modelo experimental los resultados obtenidos coinciden con
algunos autores quienes demostraron que la vacuna tuvo éxito al no inducir
signos clinicos de SEMP en ninguno de los cerdos inmunizados, la temperatura

rectal se encontraba dentro del rango normal (38.5°C 39.2°C), no hubo
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diferencias en su condicion fisica general durante toda la prueba,
observandose homogeneidad en su crecimiento y peso, a diferencia de otros
estudios donde se revela que se produce una reaccion sistémica y vomito,
después de la inmunizacion (Petrini, et al., 2012; Lépez, et al., 2012; Joisel, et

al., 2012; Ubeda, 2010).

Estudios de campo demuestran que antes del desafio con una cepa de
campo, ninguno de los cerdos vacunados y los cerdos no vacunados
desarrollaron viremia. Posterior al desafio la deteccién de viremia y la excrecion
viral (hisopos nasales y heces) en cerdos no vacunados fue positiva al dia 6, 13
y 20 Pl por RT-PCR. Se demuestra que la vacuna es capaz de prevenir la
viremia en los animales vacunados, sin importar la cepa de desafio, en
contraste, no se pudo evitar por completo la excrecion viral nasal y en heces,
aunque hubo una reduccién de la excrecion, en los animales vacunados contra

los no vacunados (Fort, et al., 2008).

Asimismo, los resultados de este estudio se asemejan a los de otros
autores, en los que se reporta que aplicando la vacuna subunitaria inactivada a
cerdos de 4 semanas de edad, se logré una seroconversion del 80%, utilizando
la prueba de ELISA y sin seroconversion en las muestras de los cerdos control;
el otro 20% se comporté diferente al dar resultados positivos durante la
prevacunaciéon debido a trazas de anticuerpos maternales, posterior a la
revacunacion se obtienen resultados negativos a causa de factores propios del

cerdos (Petrini et al., 2012; Deguchi et al., 2012; O Neill., 2011; Ubeda., 2010).
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Estudios donde se evalud la vacuna frente a un desafio con cepas de
diferente origen geogréfico, indican que la vacuna puede ser igual de efectiva
contra diferentes cepas de desafio del CVP;, genotipos a, b y ¢, obteniendo

titulos de anticuerpos mediante la prueba de IPMC (Fort, et al., 2008).

Esta vacuna fue inocua y segura al no inducir ninguna reaccién negativa
local y sistémica, al aplicar el doble de la dosis de la vacuna en cerdos y
cobayos. Estos resultados son similares a los reportados por Petrini et al.,

2012; Deguchi et al., 2012; CFR 113.33- 113.38 2006; Alexander et al., 2010.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

La constatacion de la vacuna subunitaria inactivada que contiene la
proteina ORF2 del CVP, logré ser segura e inocua, ademas de generar una
seroconversion del 80% y contar con las especificaciones que la hacen eficaz

para su uso en cerdos y prevenir la Circovirosis.

Después de la aplicacion de la vacuna las reacciones fueron favorables
para cada uno de los cerdos, no presentaron efectos adversos para su salud, y

no se observo reaccion en el sitio de inmunizacion.

En cuanto a las pruebas de control de calidad para la vacuna, se pudo
comprobar que si cumple con cada una de las especificaciones requeridas para

su registro en México.

La vacuna constatada contra el CVP; resultd inmunogénica para los
cerdos, se puede sugerir que la vacuna puede ser util para infecciones de

control CVP; en de manera individual y de poblacion.

Existen diferentes marcas comerciales de kits de ELISA utilizados para la
constatacion de las vacunas contra CVP,, sin embargo, no se ha llevado a
cabo un estudio comparativo donde se demuestre la sensibilidad y
especificidad de dichos kits, a pesar de esto no deberia ser la prueba de ELISA

quien determine el registro o rechazo de las vacunas contra CVP,, ya que por
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ser una prueba cualitativa no se obtienen datos suficientes. Para verificar que
se genera una buena inmunidad protectora ante un desafio, obteniendo

resultados confiables.

En México, aun no se cuenta con una prueba seroldgica cuantitativa como
la suero neutralizacion por interferencia viral, que ayude a la deteccion y
cuantificaciéon de anticuerpos, que se generan durante la utilizacién de las
vacunas. Asimismo, se necesitan llevar a cabo estudios comparativos de

sensibilidad y especificidad con otras pruebas como ELISA e IPMC.

Para la prevenciéon y control del CVP, no se deben limitar los recursos:
Materiales, humanos y financieros ya que se recomienda que las
constataciones de todos y cada uno de los lotes de las vacunas contra CVPy,
producidos por laboratorios nacionales y extranjeros, se lleven a cabo para

verificar que cumplan con los estandares de calidad y garantizar su eficacia.
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