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RESUMEN

ESPINOSA GONZALEZ MARIQ ENRIQUE. Evaiuacion de fa Vacunacidon contra el Vinus de la
Enfermedad de Aujeszky con el Use de Dos Moduladores larmunolégicos {bajo la direccidn de: MVZ

Gabrieta Catzada Nova, MVZ Carmen Mercado Garciay MVZ Men € Rosalba Carrean Napoles).

Se evalud la respuesta inmune de 23 cerdos con el uso de dos moduladores inmunolégicos, Se verificd que los
cerdos estuvieran libres de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA). En esie trabajo
se valord temperatura, peso y titulo de anticuerpos por seroneutralizacion, v al sacrificio se determind ct
porcentaje de dafio pulmonar y se inientd &l aislamiento def VEA. Los cerdos se dividieron en cinco grupos:
al grupo I se le aplicd una vacuna inactivada, at grupo il una vacuna atenvada, a! grupo Il la vacuna
inactivada méas Factor de Transterencia, al grupo 1V iz vacuna inactivada miés Parapoxvirus ORF wepa 17071
(Baypamun de laboratorios Bayer), y el grupo V recibi6 un placebo. Se aplicaron tos inmunomoduiadores dos
dias antes de la primera vacunacion. La segunda vacusacion se realizé 15 dias después. Los cinco grupos
fueron desafiados con [a cepa Shape del VEA. Con base en los resultados s confirma que !a vacuna gE evita
ia propagacion del VEA en el sistema nervioso. Los cerdos que recibieron ta vacuna inactivada con o sin
inmunomodutador (grupos 1. 11 y IV) no presentaron fiebre ¢n ninguna de las evaluaciones y el grupo it
presentd un corto periodo de fiebre. El grupo 1H presentd signos moderados y menos lesioties pulmonares que
el sesto de los grupos. En la serclogia no s¢ encontrd diferencia entre los grupos vacunados con o sin
inmounomodulador. E! resultado mds relevante de este trabajo es el aislamiento viral negativo de muestras de
tejido puimonar del grupo TI, micniras que en los grupos restantes los aislamientos resuitaron positivos. Se
confinma que al utilizar la vacuna atenuada se observaron mejores resutados que con la vacuna inactivada al
obtener en la primera mayor pesa y menores lesiones en los pulmones que en el resto de los grupes. Se puede
conchuir que e uso de inmunomoduladores, principalmente el Factor de Transferencia, disminuye la

presentacion de signos clinicos y activa en forma eficaz la inmunidad mediada por céhulas,



INTRODUCCION.

HISTORIA.

La enfermedad de Aujeszky (EA), fue descrita por vez primera en los Estados Unidos de América (EUA)en
1813. en ¢l ganado bovino. Ei término pseudorrabia se utilizo por vez primera en Suiza en el afie de 1849
debido a que los signos clinicos en el garado eran similares 2 los de la eabia En 1902 en Hungria. Aujeszky
establecid al agente causal como no bacteriano.! En 1910 Shmiedofer confirmé su origen viral® y en 1931
Shope probd que la "comezon joca” que padecian los bovines de fowa, EUA, era en realidad Ja EA. En
1934 Sabin y Wright identificaron que el VEA estd relacionado inmunoldgicamente a los vins Herpes Simple
tipo 1 y Herpes B. '

En México, ja EA fue identificada en 1945 por Batchold en bovinos. Posteriormente Ramirez v Tellez
observaron ajgunos casos en la mistea especie en Guanajuato.™® Ef primer caso informado en cerdos fue en
La Piedad, Michoacin en 1969 por Martelt y cols.. quienes realizaron tambicn el aistamiento y ia
identificacion serologica del VEA™®

La EA cs un padecimiento allamente conlagioso que se cagacteriza por presentar signos respiratorios y
nerviosos asociados a un aumento de la iemperatura corporal ¥ muene de los animales jovenes. La infeccion
en animales adultos puede ser inaparente o estar asociada con fa presencia de lcchones parides muertos.
momificados y abertos.””**

L.0s signos clinicos dependen de Ja cepa del virus, la dosis infectante ¥ Ia coad de los cerdos afectados, asi
como de su estado inmunitario.™® Tipicamente tos primeros signos son fiebre, anorexia. 105, pelo reseco.
ataxia y convulsiones.' La presentacidn de eslos signos es mds frecuente micntras menos edad tengan los
animales. En lechones de dos semanas de edad Ja morbilidad y mortalidad son del 100%. Cuando tienen 3-4
semtanas la tasa de morbilidad disminuye ai 80% y la monalidad al 40-60%, mientras que en cerdos de
crectmiento v engorda disminuyen hasta un 10-20% y 5-10% respectivamente. Los animales det pie de tria
son menos propensos 8 padecer Ja enfermedad pero pueden quedar como portadores sanos diseminande ¢l
virus. "' La infeccion con el virus de la EA (VEA) ocurte a través de ingestion o inhalacién. Ef virus se
establece en la nasofaringe donde inicia su replicacidn. tnvade putnones y los macrdfagos alveofares. lo cual
permite el crecimiento de gérmencs secundarios. El VEA puede infectar el sistema nervieso ceniral

provocando signos de moderados a severgs.'?



CARACTERISTICAS DEL VIRUS.

El VEA esta clasificado como Herpesvirus suis (. pertencce a la familia Herpesviridac, subfamilia
alfaherpesvirinae. 1a cual se caracteriza por {ener una amplia gana de hospederos v provocar efecto citopitico
como formacion de sincitios v redondeamiemo cefular en una gran variedad de cultivos celulares.
Serologicamente se conace sdta ua tipo." '+

E! VEA posee covoltura en forma icosaédrica v su genoma ¢s de ADN. El wmafio varia de 150 a 150
nanéineires de dismetro. EI VEA es sensible a sofventes de los lipidas come tos detergentes. cuaternarios de
amonio. asi como a urea, cloro, formalina y también a enzimas como la tripsira. La heparina impide su
adsorcién a las células por io que fas muestias sanguineas ne deben comtener este producto. El virus ¢s
inactivado por los raves X y por la luz uliraviolera.'® Posee siete plicoproteinas que se pueden clasificar como
esenciales, gB. gD, gL. gH que son indispensables para ta tofectividad del virus y las glicoproteinas gE. gC.
gl ias cuales no son csenciales para su replicacidn en cultivo celuiar. otra glicoproteina no esencial es la gG
que no estd presenie en ek viridn pero es seeretada por lis células tnfectadas.’

EPIDEMIOLOGIA.

La EA presenta distribucion mundiol. sc encuentra en la mayosia de los paises de Europa. rmbién se ha

v Oceania, En América estd muy difundida. principalmente en

sefiplado su presencia cn Africa. Asia
Argentina. Brasil. Colombia. Cuba, EUA. Guatemals, Venczuela y México. ™'

£1 VEA tienc un gran nimero de hospederos los cuales mucren despuds de la infeccion. con la excepeion del
cerdo adulto, ¢l cual sobrevive, ¥ por o tanto, es ¢l principal eslabon para mantener la cadena de infeecion. '’
En animales domésiicos la infeccién natural se presenta en bovinos. caprines. ovinos, caninos v fetinos.|
También s¢ presenta en animales sitvestres como ligbre, congjo saivaje. marta. hurdn, venado. ciervo, puerca
espin. mofeta, oso potar. chacal. leopardo. rata ¥ ratén. No sc ha informado de a infeccion natural en caballos
v aves. sin embargo. experimentalments la infeccién en estos animales es posible si se adininisiran grandes
cantidades de virus.

El ombre es considerado no susceptible al VEA. asi comno, el monoe Grivet, Rhesus v ¢l macaco. pero no asi
en ¢t chimpancé. Con respecto a los animales de Jaboraiorio el congjo es uno de los mas susceptibles. Las

ratas y los ratongs de un dia de edad son altamente susceptibics, y la resistencta anmenia con la edad. "’

En México desde 1969 se tiene la primem evidencia del VEA en cerdos y no es hasta 1992 que se plantea fa
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necesidad de iniciar una Campaiia Nacional contra la EA. En 1994 sz publica la rorma oftcial NOMAW?-
Z00-1994, que consta de cinco niveles: control con evidencia. control. escasa prevalencra, erradicacion y
libre.

INMUNIDAD.

Con urt virus de campo de 1a EA los cerdos desarroilan anticuerpos especificos que son detcclados en suere a
los seis dias post-infeccion (PT). Primero aparece fa IgM. 4 los 6 u 8 dias aparece lgA seguida de 1g0. En el
sucro las 1gM e 1gG son capaces de meutializar al VEA junte con la accién del complemenio. Las
inmunoglobulinas igM ¢ IgA se pueden enconirar et distintas secreciones, saliva. idgrimas y fluides
palmenares por un periodo de 6 3 10 dias Pl v se pueden detectar hasta por tres ineses. No hay una proteccidn
complela en Ia mucosa ya que no existe una fuerte respuesta de memoria de IgA,”

El VEA puede mantenersc latente dentro de las células sin destruirlas. Este origina que no haya wna
manifestacién aparenie de la enfermedad. Ante esta situacién, el sisiema inmune puede controfar fa infeccion
pero no climinarla y e virus permanece en los cerdos de por vida."

Aungue fa respuesta humoral sea eficaz contra algunos agentes INvasores €s posible fque no sca tan eficaz
contra algunos otros, principalmente contra los patogenos ntracefularcs como Jos virus. Cuando 2| sistema
isnune es estimulado per la presencia de un antigeno. un ipo de respucsta inmune os mas dogunante que la
otra.” En el case de la influenza porcina los anticucrpos san 1os que coptrolan la infeccion, mientras queen ki
EA la inmunidad tnediada por células es la mis jmpcu‘tanu:.El Una predominante respucsta lumoral centra
vinis citopdticos padria no ser suficientemente protcctora.z" Como en ¢l virus herpes varicela zoster (VZV),
los anticuerpos juegan un papel secundario en comparacion al control que se logra con la inmunidad mediada
por células. La integridad de la rama celular del sisterna inmune es critico para el contral de las enfermedadces
causadas por herpesvirus, 22 {Jn componente de §a respuesta inmune celular es la secrecion de citocinas por 10s
linfocitos T. células NK. macrofagos y células dendriticas principalmente. Una de esas citocinas es ¢l
interferdn gamma { IFN-y 3. El TPN-7 tiene efecto antivital por inhibir la replicacion del virus, sin embargo, su
accién inmunomodiladora €5 mas importante, ya gue induce la actividad de los linfocites T. aumenta la
citatoxicidad. activa a los macrofagos para que sinieticen el factor de necrosis tumoral. ¥ aumenter la
expresion de las moléculas de complejo principal de histocompatibilidad e inhiban su migracién. En linfocitos

B disminuye la produccion de IgE ¥ aumenta ta actividad de tas células NK. El IFN-y producida por células
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NK y linfocitos T CD4 y CD8 positivos. desempefia un papel central en ¢l contral de infecctones por
herpesvirus come el VEA v el HSV-L. v en desarrollo de la inmunidad profectora. Otra citocing que
interviene en el desarrollo de la respuesta inmune es fa interleucina- 12 (IL-12}. La 1L-12 es secretada por
macrofagos principalmente, v es el factor mas importante para ia diferenciacion de célutas T en fas células T
de memoria v efectaras que producen IFN-y. y es capaz de incrementar la actividad citolitica de las células
NK det cerdo ¥

Para la proteccién contra €l VEA existen vacunas de virus inactivado (V1) y vacunas de virus atenuado (VA).
Estas son eficaces en reducir fos signos clinicos y la discminacion del virus dentro de la piara. En México solo
estd awtorizada el uso de VI con delecion de ba gE (gh).""”

Existc una marcada dicotomia entre la respuesta innune humorat y cetular en los dos tipos de vacunas.
Mientras que algunas VI son capaces de inducir ignales o mas allos titulos de anticucrpos neutralizantes que
tas VA, estas ittimas estimulan un gran nfimero de oélulas productoras de [FN-y especifico del virus, Algunos
trabajos indican que Ia respuesta inmune tanto celular como huemoral de los cerdos es regulada do manera
independiente. Las VA contra la EA son mas eficaces que las V1 en generar inmunidad protectara,™

Las VA tienen ln ventaja de que se replican principalmente en cf sitio de aplicacion y en fos ganglios
Hinfiticos regionales y estimulan principalmente fa respucsts inmune wmediada por cétulas. Se ha mencionado
que el virus vacunal se elimina ¢n secrecioncs nasales en niveles moy bajos. quc existe e riesgo de que
revierta su vinsencia v se transmita a mds cerdos o & otra especic.' ' Esta posible reversion de las VA ha
couducido 2 1a mejoria de las Vi.'""

Una forma de mejorar la inmunizacién ¢s con ¢! uso de inmunomoduladores. Desde que se cmplean vacunas
se vienen efectuando estudios v descripciones cientificas de la activacién de los mecanismos de defensa
inespecificos. Al llevar a cabo las primeras vacunaciones contra la virvela y tuberculosis se informé de una
estimulacion de mecanismos de defensa incspecificas. que aparecen simuitineamente con la vacunacion. La
intensa biisqueda de estos inmunomoduladeres llevd a fa identificacidn de una serie de sustancias inducloras.
las cuales se dividen en dos grupos: los obtenidos de microorganismos o plantas y los elaborados de forma
guimico-sintética™ La funcién de éstos es estimular fa respuesta inmune mediada por célutas y modular la
respuesta inmune por anticuerpos. Los inmunomoduladores awmentan la proteccion inespecifica. efiminan la

debilidad inmunoldgica cousada por esirés o medicamentos. Algunos cjemplos son: levamisol, caseinatos.
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interferoncs. poxvirus v parapoxvirus purificades. factor de transferencia.  cilocinag y  algunos
antibibticos *“* Para ¢f presente estudio fueron seleccionados el Baypamun y el factor de transferencia.

Fi Baypamun esta formulado a partir de un aislamniento del Parapoxvirus ovis D-17071 en cubtivos celutares
de riién de bovino inaclivado con beta-propiolactona. Estimula la actividad de polimorfonucleares.
mactafagos. activador de linfocitos asesinos NK, actiia como inductor de interferon, factor de necrosis
numoral. el sistema complemento-opsonina-properding, y Yinfocites-T. 7 También inhibe cl efecto
innmunodepresor de la dexametasona. Se ha wiilizado en ¢f control de enfermedades virales y bacterianas. ent la
activacion precoz del sistena inmune en animales jévenes y en combinacion con ld intunizacion en bovinos.
cerdos. caballos. perros. gatos y peces. =7

El factar de transferencia (FT) descrito por Lawrence en 1954, obtenido a partir de un exiracto dializable de
leucocitos. es capaz de ransferir inmunidad celular de un individuo a otro. El empleo terapéutico del FT se
comenzd a difundir en Ja década de los setentas. > Su caracteristica principal es el bajo peso tmolecular,
menos de 10 000 Daltons, lo cual es sumamente felevante y ademas no conticne sustancias que pudieran
causar efectos indeseables, aun en dosis Tepetidas. como antigenos de histocompatibilidad, antigenos de
grupos sanguineos. proteinas séricas o virus."'* Es allamente vesistenic a enzimas lisosomales. ADNasa.
ARNasa y tripsitra. Tainbién puede ser liofilizado sin dafiar su actividad.”™" £ FT tiene cfectos positivos en
la rehabititacién del sisiema inmune on ratones wradiados. es capaz de inducir respuesta wmune celular,
estimular 1 produccion de ansicuerpos, del factor inhibidor de l2 migracida de macrofagos ¢ IL-1. IL.-2, factor
de necrosis twnoral y en general, normalizar pardmetros inmunold gicos.* e incrementar fos niveles de IFN-y
v de linfocitos CD4+.™ El FT se ha estudiado v aplicade en desordenes de inmunodeficiencra congénita.

enfermedades infecciosas (de etiologia viral, bacteriana, parasitaria o fingica), neoplasicas y autginmunes.”

S gt

En medicina humana se ha empleado en enfermedades cronicas y neoplasicas con resultados variables.
En medicina veterinaria se ha utitizado sobre iodo como modulador inmunologico en algunas enfermedades
como melanoma en ratones. sindrome diatTeico neonatal en becerros, enfermedad de Newcastle en aves ¥
colibacilosis. rinitis atréfica. gastroenteritis transmisible. fichre porcing clasica y enfermedad de Aujeszky en

30.32,35.36.37 38
cerdos. i



La EA es uno de los padecimicntos que causa wmas daiio a la parcicuitura nactonal. Eu la achwbidad existe Ia
Campaia Nacional para el Control ¥ la Erradicacién de la EA. en Ia que se establecen diversas estrategias de
comro! principalmente fa vacunacion.'*'** En afos recientes se ha introducido a fa medicina veterinaria ia
immunoterapia con fos Hamados modificadores de la respuesta bigidgica. Se ha mencionado ia relevancia de
fos moduladores inmunoldgicos en [a regulacion de la respuesta inmune, en general. con resuliados
satisfactorios fanto en medicina veterinaria como en hwmana, va sea coimo terapéutico o como profildctico en
t4 vacunacion al estimufar la respuesta inmune mediada por células y medular la respuesta inmune medida
por anticuerpos. Por ello se fes puede considerar coma una herramienta muy vatiosa para Ja porcicuttura. Por
tal motivo el objetivo de este irabajo es evaluar la respuesta inmunc al utilizar dos inmuncinoduladores ¥

aplicarios simuftdneamente con 1a vacunacida.



MATERIAL Y METODOS

El presente estudio s realizo en ¢l Departamento de Produccion Animat: Cerdos (DPA:C}) conjuniamentc con
el Departamento de Microbiologia ¢ Inmunologia. ambos pertenecientes a la Facultad de Medicima
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Sc utiiizaron 25 cerdos de 5 semanas de edad libres de anticuerpos
contra el VEA. por la técnica de SN. Los cerdos se agruparon aleatoriamente como sigue: (n=3)

Grupo 1. Vacuna inactivada (PRONABIVE).

Grupo 11, Vacuna atenuada (PRONABIVE EXPERIMENTAL}.

Grupo 111, Factor de Transferencia mis vacuna inactivada.

Grupo 1V. Baypamun® mis vacuna inactivada.

Grupo V. Placcbo.

Los cerdos de los grupos T3 y TV recibieron ¢l moduladoer inmunoldgico correspondiente 1 dias antes de la
primera vacunacién. en dosis de 2 ml de Baypamun y 7 unidades de FT {11}= extracto dializabic de ieucociios
3x10%),

El dia 0 todos los cerdos fueron vacunados y 15 dins después recibicron una segunda vacumacion como
refuerzo. El grupo V recibid 2 ml de un placebe que consistié en PBS estéril con pH 7.2.

Previo al desafio sc realizo el pesaje de los antmales. v cl dia 31 se realizo el segundo pesaje de los animaies.
El sacrificio se llevd a cabo el dia 32 para obscrvar lesiones a la necropsia y tomar muestras de encéfalo ¥
pulmon de las cuales se realizo el aislamiento viral.

Vims. Se utilizo la cepa Shope tanto para el desafio como para Ia prueba de seroneutralizacion.”’ Se le realizé
un pase en ccrdo para reactivacion de la misma. Posteriormente se le realizaron ires pases en cultivo celular
para oblener unl mayor efecto citopatico y se tituld en cultivo celular, Se fraccioné en volitmenes de 10 mi y se
almacené a -70°C hasta ¢l desafio.

El desafio se realizo el dia 19, se aplicaron 2 ml para cada cerdo con un titulo de 10°** DICCs/mi por via
intranasal. A partir de éste dia se llevd el registro diario de temperatura y observacion de signos clinicos.
Cultivo celular. Los pases celulares v la prueba de seroneutralizacién se realizaron en células de rifidon de
bovino MDBK que sc obtuvieron de ta seccién de virologia del DPA:C. Estas céhilas crecen a 37°C con

MEM adicionado con suero fetal bovino y antibiético.



Colcccion de muestras sanguineas. Se obtuvieron por puncion venosa €n ¢l confluente de las yugulares, los
dias 0. 7. 13, 18, 25 y 32. Cada muestea s¢ identifico y fue llevada al laboratorio para obtener el suero. Este sc
inactive a 56°C durante 30 minulos y se almacend a -20°C hasta su uso.

Seroncutralizacion (SN). Se realizo el método beta de SN.® Las muestras de sucro inactivadas se colocaron en
placas de microtitulacién en las que se realizaron diluciones dobles seriadas desde 1:2 hasta 1:256 Se
agregaron 0,05 ml. de antigeno previamente titulado con 300 DICCso/ml, Se incubd 60 minutos a temperatura
ambiente y por (ltimo se agregaron aproximadamente 2-4 000 células cn cada pozo. La lectura se realizd a las
72 v a las 120 horas. El titulo se considerd como el logaritmo inverso de la dilucién mas alta del suero que
neutraliza al vinis. Esto es la ausencia de efecto ciiopﬁlico.“

Factor de transferencia. Se preparé de acverdo a la metodologia descrita por Lawrence 7 Sc lomé el
concentrado leucocitario de sangre venosa de cerdos sanos. Fl sobrenadantc se centrifugd a 5000 g durante 30
minutos a 4°C_ Ei sedimento s¢ colectd en 10 ml de solucidn sakina amortiguada (Tris-HCt pH 7.4). Este
sedimento s¢ sometis a congelacion y descongelacién ripida de -7 a 37°C en bafio maria altermindose 10
veces. El material obtenide se colocd en una bolsa de didlisis, la cual sc realiz6 cn 100 mi de agua bidestilada.
La sustancia resultante contenia ei FT. se ajusto a una unidad equivale a 5 x 10% de leucocitos. Sc conscrvda -
70°C hasta su uso.

El Baypamun® tilizade en el presente estudio contenia Parapoxvirus ORF. cepa 17071 con un titulo de e

DICCs, antes de su inactivacion.

* Laboratorios Bayer.”




ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados obtemidos en la seroneutralizacién fueron cvaluades mediante un analisis de varianza
completamente aleatorizado previa transformacién logaritmica (log:) de cada uno de los valores v
posteriormente las medias se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis.

Los valorcs obtenidos en las variables de peso v temperatura se analizaron por analisis de varianza y

posteriprmente se analizaron con !a prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0.05.




RESULTADOS.

SIGNOLOGIA.

Se observé el comportamiento de los cerdos dos veces al dia durante los periodos de alimentacion. la
temperatura recial fue tomada diariamente. Al inicio sc establecio que la alimentacion fuera a libre acceso
pero cerdos del grupo Iy del grupo V' presentaron diarrea por lo que se determing que [a alimentacion se
afreciera en dos periodos diarios con duracién de 26 - 30 minutos cada uno. Se hicieron dos mediciones de
peso. el primero, el dia del desafio y el scgundo ¢l dia del sacrificio. A cada grupo sc le evalup desde el
desafio hasta el sacrificio fiebre. signos respiratorios v neurologicos. Los signos respiratorios comprenden
descarga nasal, (0s y respiracion forzada. Los signos nerviosos lo componen comezon. ataxia, paralisis.
tremor y convulsiones.

El comportamiento de los grupos hasta el desafio fue semejante, excepte el grupo I1 que a partir de la segunda
vacunacion auments su consumo de agua.

Grupe 1. El dia del desafio tvieron un peso promedio de 16 kg. Los dias 2 y 3 PD aumentaron el consumo

de agua. ya no durmieron juntos en bateria sino separados. El dia 6 PD se acercaron un poco mds para
descansar. disminuyd el consumo de alinento y pasaron la mayer parte del ticmpo descansando. Durante los
dias 7 ¥ 8 PD presentaron secrecién mucosa en los ojos v se regularizo ¢l consumo de agua, desde el dia 9 PD
hasta et sacrificio amnentd el consumo de agua v de alimento.
Grupo II Ei dia del desafio el peso promedio del grups fuc dc 19 kg, despuds de Ia segunda vacunacién
aumento su consunio de agua. Los dias 2 y 3 PD durmieron separados y entre los dias 3 v 4 PD aumentaron
también su consumo de alimento. El dia 5 PD descansaron separados sobre ¢l satl. Los dias 7 y 8 empezaron
a estar mis tiempo despiertos y conscrvaron mejor aspecto que los otros grupes hasta ¢l sacrificio.

Grupe 1] El promedio de peso de este grupe el dia de! desafio fue de 19.66 kg. Los dias 4 y 5 PD los cerdos
durmieron separados con ligeros signos respiratorios. Los dias 7 ¥ 8 PD volvieron a juntarse para dormir y
Jugar. presentaron consumo de alimento regular. No se aprecié aumento en ¢! consume de agua durante el
experimento.

Grupo 1V, Este grupo tuvo un peso promedio de 17 kg el dia del desafio. No se aprecié aumento en el
consumo de aguit. Los dias 4 y 5 PD descansaron separados. El dia 6 PD hubo disminucién en el consumo de

alimento  excepto un cerdo que ne acepld comer y c¢ste presentd moderados signos respiratorios ¥ no




volvieron a gormir juntos hasta el dia 10 PD.

Grupo V El promedio de peso el dia del desafio fuc de 16.33 Kg previo al desafio aumento ligeramente ¢l
consume de agua. Los dias 2 v 3 PD se observaron deprimidos excepto al servir el agua que es cuando todos
s¢ levantaban. El dia 6 PD presentaron anorexia v dedicaron mds tiempe a estar acostados sobre el slatl.
Unicamente se levantaban a tomar agua. Presentaron secrecion mucosa en los 0jos ¥ signos respiratorios
evidentes. Por la tarde el cerdo que tenia apariencia mas saludable comenzé a deprimirse. buscando la zona
mas oscura del corral. Las heces de estc grupo estaban mas secas que las de los otros cuatro. Los dias 7 y 8 se
hicieron més evidentes los ojos sucios del cerde que empezo a deprimirse. Este cerdo presentd signos
nerviosos y respiratorios severos tanto en 1a mafiana como en la tarde. Los otros animales que se deprimieron
desde el inicio comenzaron a recuperarse vy a comer. El dia 9 PD se observd una franca recuperacion,
durmicron juntos excepto el cerdo con signos nerviosos v respiratorios severos. Este presenté coprofagia v
signos nerviosos mas frecuentes por lo que se decidid pesarlo este dia. El dia 10 PD amanecié muerto. En los

denuis cerdos se notdé una franca recuperacion. Se regularizd su consumg de agua y de alimento hasta el

sacrificio.

TEMPERATURA.

Sc realizaron mediciones diarias desde el desafio hasta el dia 0 PD. En la grifica | s muestran los valores
obtenidos por grupo. Sc considerd como fiebre valores = a 40 °C. Las temperaturas rectales promedio
muestiran una hipertermia estadisticamente significativa del grupo testigo al compararlos con los vacunados
excepto con el grupo 1l (p< 0.05). Las medias de las temperaturas sc obtuvieron de las temperaturas
individuales de los cerdos de cada grupo.

Los cerdos inmunizados con la vacuna inactivada (grupo I} mantuvieron una temperatura constante durante
todo ¢l experimento. Los cerdos que recibieron la vacuna atenuada (grupo [1) por el contrario manifestaron
hipertermia desde el dia del desafio hasia ¢l dia 6PD aunque de una magnitud menor que la de fos cerdos que
recibieron el placebo (grupo V).

Los cerdos a los que se les aplico el FT mas vacuna inactivada (grupoe III) tampoco presentaron fiebre en

ninguna de las evaluaciones. pero se observd un incremento notable de temperatura los dias 3 y 4 PD. El




13

incremento del dia 3PD al dia 4PD fue de 0.8 °C. Los cerdos que recibieran el Baypamun més vacuna
inactivada (grupo IV) manifestaron ficbre los dias 3 ¥ 8 PD. Los cerdos del grupo V acusaron ficbre desdc el

dia 2 al dia 6PD

TEMPERATURAS PROMEDIO

—&—INACTIVADA |

M5+ —8— ATENUADA !
1 —A—F.T. i
4! —3—BAYPAMUN |
—%—CONTROL |
o 405 !
g .
§ o
i
| 539.5* !
T 39
38.5
387 T T T -
1 2 3 4 5 & 7
Dia

i
—

Grifica 1. Se observa diferencia significativa (p< 0.03) del grupo testigo con respecto a los grupos con V1




PESO.

Los pesos promedio de os cinco grupoes se observan en el cuadro b El grupo que recibio ¢l pilacebo presento
el menor promedio de peso. Se observé diferencia estadisticamente significativa entrc cste grupo y el que
recibio Ia vacuna atenuada (p< 0.08). No existio diferencia estadisticamente significativa con fos otros grupos.
Los cinco grupos ganaron peso durante los 10 dias PD. No murio ninguno de los cerdos de los grupos

vacunados. Los cerdos del grupo V tuvieron el menor pese promedio al final de Ia prueba y uno de ellos

M0,
PESOS PROMEDIO
GRUPO PESO 1 PESC 2 PESQ 1t/ PESO 2

f 16 22 6

11 18.6 2533 6.73

I 19.66 22.66 3

v 17 20 3

v 16.33 18.33 2

Cuadro 1. Se observa la diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) entre et grupo I1 y el Grupo V. Y
diferencia entre el primer pesaje y <l segundo de cada uno de los grupos.




AISLAMIENTO VIRAL.

El resultado del aislamiento realizado a panir de encéfalo y pulmon se observa en el cuadro 2.

GRUPO ENCEFALO PULMON
1 - +
1 - T
14| - B
v - +
v . + +

Cuadro 2. E! resultado mds relevante sc observa en el aislamiento negativo de pulmén del grupo [I1.

Sc obscrvé el porcentaje de dafio pulmonar ocasionado por agenies oportunistas, basandonos el lo que se
informa en difcrentes estudios acerca de la asociacién de las lesiones neuménicas ¥ la disminucion diaria de
la ganancia de peso.™ Las lesiones nenménicas en general consisticron en: dreas de consolidacién. zonas
cotapsadas alrededor de zonas pilidas con enfisemas. edema y zonas congestronadas. El porcentaje de daifio

pulmonar para cl grupo [ fue del 21%. grupo 11 12%, grupo 1 14%, grupo IV 18% v para el grupo V 50%.

. e e
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SEROLOGIA.

Se realizd un muestreo previo a la aplicacion de los inmunomoduladores y de la vacunacion. para comprobar
que los cerdos de los cinco grupos eran libres de anticuerpos contra ¢l VEA. Los resuliados obtenidos en cada
nuestreo se observan en la grafica 2. Se hizo fa conversion de los titulos de anticuerpos a log, para su analisis
estadistico. Eldia 11 se comienzan a observar anticuerpos neutralizantes en los grupos vacunados. No existio

diferencia significativa cntre éstos. EL grupo V presento respuesta de anticuerpos el dia 7 PD.

TITULO DE ANTICUERPOS

‘ —e—GRUPC 1 .
~@—GRUPO Il |
8 —A—GRUPO Il |
1 ~*~GRUPO IV |
! |
[ 7 |—%—GRUPO V | ;
e~y
i o 6
1
T s
o
g 4
2
g 3 B
% !
S 2
Z
T
i 0 +— : : .

M1 M2 M3 M4 MS M6

Grafica 2. No se observé diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) en ninguno de los grupos
vacunados con o sin inmunomodulador.
M. Nuammero de muestreos.

— .



DISCUSION.

Al wilizar la vacuna inactivada con o sin inmunomodulador (grupos 1. 11 I ¥ 1V) se previene de forma eficar,
1 presentacion de fiebre ante un desafio con un VEA de campo. Y en ¢l caso de la vacuna atctnuada (grupo
1) se presenta fiebre de menor duracion & intensidad que en el grupo testigo. Sc requicre que la vacunacion
provoque una alta respuesta inmune y que ésta sea protectora. Como se lla comprobado a lo largo de la
historia. la vacunacion es la herramienta médica mas scncilla y exitosa contra las enfermedades infecciosas.
La vacunacién conira Ia EA disminuye la presentacion de signos clinicos posterior a un desafio con un virus
de campo. por ello es neccsario una dosis mas alta para establecer una infeccion.™ La vacunacidn cs incapay,
de evitar la replicacion del VEA después dc un desafio. """ En el presente estudio se valora la vacunacién
contra ¢l VEA v el uso de moduladores inmunolégicos.

SIGNOLOGIA.

De acuerdo con los resultados obtenidos sc observan marcadas diferencias entre los cerdos del grupo testigo y
fos grupos vacumados. La presentacion de signos clinicos PD incluyendo ¢l porcentaje de mortalidad
concucrda con lo que se a mencionado en la lteratura para animales de esti edad.’ Los grupos que recibicron
vicuna v los que recibieron vacuna mas inmunomodulader fueron protegidos contra ¢l VEA al prescntar
signos moderados y al compararios con ¢l grupo testige. Las vacunas previcnen la presentacion de signes
clinicos fo cual fue evidente en el grupo que recibié cf placche. *Diosdade mforma que las vacunas de virus
activo brindan Ia posibilidad de disminuir la prevalencia de la EA. enuna zonay dentro de la granja.” Mortlia
concluye que donde hay uma gran densidad de granjas infectadas se recomienda utilizar la vacuna atenuada
gl-(gE)."®

En la prueba que realizd Espufia los signos aparecieron a los 2 dias PD e informa mortalidad cn su grupo
testigo a la semana del desafio.”® Al igual que en este trabajo, los signos aparecen ¢l dia 2 PD y un cerdo del
grupo testigo murié el dia 10 PD. En este estudio los grupos [ v [V presentaron un porcentaje de dario
pulmonar y lesiones similares con 21% 18% respectivamente. asi mismo, los grupos Il ¥ 1 tuvieron cl
porcentaje de dafio pulmonar parecido con 12% y 15% para cada uno y el grupe V presentd Jas lesiones mis
severas con un porcentaje de 30%. Estas lesiones confirman que 1a vacunacion evitd la presentacion de signos
nerviosos pero no evitd la diseminacién al sistema respiratorio con la posterior colonizacién de los pulmoncs

por agentes Oportunistas.



Vannier menciona que ¢l VEA debilita inicialmente a los cerdos y esta condicion favorece a la infeccion
bacteriana provecando severas lesiones en el {racto respiratorio.*? Shibata por su parte demucstra que el dafio
causado en los macrofagos alveolares permite la infeccion bactertana de los pulmones. realizo un desafio a
macrofagos alveolares sangs y a macréfagos alveolares infectados con VEA . Los primeros fueron capaces de
destruir a Pasteurella multocida v los segundos fiueron incapaces de climinarla.* En un trabajo realizado por
Ciprian y Mendoza explican que ta vacunacion contra el VEA no fue capaz de prevenir la multipiicacion del
virus en tracto respiratorio, ya que una dosis minima de Actinobacilius pleropneumoniae fue suficiente para
colonizar y matar a todos los cerdos.” Torres que aplico una sola dosis de FT y desafio con P. muitocida
observo la disminucion de la incidencia de signos respiratorios y concluyé que el FT tuvo un cfecto benéfico

al disminuir las lesiones pulmonares, signos clinicos ¥ aumentar la ganancia de peso en el cerdo.™

TEMPERATURA.

La duracion de la ficbre como la intensidad de la misma fue considerablemente menor en los cerdos de los
grupos vacunados al compararlos con el grupo testigo. cf cual presentd fiebre desde cf dia 2 al dia 6 PD.
Vannier informa de resultados simitares cuando desafio con un VEA con un titulo de 10°7 TCIDs/ml, su
grupo testigo presentd fiebre ¢l dia 2 PD signos respiratorios y nerviosos intensos v al dia 7 PD dos de sus
cerdos muricron. También el grupo en ¢l que aplicd vacuna inactivada cursé con ficbre del dia 2 PD al dia
5PD v cste grupo presentd signos moderados ¥ postracion pero no por mis de 5 dias. El grupo ¢n el que
aplicé 1a vacuna atenuada prescenté periodos de fiebre durante 7 dias.”® lo cual concuerda con los resuttados
obtenidos en este trabajo. Sin embargo el grupo Il presenté ficbre desde el dia 0 al dia 4 PD. Rodriguez que
aplico el FT y desafio con el VEA observo que el periode de fiebre se acertaba. Con FT obtuvo 3.5°C y con
la VI 41.1 °C.*" En este trabajo a diferencia del de Rodriguez tanto el grupe que recibid la vacuna inactivada
como ¢l grupoe que recibid vacuna inactivada mas et FT no presentaron fiebre, el grupo al que sc le aplico la
vacuna atenvada por el contrario desde el dia del desafio hasta el dia 6 PD manifestaron ficbre. Los oérdos
que recibieron la vacung inactivada mas Baypamun presentaron ficbre los dias 4 y 9 PD y ef grupo que recibio
el placebo tuvo ficbre del dia 2 al dia 6 PD.

Castrucci realizo un trabajo en el que aplicé 2m! de Baypamun subcutineo por tres dias consecutivos y

después desafié a becerros con 3 ml de virus herpes bovino tipo 1 (BHV-1). Los animales tuvicron fiebre
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moderada de 405 °C a 41.5 °C v se recuperaron sin una disminucién significativa cn su condicién. Encontrd
que Ia fiebre duré menos tiempo en este grupo que ¢n ¢l grupo testigo que presentd signos clinicos severos de
1a rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR).® En otro trabajo del mismo autor. en el cual también desafia con
BHV-1 y aplica vacuna inactivada mds Baypamun tiene una elevacion de temperatura transitoria como en
nuestro grupo 1V en el que se aplicé V1 mds Baypamun. En cse trabajo se informa que los becerros

presentaron fiebre por siete dias *? En este estudio se encontro fiebre solo cn dos. los dias 4 y 5 PD.

RESPUESTA INMUNE.

La respuesta mediada por anticuerpos se determind por SN. que cs la prucba mas especifica.™ La presencia de
anticuerpos neutralizantes desde ¢l momento de la vacunacidn hasta el desafio mucstran tilos bajos ¥
aumentan posterior a éste, hacia el final de la prucba se obscrva una evolucién ascendente, no apreciandose
diferencia significativa en los cuatro grupos vacunados. **

E! titulo de anticucrpos en los grupos vacunados obtienc su valor mas alto en los cerdes del grupe L1, con una
tendencia a elevarse én los grupos ITT v [V posterior a la segunda vacunacion. La diferencia de los titulos no
5 estadisticamente stgnificativa (p< 0.05) eatre los grupos vacunados ya que los titulos de anticuerpos se
homogeneizaron postertor al desafio. Distintos trabajos mencionan ¢ue la inmunidad humoral no es el
principal mecanismo con el que se conficre proteccion y que existe una pobre correlacion entre el titulo de
anticuerpos neutralizantes y el nivel de protcccion.’” glesias informa que los elementos de defensa en los
cuales no hay participacion de anticuerpos tienen una importancia considerable en el pracese de recuperacion
en los casos de infeccion con un herpes virus.* En estudios mis recientes se sefiala que después de un desafio
con un VEA de campo la respuesta mediada por céiulas es la mis importante.’' En un estudio realizado por
Kimman donde inmunizé con una VA vy posteriormente desafio. observo una proteccion efectiva contra el
VEA. una pobre respuesta mediada por anticuerpos ¥ una fuerte respuesta celutar.”® D¢ Bruin informa que
cuando los cerdos son inmunizados y posteriormente desafiados con el VEA la respuesta de linfocitos T es
acrecentada pero no la respuesta de linfocitos B, esta observacion sugiere que los linfocitos T son los
responsables de la inmunidad protectora. En este estudio De Bruin encontrd gue las células doble positivas
CD4+-CD8+ son células asociadas con la linfoproliferacion y con la produccion de citocinas que aclivan a

macrofagos ¥ a linfocitos NK que también pueden eliminar al VEA. Asi como gcurre en una infeccién por
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HSV-1. donde, los macrofagos activados son los responsables de eliminar este virus.™ Esta

respuesta también se puede lograr con el use de inmunomoduladores. Rodriguez al aplicar ¢l factor de

transferencia encontrd una proteccion efectiva contra cb VEA sin la presencia de anticuerpos ¥ afirma que el
FT otorga al receptor la capacidad de respuesta inmune celular contra cl agente especifico al cual es sensiblc
el donador y aumenta en menor grado la respuesta celular inespeciﬁca.j"

Castrucei cn sus trabajos no obfuvo diferencias significativas en la produccién de anticuerpos neutralizantes.
al aplicar Baypamun mais una vacuma inactivada y posteriormente desafio con BHV-L. En este trabajo
tampoco se encontrd diferencia significativa en el grupo que recibio el Baypamun mas la vacuna inactivada.
Castrucei propone que se utilice el Baypamun junto con la vacunacion. ya que con el efecto de ambos no se
desarroliaron signos de la enfermedad. Este autor sugiere el uso del Baypamun en el inicio de un brole como
auxiliar en ¢l (ratamiento de las enfermedades respiratorias del ganado bovino y. menciona que en asociacion
con la vacuna pedria reducir las pérdidas econdmicas al limitar 1a preseatacién de nuevos casos. lo que
evidentemente no ocurre cuando s utiliza sélo la vacunacion.™ ¥

AISLAMIENTO VIRAL.

El aislamicnto del VEA en cultivos cefulares es al igual que en el caso de otros herpesvirus relativamente
sencillo y ripido. debido al efecta citopitico caracteristica de este subgrupo de herpesvirus.™

En cl grupo testigo s¢ confirma ¢l aislamiento del VEA. sin embargo. ¢l aislamicnto negativo de encéfalo en
los cerdos de los grupos vacunados reafirma que el uso dc las vacunas atenuadas o inactivadas evitan la
presentacion de Signos nerviosos pero no fa replicacion del vins. Kimman indica que la glicoproteina E
facilita la transmision neurona a neurona y por esta razén no se encuentra al VEA en otras regiones del
cncéfato. Rodriguez en su trabajo con el FT no cncuentra evidencia del virus en SNC.* El resultado més
relevanite en el presente estudio es sin duda el aislamiento negativo del VEA en las muestras de pulmén del
grupo [IL Si el FT actita sobre los linfocitos T, linfocitos NK y macréfagos principalmente en la produccién
de citocinas como el TFN-y v ta IL-12 v éstas a se vez fortalecen la respuesta inmune mediada por células del
tejido linfoide de 1a zona. entonces al aplicarlo con una vacuna inactivada se obtiene una proteccion efectiva
ante un desafio con el VEA.™® En los cuatro grupos restantes el aislamiento a partir de este drgano fue
positivo. En medicina humana se ha wtilizado ¢l FT para enfermedades infecciosas de diversas etiologias

siendo Ia eleccion 6ptima para el tratamiento de los herpes virus (HSV-1, HVZ, hepatitis, queratitis herpética)
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v fambién para las enfermedades en fas que se ve comprometido el sistema respiratorio (coccidiomicosis,
wberculosis. sinusitis, faringitis. otitis media. rinitis atréfica primaria y escleroma respiratorio). * Misscne
obtiene como resultade fa mejoria del cien per cien de sus pacientes con cscleroma respiratorio con la
recuperacién del gusto. olfato, evaluacion radiolgica y cultivos de secrecion nasal negativos,™

PESO

En este lrabajo no se encontrd diferencia estadisticamente significativa (p< 0.053) entre los pesos obtenidos
con cada tratamiento, este resultado puede deberse al corto ticmpo de observacion posterior al desafio v con
base en ¢l porcentaje de dafie pulmonar podemos inferir que los grupos 11 y 111 podrian haber alcanzado
mayor peso en el mismo tiempo de observacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo al compararlos con otros tanio en medicina veterinaria como en
hpana. indican que al combinar la accidn del ET con la vacunacion hay disminucion de signos clinicos y en
la pérdida de peso posterior a un desafio con el VEA dc campo. Cowmo sefiala E. Parra, es importaate enfatizar
que el FT especifico también puede ser utilizado como profilctico para prevenir ciertas enfermedades virales.
A csta lista podemos agregar sin duda a la EA.

Vannier. Vanderpooten ¥ Espuiia mencionan ¢n sus estudios que fa fiebre ¥ particularmente la pérdida de
peso son critcrios objetivos ¢ indicadores directos de la scveridad de ia enfermedad.™ ™" Christine v
Mousing mencionan que se picrden en la ganancia de peso diario 37gramos por cada 10% de dafio pulmouar.
Basandonos en esias afirmaciones podemos concluir que los cerdos que obluvieron mayor peso estuvieron

mejor protegidos.
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CONCLUSION.

Los cerdos del grupo I fueron los mejor protegidos al presentar signos moderados y menos lestones
pulmonares que los demis grupos. Por lo que se concluye que a menor severidad en la presentacion de signos
clinicos v lesiones pulmonares existe mayor proteccion.

Durante este estudio los grupoes 1 v III tuvieron mejor desempefio en su temperatuera que los otros cuatre
grupos. posterior af desafio con el VEA La diferencia fue estadisticamente significativa con respecto al grupe
V. Por lo que se concluye que la vacunacién con una vacuna inactivada con o sin inmunomodulador (grupos
I. 11, 11} y IV) previene de forma cficaz la presentacion de fiebre ante un desafio con el VEA. Y ¢n el caso do
las vacunas atenuadas (grupo II). se presenta fiebre de menor intensidad y duracion que el grupo V.

Con base en los resultados obtenidos €n la serologia se observé que no existicron diferencias estadisticamente
significativas entre los cuatro grupos vacunados con o sin inmunomoduladores. y se concluye que los
anticuerpos no son los responsables de conferir proteccion ante un desalio con el VEA.

Con rospecto al aislamicnto realizado a partir de cortes de encéfalo. se puede concluir que la vacunacion evita
la presencia del VEA en cste drgano y por lo tanto la presentacion de signos nerviosos.

En el aislamiento a partir de cortes de pulindn y con base en la liferatura citada se concluye que el grupo i
fue et mejor protegido al no encontrar evidencia del VEA al realizar el aislamiento a este érgano.

Por lo citado con anterioridad se puede inferir que los grupes 11 v {1 podrian haber obtenido inds peso que los
otros grupos con mayor tiempo de observacion y, concluir que los cerdos que tuvieron mds peso fueron los
mejor protegidos.

Se puede concluir que la vacunacion es el mis sencillo ¥ el mejor método para prevenir y controtar la EA. Asi
wismo. se confirma que se obtiene un mejor resultado con la vacuna atenuada que con la inactivada.

Para que el FT sea ulilizado de manera comercial. se necesita més investigacién ¥ que un laboratorio se
interese en invertir y sacar un producto comercial, como en medicina humana. donde se tiene el Immodin
SEAVAC que sc aplica en intervalos de tres meses por via subcutinea para el tratamiento de pacientes que
sufren de tres o mds ataques anuales de uveitis. Hana v col.. informan que el 7% de estos pacientes no
tuvieron recurrencias tipicas. E1 25% de ellos tuvieron un ligero malestar en los ojos durante tres a cinco dias
sin comparacién con la severidad de los ataques anteriores. i

La aplicacién del FT extraido de animales de la misma explotacién tendria beneficios adicionales en un
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programa permancntc para prevenir y controlar enfermedades presentes en ésta.

En produccién porcina se puede aplicar el FT en el momento que puedan inmunodeprimirse los animales. cste
momento ko determinaria el MVZ encargado del 4rea o de la explotacion. Sin embargo. se pucde sugerir mais
investigacién en la aplicacion de! FT ai destete. al reagruparlos en drea o sitio de crecimiento o engorda o para
animales nuevos en las cuarentenas y para los reemplazos del pie de cria. donde sc aplicaria el FT obtenido de
la misma explotacion y que sea especifico para ¢l ambiente de la inisma.

Los costos de produccién del FT son relativamente bajos. disminuyc las infecciones secundarias y por lo tanto
los gastos en medicamentos.

Es necesario que para obtener mayores beneficios con el FT sc realicen mds estudios dirigidos hacia el
namero de dosis v 1a frecuencia de aplicacién.

Aunque en este estudio los resultados obtenidos con el Baypamun no fueron los esperados, no se pucde poner
en duda su accién inmunoestimulante. Por que, en estudios realizados con este producto en becerros s¢
obtuvieron excelentes resultados al utilizarlo como inmunoestimulante o como terapéutico ante un desafio con
el BHV-1. Por lo que se sugiere hacer mds investigacion para establecer ¢l niunero de dosis v la frecuencia de

aplicacion en los sistemas de produccion porcina.
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