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Ei oojelive Tz imveshgar s medlame las pruebas de electroforesis (55 2

e
inmunotansferencia [IT) se ﬂhsewm o o diferencias enire lzs srofeinas de iz ceps vesuna!
BA250 v la vimlentz ALD de Febre Porcing Tlasica (FPC). Primers se dat M.L.o 3
dilucién del virus ALD capaz de Immunizar 2 los cerdos, sin que rm..\,mr, I gt sirvid
parg preparer ef Suero inmune conita esta cepa Se udlizaron cerdos de 45 Jf s de edeg,

cgativos & .2 FPC; formando 5 grupos qum I, control con 4 cerdos ; Gruoo

7 il fm'\‘.’ =258, imtegrado con £ cerdos v 2 cerdos centinglas en oONECIS, C-wrsc
In nogulades con ALDY, coi 4 cerdos v 2 cenﬁnems, Grupo TV, vacunados con uzna dosis
de PAV-250 y 10 dias despuds expuasios con AL, con 4 cerdos v 2 centinelas, Cnine VY,
vecunadaos con dos dosis de PAV-250 v 10 dias despuds expuestos con ALD, con 4 ceraos
v Z cerfﬂos centinglas El expeunrenm duré 30 dizs. El diz 10 DOSIVACURECION 88 aﬁ) 2o {Tivi)
un il de iz cepe ALD a los Grupos I, IVy W (dﬂa.lﬂa, 10 J““Olm“) A los centigelas no se
les e3led ninglr treizmiento. Diaramente tos cerdos se sbsarvaren m,h.udvr:enrb, y feeron
sangrados pars obizner suerc senguineo, cads 5 dias, hasta el dia 30 en quese SLCEIuC&xu.:A,
¥ 8¢ realizd Ja necropsia. Para las pruchas de 5T, 58 witlizaron [os virus PAV-250 v ALD,
medio de culitve sole (MEWM-GIRCC), cdlules PX-15 {no inocuiadas, Hsadas v sonic
v suero ‘etal bovino (8FB, (IBCO); se reslizaron en geles de pollacrilamida al 12.5 %,
sfiendo con nitato de plaia. En las 17, las cepas PAV-250 y ALD se comieron geles de
poliacriiamida al 12.5 %; transfiriendo las p:oienas z papel de niroceluloss. Parz las I7 ss
usaren ios 7 muestress de sueros gbienides de cade grupe El Grupe Iy € Grupe 1T
pmmeme‘on .,linicamclm normales. Los Jrupos IV ¥ V, casi sin signos, perc oon ligerzs

]
4
h
.

ool ”5)

esignes de FPC alan cmsa"1 ung de sus ¢ nmnﬂfas murid, v los demés cor escases
lesiones de FPC. Los inocenlados (Crepo i), preseniarcn signos v lesionss de 7FC y sole
logré sobrevivir vuno. Ex a pruenas ses caogica todos los cerdos ‘mc‘aLw e fuercn
seronegelivos & virus ’V}L ei Grupe I fue serouegcmvo durznte todo ¢f sxperiments; ex
el resio de los grupcs se iograron obtener los sueros inmunes, 1os aniicuerpos se detegtaron
£ pectir del fig 15 ¥ 25 del experimento, con tHuios > 1:10. Los centinelas Zierom

seronegativos. Sn las proebas de BF se observaron bandas de proteinas pertenecientes ai
VFPC; las proteinas diferentes fizeron en 2 PAV-250, de 87, 77, 84, 41 v 23 kd, vy oarz e
cepa ALD ias protel nas de 205, 98, v de 3¢ kd. 2n las pruebas de IT, los sueros inmunes de

LY Sdbidans

los diferemies gn ”:aos o, 7 IV v V), mosiraron gue les nroteines Cifsrames def Ag-T

250 con respeoto 2 AD—A»_, fuergn las de 169 v 138 k¢ 2l mejor reconogimisnic Sis
curanie los dias 20 v 25 del swperimento Y last rciei nas 48 Ag-Aad, que feeron distins
g las el Ag-PAV-250, fueron ,as de 238, 2@6, 78, 71, 65, 51, 32, 80, 41,35, 35 y 33 &l v
& mear reconocimiente fue on los dfas 20 v 30 Tzﬁﬂ’azéﬁ se detectaron frecuentemanie
sroteiznas, on los grudos de cerdos (] IZ, TL TV y Vo, no repoviedss o e WergnTa,

kL
Ag-PAYV-Z50, v n:erm s proteinzs ce LM v T2 Ly w»” e Ag-ALD lzs oroc
223,218, 283, 182, 188, 178, 157, 1584, 132, 1’39‘9 U2y T2%C. Lossuerssostenidos s

SFUNOS refCCiOnErcn oCnTE LD rayol nimere se proteinas con lo ceps £.0, que com &
cepe JAV-250 Lz idomce de inmunotransforencia peZ‘:?.I’UC detectar dierentes proteings
&mi€ 13s copas en esiudic; sungue fe Tecom eﬂ”" TezlizaT @sLiGics uo:ieror.,s con oTEs
£3pa8 1& CaMTO, TR corroborsr los res:it" cs obtenido

=
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1.~ INTRODUCCION.

Desde la aparicidn de iz Tepre Portine Mc.suw, (TR en los BUA este enfermedad
he sido una de lzs que mas pérdidas econdmicas ha prevocado a la porcicuifurg mundial,
debido a su répids difusion, elevada mortalidad v & gue los animales que sobreviven
suer otras infecciones asocizdes v se retrasan para szir &l mercado (Morifla, 1957,
Hhalst ef of, 1996).

Lz FPC es ung infeccidn del cerdo causads por un  virus miembro de la Familia
Flagviviridee, Género Pestivires (Murphy 2f af, 1995, Witz ef of, 1993; Thiel ef af,
2‘99‘}‘ Los pestivius son petdgencs imporianies en MMedicing Veteringriz: los 3

dembros del Génere Pestivirus son @ 2} of virus de Tihre Porcina Cldsica {V‘"PC}' o)

0? viree de Diarrea Vira! Boving {VBVDY, ¢} 7 ¢l virus de !z Enfermedad de Iz Fronters
{37)de ios borregos (Mendoza, 1995; Murphy ef af, 1995; Horzinek, 1951; Rumenapf ez
al, 1951 y 1998), vy ésios {limos por su antigenicicdad y por su estructura estén
ercanamente relacionzdes con ¢ VFPC  (Van Cirschot, 1988} Los pestivirus en
anergl comperen varios hospedadores; los pestivirvs de rumisntes han side
encontrados como una infeccidn natural en un gran nimerc de nemiantes domésticos ¥
sivestres {Sandvik, 1997, Moennig, 1992). T VBVD afecta a verios rumianies v al
cerdo (Van Oirschor, 1992). B VEPC se preserdz on condiciones naturales 3610 en los
cerdos domésticos v en los jabalies; v experimentaimente se puede replicar también en
ios bovinos, Dorregos, cabras, coneios, venados v pecaris (Moennig, 1988); después de
iz moculacibn experiments! ésies hospedadodres heterdlogos deSauOﬂaVO'ﬁ anlicuerpos
conits & VEPC, pero mo aubo trensmisidn oral, en condicionss naturales & ofros
individuos suscepiibles Ce las mismes especies. Dxperimentos similares ndiceren que ef

“Jru C no se replicd en los congjes cofz de algocozfl, Dabnas, mapaches, ratas, gowones

T en Tatones siivestres (Sandvik, 1997, Z! VB en condiciones npturzles afects 2 o8
bmreg@s v & los cerdos iGvenes (Wensvoort yTemsirs, 1988, Yanaer ef ¢l ;988}.

j ]

1]

3.1 La forme de transmisidn més comin de! VEPC es por comacto direcio enife
"nirn”*s ‘mfestados v animales suseeptibles. La diseminacion del virus puede comenzar
> oartlr del segurde dia post-infoecidn pudiendo diseminerse virus incluso durante e
e’i@do de incubacidn. Las vizs de diseminacién son findamentalmente la salive v
secreciones cculares ¥ nasales, y des}aués de unos dias también le orine v las heces Los

g R

cerdos cue muerer por iz infeccidn diserminan virps haste of momente ée su mmerle, v e
Tos cerdos gue ss recuperan se he demostrzde disaminacién de virss hesia 30 dias

despues del miclo de la infeccion {Gbomez-Tejedor of of, 1994) En iz transmisién
imporiznie las diferentes formas de le Infeccidn como son

T T -

Lad  Iofeccidn erfmica:  cuando los zmimales son infectados con “cepas™de baja

wimpisnein

L2 Izieceldn peceistenter debida a cases de volerancia Mrmunoidgics 2 le infeccids,
siz orodoocidn e znticverpcs neutrelizentes, v disemineciCn del virus, siz la
preseniacitn Ge signos cizicos.
mizeeidn  atinien, gue #2 Tresexz  oon 8
enztomopzioldgices diferantes de

Py -
oires enfermedades.

Ju
.
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(2

izmos  clinicos v lesiones
las propies de la ¥PC, confundiéndose con
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1.2 Pgisgeniz~ Bsgjo condiciones naturales el virus peneira &l hospedador por la via
oral v nasal {(Comez-Tejedor ef af, 1994, Terpsira, 1991, Rimenapf et @f, 1991} Las
infecciones naturales por cepas altamenie virulentes se carscierizan por uns fase linfatica,
unz virémica y una fase visceral. Después de la replicacién inicial en las células epiteliales
gque cubren las oripies de las tonsilas, el virus invade ) tejide linforeticuiar subyacents, de
dende es drenado a ios nédulos Infiticos regionales. Después de esiz replicacién inicial el
virgs invade ¢l lejido lnforeticular subvacerye, de donde es drenade z los genglios
finfaticos regionales {Terpsira, 1991} Agui se multiplica y da luger 2 una viremis inicial,
Se producen grandes cantidades de wirus en los tefidos que funcicnan como blanco
secunidario, tales como: nddulos Hnfiticos viscerales, médula 6sea v fracto digestivo
{(Gbomez-Tejedor ef af, 1994, Terpstra, 1991}, Esto da como resultado altos titulos de
viremsia v la invasion de los drganos parenguimatosos, el iracto respiratorio v el sistema

Narvitso central {Tpﬁ'\s‘.::g’ 198
plstatisiiel aif

DXL, Ly FFL.

La infeccion de los drganos aparenterienie es mediada, via fagoctivsis, por las células

reticuls endoteliales v por la muitiplicacidn viral 2 iravéds del endotelio vascular. 1a
replicacion viral en fos leucocitos y en el sistemna reticulo endotelial acelera ia presentacion
de e leucopenia v predispone 2l animal 2 infecciones bacterianas secundarias. Las cepas
altemente virulentas se difunden & través del cuerpo dentro de un periodo de 5 a 6 dizs. Las
infecciones producidas por las cepas virgles moderadamenie virulentas muestran el misme
palron que < presentado por las cepas aliamente virulentas, pero sigieen un curse més lento
v las ¢concentraciones virales en l2 sangre v en los drgenos tienden a ser mis hajas, y esidn
princinalmente confinadas & Iz fase infitica v 1z fase virdmica es breve (Terpsirs, 1991).

Los virus virulentos infectan completemente a fas céluias epitefiales y reticuiares {Van
Oirgchot, 1988 y 1992; Terpstra, 1951), v & los macréfagos en las tonsiles; Ios virus de més
baja virulencia se muliplican principaimente en las células epiteliales de fas criptas de las
tonsilas. Algunss de las cepas atenuadas por pasajes seriados en congjos (ceps China) o en
cultivos celulares {cepa GPE v cepa Thiverval), que aciualmernte son empliamente usadas
©omo vacunas, parecen replicerse principalmente en las tonsilzs y en los nodulos Hnféticos
{Van Oirschot, 1988}

121 Signos clnfees.- Lz enfermedad pusde presentar diferentes formes clinicas: lz
sobrezguda, aguds, subaguda v iz orénica; asi como upa infeccién fransplacentaria que
puede der lugar 2 diversas afeccionss fetales v neonatales, nfecciones persisientes,
i . -

= e e J M = A e g, Ty 2T x I 3 T pem A o
dependiendo del moments de 2 Sesiacion en que 82 DIOLUC W& ILQCCIOn  Landl DOI

- oresenizcién de 2borios, nacidos mwertos o meiformacionss feiales (Van
Dirschot v Terptra, 1982, Mevers v Thicl, 1996} De particular importancia es iz capacidag
que denen los pestivinus no ciopaiogénices (NG op) para esiapiecer infeccliones persistenies
en los fetos gque todavia no son inmunocompetentes, estos amimales zdgulersn una
immunotclerancie hacle ef virus, ai mismo tempo gque producen una viremis rersistente,
vrarte el testo de la vide Ce los animeles afeciados (Meyers v Thiel, 1596). Acemés las

istimias cepas v aislados de campo del VEPC condiciornan el curse clinice de lg

P
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enfermieded de forma imporiante, porgue varlan considerablememte en su virmuienciz ¥
paicgericicad {Van Cirschot v Terpsira, 1989}, Alguncs autores {Van Cirschot v Terpstra,
1389 Ven Oirschot, 1988, Meyers v Tidel, 1598) las ciasifican en aliameme virulentas,
cuzndo matan practicamenie & todos los cerdos, moderadamente virulentas, cuando dan
hugar 2 una forma subaguds, en lechones infeciados despuds de ef necimiento, pero que
también pueden ceuszr anomelias fetales; y las de baja virulencla v cepas avirsientas cue
son précticamenie apetdgenas pars los fetos (Sierra ef af, 1994 ; Van Girschot, 1988} La
preseriacion aiipica es producida por las llemadas cepas de baja virulencia, éstas son cepas
cue sz han modificeds naturaloente en el campe, ¢ som cepas de virus de FPU de origen
vacunal, dextre de este (ldmo grupo se encueniren diversos cuadros clinicos, més o menes
Slen definides: 1) Tremor congérito; 2) FPC agude en recién nacidos (por comizgio
materne); 3} FPC agudo en recién nacidos (por contacto con ammeles vacunados) v 4) FPC
postvacunal de baja parogenicided (Comrea y Ramirez, 1986), lo anierior es importante
debide 2 que no es facil hacer el diagndstico clinico diferencial (Morilla, 1995).

" 28 cepas vacunmales de virus atenuvedos, no virulentas, que eouaimente se usan SOR
seguras (Meyers y Thiel, 1996), Se ha encontrade que ¢l grado de patogemicidad de los
distintos zislados ¢el virus varan con & eded de los ardmales, v que iz edad mfluye en e
curso clinico de ia enfermedad, por lo que en consecuencia la FPC puede presemtar una
gran veriedad de formas clinicas v no siempre producir una infeccidn aguda mortal {Siera
et af, 1994),

En la forma colimicz sobrezguda, lz morbilided v mortelidad son elevadas, mutiendo los
animales afectados en los primerps 5 dias después de lz infeccidn; !z signologls es muy
esczsa y 8¢ reduce précicainente g un aumento de iz temperatura (slrededer de los 41 CJ,
previo 2 une moerte rapida a los 2-5 dizs despuds de lz infecoidn (Sierrs e al, 1994,

-

LULE

txi

pos
£

formaz clinicz aguds, la morbifidad es aliz v Iz nwerte enire log 10 v 20 dias
después de Tz infeccidn, con un curso relaivamente lento; fos primercs signos aparecen
después de un periodo de incubacidn de 2 2 6 dias v la Iniensidad de los signos clinicos
varia, dependiendo de le virudenclz de lz cepe v del estado inmune de Iz podlecién (Sierrz
et of, 1994). Se caracteriza por fiebre, apatia © baje actividag, disminucion del apetito v
decaimients, con temperaturz 2 42 C o mis, v la fchre persiste hasia poco amies de la
muerte de los amimales Los znimales gue se hacinen, menifiestan temblores, comuniivitis
con marcada descarge ocuar ¥ en algunce czscs descarga nasal; v pusde haber afeccidn det
tracto digestivo {estrefiimiento, diarrea y vémito);, en la fage terminal los cerdos adelgazen,
flenen: vne merche ondelzmie por ddbilided del terdio posierior, seguito por afeviacitn del
sistema nervieso central, por pardlisis dei terclo posterior, que luego se generalizs v ol
cerdo permangee posiradeo en declidvito latersl y moviendo continvamente lzs sxtremidades
Se observe también hiversmie cutdnes (en las primeres fges de la enformeds, sobre tods
en grejas, hocice, Zbdemen v zone wedial de lzs exiremidades, con progreso 2 clanosis; a8l
como aemorragias petequiales en les mismes dress (Slerre o7 of, 1994 Van Olsenasr, 1992}

Za iz forma clinica subaguda, iz muetie se produce enire 20 v 30 dies despuds de la
infeecion;, las manifesiaciones clinicas son similares z las de iz forma aguds, pero con
menor severidad, ol pericde de incubacidn més proiongado v ia iasa de momalided es
menor Cel 30 % {(Sierra ef @, 1994,
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En 1z forma clinics cronica, 2s una enfermedad tetal, en ia gue los cerdos sobraviven
mas de 30 dias después de la infzccion, su ourso es muy lenio v puede haber afeciacion
predomirante de aighn sistems u drganc (puimodn, fracto gasiroiniesiingl, sistema nerviess
ceniral o piel} y las infecciones bacterizrnas secundarias son muy fecuentes, por fo que el
cuadro clinico puede ser confuso, se caracteriza por pericdos prolongados ¢ infermiientes
de fiebre v viremia, puede haber debilidad, retraso del crecimiento, apetito caprichasc y
prados verizbles de tos, diarrea v emascizciOn {Slerra ef af, 1994, Terpsira, 1991} Los
diferentes cuadros clinicos pueden ser siribuidos a cepas del VFPC de veriada virulencie
hievers v Thiel, 1998}

El grado de virmlencia de FPC aparemiements esia relacionedo con  glgunes
caracteristicas ir-vitro. Las cepas virulentas crecen optimamente aproximadamente g 37-40
C, mientrss que la temperatura Sptima para las cepas de bajz virulencia es de los 23 a los 34
C Las cepas de moderada virulencia se replican dptimamentie a temperaturas intermedias,
enire los 35 v 38 € Los virus virulenies vsuaimente se muliiplican mas rapidamente v 2
mayores tilos en las células PH-15 que las cepas menos virulenias, Ademds las cepas
virulentas son mas resistentes al calentammientic a 58 C, gue las cepzs de reducida virulencia
{Van Oirschot, 1988). La virnlencia parece estar relacionada con ef grade de elevacién de fa
temperature v la duracién de lz viremia, v esto & su vez probablemente depende de lo
exienso del crecimiento viral =n las tonsiias v en otros Srgenos linfoides secundarics. Ya
gue mienirzs los virus virulemios infectan compictamente las céiuiss epitelizles, células
rericulares v los macrdfagos de las tonsilas, los virus de baja virulencia se multiplicen
principaimente en forme restringide en lzs células epiielieles de les criptas de lezs tonsilzs
{Van Cirschot, 1988). Por lo tanto la virulenciz podsia ser delerminada parcizimente por la
imtersccion del virus v de las célulss fagocitarias en estos drganos infoides perifiricos.

Lz observacidn de que las cepas virulentas de FPC se repiican a tiiufos altos que las
cepes menos virulemizs en los cultives de macrdfagos alveolares de cerdo, sugiers la
probable importanciz de lz interacciones entre los macrofagos alveclares v el VFPC en
coanio 2 la determinacion del curse v del resuiiedo final de la infeocién producide por €l
VFPC {Van Oirschot,1988).

1.3 Immuridad . — La respuestz inmune 2 ung infeccidn con el VEPT es altamentie
vartable, dependiendo esencialmente de 1z cepa de virus, la dosis v la ruts de infeccidn, asi
gomo ‘2 edad y s condiclones dsl cerds (Enrensperger, 1988) (ensraimente ia
antigenicidad y la inmunogenicidad parecen estar relecionadas con & grade de virulenciz
dal virus en particvlar: las cepas de eltz virulencia usyalmenie inducen mas alios mveles de
anticuerpos neutralizanies que las cepas de baje virulencia, v esto posiblemente se debea ke
cantided de virus producido en los animales infeciados. Lz habilidad de los cerdos 2
responder inmunoldgicamente al VEPC es dependiente, mayorments, de la antigenicidad
del virus, tembidr, comc de la madurzz inmuncidsics del hudsped; v esiz respuesiz es
demostrads por la deteccitn de anticuerpos neutralizanies, ve que eparentemente 5108 s0n
ios més importanies en (Srminos de proteccion (Ehrensperger, 1988)

Ante fg infeccién gor e VIPT los cambios cbservados son una leuconenia, cue aperece
con la elevacidn de Iz temperatura o antes v una trombocitopenia {Sicrra of @f, 1994} La
severa leucopenia gue empleza tempranamenie después de la infeccidn puede causar una

8
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disminueién del nfmars pooieienies. Por lo tznio, & VIPLD se i
espera que o ﬁnicameme dafiard ia rr:spues’aa mrune humeral, sino gie también impedir
el gue ios avmes infactados desarrcien wme Tespucsia inrume celuler efeciiva para

it dstz infeccién viral [En consecuencis, le respuesia mmune blogueads de los
snimales infeciacos con virus, conducirg g las marifestaciones de FPC y a un aumenio

[P

susceptibilidad a s infecciones secundarias {Pauly of &, 1998)

Py

2 deficiencis de MnTochios B, causada
en e endo lnfoide @8 iz conseCUEncic p"«:@imuml gics mé significativa ge la infeccidn
agucz de FPL. &1 avance de ke enfermeded esie ssooizde con wn aumento sigrficaiivo en lz
oroporeién de los 5nﬂ:hL0‘S'i"OS v gl melos con ung casi compﬁeta pérdida de finfociios B,
mientrzs que lz reduccitn  de linfocitos T es mernos impresionants, en t€rminos absohitos,
el nimero de granuiccifos también d;smmuye_ Sin embargs ol aumenic de ios neuirdfilos
con banda sobre los neutréfilos sesmentados indies un indice de eumenio de ia produccidn
de granulosiios en respuesta a la infeceién por el VEPC (Mﬂ@fad et ai, 1992), en el estado
terming! de iz enfermedad, v mo se ven sfectados en & inicle de le infeecion {Pauly of 4,

en & inici nfeccion
1998},

Lz replicacion det VEPC es cbsewad nricsero er los loleslcs B v céules epiteliales de
ias tonsias, ¥ en 1os folicdos 2 de los ndduies linfhlicos regionales, v en las Placas de
Peyer, v le Ciseminzcién a otros tejidos Hnfoides, asi como Iz infeccién de las células
endoteliales v de otras céiufas eniteliales ccurre més tarde; estz replicecion del VEPC en
folicvios B e un evento fempracc v esoecifics en [z FPC y antecede ia infeccidén
generalizade (Milorad of of, 1392},

-1

2 [DMUnCsuITesion lemorars represents ur evenie crucial parz ia manifestacion de lg FEC

an' v e ai, 1998}, hay une destruceidn de compart.maenms de linfocicos B, en cerdos
infectados lo cual puede defiar 2 respueste irmene humorsl {Paily ef of, 1998). La
deﬁ iei cie Imwne PaTECE 00 ser cebida a lz iafeccidn de dnfocitos T por € VFEC “per-

s27%; 8in e*naa,rga la infeccién de otres célules tueds indirectemente congducir 4 s alieracidn
G ﬁmczones de ios Enfociios T (Pacly ef @, 1998 3.

v Pestivirus. - Bl VFPC, periencee a: Génsro Pestivirus, con base en su morfoiog;a y

z ia polerdad de su genome, en & iUpo de 4clde nueleico (RNAY, :os pestiviry

Fa- N

anteriormente perececian £ la Famile Yogaviridee, cero reciemtemernte v baséndose en
aueves conocimienios en lo rel®rame a so esi:-'aieg'a fe replicacidn, orgamizacitn y
CHpresion del genome, estructure ieculer, secuencie gengtica, los pestivirus fuercn
colocedos demtro ce lz Femilia Flavidridae v debide 2 que se reconocieron diferencias
fandamantales se esteblecid eslz nueva Famils Tloreinek, 1997, Mosnnig, 1992; Mumhy

el of, 1995, Tihelsr gl 1095

[

8 pesdvircs contleren RNA Za cadene posithve { -5, de cercz de 12,300 nuciedtidos
{Elbers e/ o, 19%6), xos cuzles codificzn po‘hpro.umc_s de aproximadzmente 4000
aminodcicos [Zlbers er af, 1996 ; Viicz of o, [983), ¥ Ziemen oerca ce 12-:2.5 kb de iargo
(Wan Olrschot, 1988; Tiurshy of of, 1993, Fomner er g, 1993, Mevers v Thiel ef a;’, 15863,

es pleomdrfico, o de partfcrias tendientes 2 io esBrico, con didmetro entre 40-5C nm, (ienen
Hpid loblz capa que rodes af nioles de 25 & 35 nm de aiameiro El
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une envaliure e

£,

o
i~

res
._ i

oidos



il e Ll ) gt ol AL LD ke wda il s okt bl i it ek A ot L U U LA A L L L L
I L . | " - — ——

VEPC tiene proyecciones en 2 superficie de 2 envalturz v el nucie
hexagenai {Sangvik, 1997)

De acuerde com Yan Cirscho: v Terpstra 7:989), los pestiviris son  fchimenis
iractivados por solventes orgamicos v of use adecuado de desmfectanies comunes como
ado, zldehidos, hipocloritcs v fenol Son destruidos
enirg 30 y 70 C el efecio del calor en la inacivacion ha dependido ge lz natureleza del
marerial que conifene al virus, y peeden permanecer infecciosos por semanas a tempereiura
e refrigeracion, son estables g valores de pH entre 5 v 9, y pueden permanecer infecciosos
nor semanas £ tempereiura de rafrigeracidn (Sandvik, 1997 Bl genoma ¢e 108 pestivirus
aparentemenie sirve como mRMNA v es traducido en une coliproteing de aproximademente
4,000 aminodcidos, la cual es procesada co v posiranslacionaimente mediante [z zcoidn dé
proteasas codificadas por el virus v por la célule hospedadora (Romenanf ef af, 1991,
1993); ef virus consiste de 4 proteinas estructureles. la proteing € de la pucleccépside v
ias 3 gheoproteinas de la envoltura: 2™ (gp48), E1 {gp25) v B2 {gp53) (Elbers e &f, 1996;
Murphy ef f, 1995, Sandvik, 1997). De acuerdo a Murphy ef af (1895) 7 Wirz ef af (1993,
el orden de los genes es de
520 pld-gpsE-gp25-gp33 -pl25{(p34/p8C-pli-p30-pl33(pS8/s75)-3", o cual fue
establecido por su rezctividad ante anticuerpos especificos de l2 secuencia. Actnalmente 11
proteinas pestivirales han sido identificadss como producto del procssamiento de [z
potiproteina (Elberts ef @f, 1998} Las proteinas esién en el orden de
3 _NIZ2-{N"RO.C- ERY® LR 1-E2-p7-NS2.3-NS4A-NS4B-NSSA-NSER-COCE-3*. {Un
resurmen de {z distribucidn de estas proteinas puede observarse en la Figura 1)

sl

[=H

Actualmente se tiene Iz existenciz de otra oroteing localizads entre B2 v W82, se trate de
iz protweina p7 gue estd presemis en el virus de ia Hepatitis C. Estudios reafizados con el
VBVD condujeron a la identificacién de una fraccidn menor de iz proteing B2 que tenie
una masa molecular aumentada, v mediante antisueros conira la secuendia de amingicidos
de 1065 =z 1125, se Teconocih especificamente como j& proteina EIZp7. Ademis los
anficuerpos revelaron & una proteina de 7 k& (p7) en las céiulas infectadas que codificebz at
WEBVD, Los endlisis hechos con ol VBVD y con el VFEC sugieren que i 1z proteine p7 o
ia E2p7 son un componenie estructural imporiante (Elbers ef @f, 1998}, Las proteinas
estruciurales son codificadas en la parte terminal 5' del ORF {marco de lectura abierta),
micnires ¢l RNA-dependiente de la RNA-polimeraza es codificado en la regién ierminal 37
noseen 4 proieinas estruciurzles, 3 de éstas son glicostlades {Thiel 27 27, 1992) Los
pesiivirus crecen & fiulos ozjos en cuitivos celuleres, y son en general fberados
escasamente de las célnlas y tienden a permanccer denire de las célules infeotadas. Los
viriones Fherados se asocian con componenies vrosedentes del suero del medic de oulitive,
donde la célula es mantenida (Meyers v Thiel, 1996).

1.5 Propiedades iisico-guimicas de! VFPC. - 31 VFRC es =r vinug us condene £¢ido

sibomuacleico (RNA) {Van QOirschot, 1992), este vinus pertenece a ia Familis Floviviridge
(hurony e o, 1993}, Género Pestivires (Hursinek, 1991 Mauvhy ef 2l 1999), cue se

caracteriza por producir cuadros clinicos con hemorregias generalizedas (Van QOirschol,
1992). Ei virus mide ¢e 40-50 nm de didmetro {Van Qirschot, 1992 ; Famorz ef of, 1994)
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virién (Van Cirechot, 1992, Famore ef @, 19945, Los vitlones miden de 40 2 60 nm de
digmmetro v tenen fbr’pa esférica, 12 envcitu’a cel wirdo tiene en su superficie subunidades
en forme de anilios, de 0 2 12 . La estruciurs v osimere e micles no he sico

J
orecierizate {Thulst ef g, 1982

ZEl gonome dene un solo marco de lecwre ebieric grznde [ORF) cue codifics z una
tiproteine (Mursay ef i, 1995; Moormenn ef e, 1990; Weilsnd & @, 19923}, elcual se

2

extiencs scbre iz cadene J= T’“\";l virel, de sanlide wogtive [+ v oodiBes une secuenciz
de aminoédcidos de 3, BSE ¢ ci os, con un PR calculado de 4 3% 380 (Mivorman ef @,
1990, Zzmora ef o, 1094). densided boyvanie, depandiendo del maeral N'"fa para el
gradiente v ce las cdlulas usagas pare propager ef virus, es de 112 v 1.17 g/mi, <

coeticiente de sedimeniacion 25 de Syw =140-180 § (Wen urswfw’:, 1892; Murphy ef «f,
1995} Fl RNA de! VFPT sediments 2 40-£45 § en gredienie de sucrose (15-30 %), 3 v tiene

7oA $ ™ s 1 Ao s . e . USSR
un P de 4 % 107 T establecide mediante elaciroforesis on goies d2 sgeross-poilacianida
7 1Q0
{ Wioennig, 1988; Rumenap’, 1991; Enzman, 1988 Zamworz ef of, 1994
Tl 3 e et T, e h ‘ T A e e o
=i nNA de cadena sencila [Van Olrscact, 199Z) v solecided + el vius es infectarte

{Van Oirschot, 1992; Moennin, 1988 1992 ;Zmara ef ¢, :994 v Enzman, 1988), y tiene
gerca de 14»12 5 kb de lerge (Vzm Chrselot, 1997 Rimenapf 1991, Wirz ef of, 1993,
Zzmore ef of, 1994% Tos vires de FPC y }.»V':’ tienes i alio gredo de homologia en sy
secuencia cel genome {Van Cirschot, 1897, lz proporcidn de nucledtidos icénticos enire
aWD0S virus €8 aproximadamente def 70 % Witz & «f, 19937 a es&.ma‘: gt pradc ée
homologla entre dos cepes de FPC (Bresciz v Atford), so encomrd que e det 93 %, v &
comperar lz ceps Brescia de FPC v varizs cenas de OVE, se encontrd qhe fubo 76 % de
hemclogia; por lo cual se demosicé un sho grade de Domologle enire lzs secuencizs def
genoma de ambos virus (Moormane af o, 1593},

_z inecliveeitn por tralemientos Tsices depemde e pete def medic er qus esle
contenids el virus, cusndo esiz suspendide en cultives celuizres, [ infectividad se plerde
despuds de 10 minutos & 60 C, v miertras gue en seugre desibrineds s maciivade despuds

de 30 mimros a 68 T El VEPC es esiable a pi 3-1C, nerc artibe o debajn de esie p“, su

O

()Lz:

ﬁ

I Bt A A - ;7 * F R F o T """"‘- om0
infectivided 28 ;apw.a:::m e desiruice (Van Cirschor, 19327 o8 ssizbls 2 1 s —
20 T 70 T fomda wupds mmamtemeren mos sTee w nrede durer samenss £
Y= <y Lot chvC\, Longe L.,w\...\.'_\.. TEIENEIES TN c..“us, VOPLels QUIEr sSmengs
s s T - oy oy - - mnen e T
iempersinre 2e reffigeracidn en recipiemtes de orimnl hemm ,m:s sin une Olsminucion
. 3 Ty - z I's e Fw = ool 7 o~ o 7, 5 e
mareade ce le infecdwvidad (Zamor 2 a, Awé-), Zcs solvantes cos oo of &,
o~ s o r3 " g, - - - A alols A RN -4
clorofomme v deoxicglato, nzctiven rénidemente & virme [Vern Cirschor 1992, Tanlbida es
sersiole £ 12 zocidm L2 redizsicnss viteviol inf S
lox rua O amnatienio o AUe £ lamnen fa 4 - £ -6
GRBIUYES Tioimerie som&ienio & [PRCR AP (e 1 i S
- PO
mimios (Famora ef of, 1994
230 Ceracteristicrs In-vitmg - Com oot esia.me::;“:‘.c iz s '.::325 cEliztas, foy en
H 1% - i 11 (e el oo AT v 3
diz, ol VrPC se puede replicer en ung gren veried 225 CBLLETES esLaa soides, da
i et - &t e

e pey o, - o e

GI1ZET r-u.u.;lo, 20 /".'T,C, QLJ.&..C, PTIES YT
1z ESRT VS | - S s gy
lnez aerfidn decerdo PE-15 cencéhias et

¢, 1984} A oesar e ‘oo e progress en las LéCAAECE.S as c;.‘;.vr‘c celu%ares’ i rendimiznio
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Moemrg, 1992 Zzm
cultives de t2fidos es relgtivamente 357, (A8 paﬁ.fcmas vir es son {Tépiles v asociadas ¢

membrenzs v Sificles de gurificzs usande protocolos dlasicos (Moennlz, 1997

oz @l of TQCL v es 42500 de trahsiss iz mroluonido fmag e
[ - Le  C8 QLIS L8 ..G’.uﬁ“—’ & DTOLUCTICn gel vircs en

- . . i
ewe;.wa::le.;w, dades os Jmotlemes mencionad OS, s¢ hz usado ung lnez permaneme,

derivade Je o L.,Lu.-x, sereine (LLS-38A10), ere rodueir més virss que en fos cultives
con ofimies PH-15 convencionsles (Moenmig, 1952, Zamors of of, 1994), la Ynea celular de
linfoms de poscins 28 = ~<§»5\ (13, cor {2 cuzl s2 har obtenide rendimientos hzsiz 10 veces
ma&s 2,208 que s obtenices con las cdlules PR-13 (Zamaors ef of, 1954

Ferg todos o8 pestivinus, dos Slotizes pueden ser distinguidos en cuitivos ceimares, ia
formez no clopaiogénics {00 op), gue se repiica sin producir defics obvios en s cdiule
hospedacors, v Lma wvarand cntmatogemca {ep) que M.oéucu La lists de las céiulas
infeciadas. =l andlisis moiecuiar reveld ove los virus cp represenian formas mutasnies de los
no cp. Lz aferacidn cbhsarveda er los genomas de los pGSa ivirus cp, resulian de la

meprm i At Ao T
TECCTIoMECICI L8 &

.

$ qus e son Lemdlogos conduciendo 2 [z integracion del RNA celuiar,
dupiiezcion o delecidn del RWA viral (Mayers ef of, 1996),

Lz mererie o las cepes del VITPC v aislacos son el biotpo no cmﬁpa‘.agenwc {no e3)
Micennig, (992), por lo gue s c\.;r_ic,s infectadas 1o son hisadas {Moennig, 1992, Meyers
y Thiei, 15935, 1998 v Meyers e al, 1956}); con excencién de un niémero reducido de cepas
chooriogénioes (op) (Meyers y Tafel, 1995, 1996, Meyers y Thie, 1996}, hasta
recieniemente se fenen conocimienios scerca de las propiedades moi@cuiares ae las cepas
op ¢ FPC (Mosmmig, 1582, Meyers y Thie, 1995). Sin embargo, 16 coexistencia de un
VIfuS n¢ ¢ ¥ Ul o9 oz sido 7@11:35:&3& en unt bovine que murid de BVD, v ol anglisis
molecvier reveld gue &€ ser oo somparede con & virus de BVD ne op, el genoma de los
aislados ¢ mwesicz rearreglos devidos z evenips de tecombinacidn, en los cusles se
observé Iz integracidn de secuencias de 15 céluls hudsped con o sint duplicacidn de ias
seouencias o8k vires, duplicscitn commplgis v restreglos e las secuencizs vitzles, v
deleciones mtermes de marles :cns::e:ablf-‘s £e! genome (Meyers v Thiel, 1993, Sangvk,
1897} que den nor resulindo genomes 4o tamefio entre 8y 16.2 kb ( Savmwi{ 59971

o cliopatogenicidad en los
& VERT g gener&’lmgw"c

ity

Bz @ case de VEPC & meyerz de los aislzdos no

PR D T N PR
cultivos cousiares !...;..."'L..:;CGS, muehas "‘L!S;"C:C.G.Aaa EIT

considersCo come oo o 09T Obte tEnle hay aignnes p‘_u.kcauiaues areriores g0stoe de |
identificacicn d= cenes op def VE2C (ieyers v Thiel, 1995); sin embargo, recientemente se

detectzron 2 cepes op el W *C v &l esiudiarlas se erceﬁi:a*oz: U contenizn virus

defeoives zdemds del VFPC esténcer. Las varantes dafectives "nosi aron particnizs ¢e

(<4504
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ATCC; v Stefermartk! han dado resullados interesamtes. Yz cue er Jos 3 azisizdos
independientes de FPC dos RNAs especificos del virus fueron demitfcados aeniro de ias
oélulns infectadas. Uno de estos RNAs teniz & tamafio del RNA gendmico del VEPC (123
kb), mientras gue ol oiro era de sclamenie 7.5 kb Mediante enoques anfloges 2 los
uiilizados parz la caracterizecidn del VBYD, se demosod que los aisiades de FPC oo
tambidn estén compuesios de Dls op v virus syndadores o op (Mevers v Tlhel, 1995 v
1996;. La cepa Alfori/™M op fue generade duramic pases on cultivos cemiares a partir de la
capa Alfort-fPC no op; ¥ por otre perie Ja ATCC v la Stetermerk mds probabicmente

Zieron obtenides dirsctamenie de spimales niecizdes, 7Cr o tamo los pestivinus op
probaslememe pueden surgic por recombinacion en cerdos infectados. En el caso de BVYD .

cp un resultado obvic de los cambios Inducides por la recombinscién es & oxupresion da
NE3, lo cual no es sheervado en las células infectadas con BYD no ¢p. Bn contresie BVD y
FPC pueden expresar NS3 ademas de N82-3; ya sea gue estos virus sean o 1o ¢p. Por o
tamic, por lo mencs en ef ceso de BD y de FPC, Ia merz presencia de NS3 deniro de una
célule infectada, narece no ser suficlente perz iz inducclén de o chiopatogenicidad. Sin
embargo, incluse zin cuande faltz informacion cnaniitative confebie, & anklisis de
proteines indica que ‘s centidad de NS83 es draméticammenis mas alta en células infeciadas
con FPC ¢p ¢ con 3D cp que en aguelias células en las gue se o3z repiicando F2Cnoop o
BD nep Zs posible que una determinade concentracion de NS3 gea requerida para la
induccidn de efecio citopéatice {ECPE), el cual no es alcanzzado después de kn infeceidn con
BD no ¢p o con FPC no cp. Alernativamente, la N83 expresadz por los virus no cp podriz
ser estructuralmenie diferenie de la NS3 de los aisiados cp. Una terminal sming particular
de la NG3 es critica para determinar ia cifopetogenicidad (Meyers v Thicl, 1956, Meyers ef
af, 1998).

Se ha encontrade que la recombingcidn del RMNA, suede ocurmir duranie is sintesis de le
cadeniz {-), asl como de la cadena {+) del genome, pero en verios casos predoming la
recombinacion duranie la siniesis de la barda (-); &stz Giima simlesis se debe 2 que hey
concentraciones mrucho mayores de cadenas {4, las cuales representar [0S {empiefes
aceptores {Vevers v Thiel, 1996, Meyers ef &, 1996}

™

Todos los pestivirus recombinanies analizados hastz zhora muestran un fenotipo op. I
L k- 1y

citopatogenicidad de dstos virus en todos os casos se correizcions con lz gxpresiin de etz

vroteina NS3, o por lo mence con una produesidn sumentada Je este proteing. e habiddad
para expreszr la NSZ ests ligads a los cambios inducidos nor & ~zeombingcibn 2 nivel del
=0

genoma. 2 fenotizo citopsicgdnico de los pesivirus usugimente coTrelations ©on
rearregios del genoms que resuiten de iz recombinzcidr, pare of VFPC = correlzcion enire

‘os regrreglos del genoma v e chiopsiogemicided
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3. Cormo rescliace e esios reamregos .2 expresidn cel NS3 pusds ser goservasa en €.

sisieme de! VBVD. Parz el VE2C v VBD, sl efecte de los cambics gendmicos e més
dificii de ser interpretzdo. Bin emberge, €5 muy clero, que €T esios omsos, fambidn =
expresicn del NS2 ecamdia dramadizamente. 30 hecho de una variedad de mutaciones
diferentes se comrelacione son dos camblos fenctinicos (Oses e zlteracidn especiics en =
peirén d2 polipéoiicos viraes v la ciiovatogenicidad de los virus respeciivos) 88 un Juerte

l2
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citopatogenicidad. Parece probable que N32 es rasponseble el EC? de varics pestivirus &5
{Mevyers y Thiel, 199¢; Meyers ef @, 1596).

1.3.2 Replicacién viral . ~ La orgamzacién del genome v esirziegiz de redliceeidn es
similar perz todos fos pestivirus {Sandvik, 1997}, Se considera que [os nestivizus s replican
er ¢l citoplasme de la céluls hospedadora, v parz esios virus nuncs ¢ oe reportads ni la
treascripeion reversa, ni la deteccién del antigeno virel o del dcidg nuclelon en & nicles.
Por lo tanic 12 imegracién de las secuencizs celulares o ef reamresioc de s secvencias
virales, responszble de la generacidn de los genomes de los pestivinus deberiz courmr 2
aivel del RNA en ¢! citoplasma de fas células infectades (Mevers v Thiel, 1996). La
replicacidn de los pestivirus ocurre en asociacion con ia membrng Ixtracitoptésmica. En
lzs células imfectadas no se han enconirado mBNAs no subgendmicos; ¢t RNA gendmico
es fraducido z una poliproieina gue es répidamente procesada co-irensiacional y posi-
translacionsimente. La iniciacion de fa traslecion puede ocurtir via [z entrads del rloosomz
en un sitie inierno dentro los 383 nmucledtidos de lz Tegidn no codificanie 5 del AWA. Lo
sintesis del RNA de la eéluls hospedadora v Iz sintesis de las prodeings, continusg 2 fravés de
'z infeccior (Murphy ef af, 1395). Los viriones de los pestivirus parccen madurar en la
membrana intreciioplésmele, posiblemente perterecienies 2 ¢l reticrlo endoplismico (RE),
y la liberacion del virus 2s mas probablemente llevado e cabo via exocitosis de vestonlas de
la membrane conteniendo ef virus {Thiel ef @/, 1996) Lz cindtice de iz replicacion de los
pestivirus depende fuertemente de la cepe de virus v de la czpz de cfiuviss usadss. La
adsoreién del virus ¢ e superficie celular es lents. Bl virus sinfetizado es encentrado entre
ias 4 y 7 horss postinoculacién, gom un crecimiemte exponencizl hasts [as 15 horas
posiinocuiacidn. De zhi en adelante, Ins “rulos todevia tenden z sumenter hestz lag 59
noras postinocuiacidn, resuliando en vzlores méximes de 308 2 I000 URPredials
{Enzmann, 1988},

Lz repiicacion dgl VEPC dene lugar on & citoplesme calules, gendo posteriorments
iiperado zl medio extracelular, adquirende ura envoljure ipldics muy #Bb6I, que contiene
compenentes de la célule hespedadors (Zamorz o7 ad, 1994). Lz observacidn ai microseopic
electromico de cortes ulitadelgados de oflules infectedas con VEFEC sugieren que les
pariiculas viraies se ensamblan y maduran denire de vesicules intracitoplasméticas Bgadas
% lz membrane {Terpstra, 19910

L5 Caracleristicos meleculares dei VEPC~ A posar de (o estudios resFzados, sobre Iz
compasicién molecular del virus, ésta no esié jotelmente defizide exwistiende divergenciss
ex e nimers y en el FM de la proteines ceracterizadas mor difErentes gupos de
investimedores (Zamwore of of, S4).  Amelormems poto 88 oonoliz (o las proteinas
SSUTCIUTEIES ¥ RO esiuchraies del VIEPC, ‘nicigimerte fremon reconceidas 3 oroisines

s PL
estructuraies: de las cusles 2 gp corespondisren & iz ervalivra con un adio molecular ()
de 55, 00C (33 k) v g 48, 0CC (46 &, v ure proteina del wicles, ao glicostiads, con un Wi
de 356, 000 (36 k) (Wensvoort er of, 1990, Van Cirscher, 18820, Estes I proteinzs

Y
sstructurzles de los pastivicus, fueron (entalivemnee Hanedes B1 (55 2 87 k4, B2 44 2 48
¥ el N

5OAl, D

Laed tal

Ky C 34 2 36 %8) (Wensvoort ef af, 1550,



Weadiante experimentos con vidones del VEPC, icados en céluas BX-15 v
purificados en pradientz marcados con  m i sz demgesizaron 3 especies

srincipales de proteinas especificas del virus con Zh de 34-56 «d, 45-47 kd y 35-37 ke, v
mediante ¢l marcaje con sodio (¢ H) de! VFBC concentrade v purificado, se demostré gue
ios dos polipéptidos més larges son gliconroteinas locslizadas en la superficie. El origen
viral de estos polipéptidos se demostrd por radicinmuncprecipitacién. Y estos polipéptidos
fueron Uemados E1 (gp55), E2(gp4s) v T{p36). La proteinz B2 es a2 predontnante oel
viridn en los sobrenadanies de jos cultives celuleres (Enzmenn, 1988) En el caso del
YBVD en forma similar 28 VFPC, los pépiidos con PM arriba de 75 kd fueron considerados
omo precurscres no dividides, dede gue cllos ro esién presentes regulanmente (Enzmann,
828) ©En los esudios realizados por Enzmaon (1988, se  anziizaron por
radiofamuncprecipitacién tos polipéptides del VFPC vy VBVD. En contraste con repories
anieriores en los cuales los anticuerpos contrs FPC no resccionaron con la p34 de BYD,
t0dos los polipéptides de FPC y BVD fueron precipitados por los anticuerpos contre FPC v
por los aniicuerpos conira BVD, pero con difereme grado de reaccién. Esta proieina {£2)

£ 3 PR H o F T
fue lz mejor vrecipitada ot ios sugros heterdlogos.

La reaciividad de ios péptides de aito PM, def VIPC, con los anticuerpos, depende del
origen del szero inmune. Los sueros de cerdos convalecienies usuaimente precipitaron [os
péptidos de altc PM en un grado mayor que cuando s¢ produjeron sueros hiperinmunes por
inoculacién de virus purificado mediante el cual los péptidos de bajo PM fueron detectades
Como sucedic en ef modelo en el que se usaba VEVD, un suero contra FPC producide en
cerdos mediznte inyecciones repetidas de virenes purificados mosirg ena buens reactividad
©on ung cepe attamemie patdgens de FPC v dio selo une reaccidn pobre con una cepa de
bzja patogenicidad. Aqul nuevamente 'a reactivicad del virus con aniicuerpos de diferentss
procedencias, parece depender de la presenciz o ausenciz de péptides (en &l viridn) de alto
o de baje PM. La capacidad de los precursores pare ser divididos en la célula infeciads
deternune st el antigeno ¢s bien reconccido o pobremente reconocido por los anticuernos
(Enzmann, 1988).

Ei artigeno solible del VBYD aperece tempranc en los cultivos infeciados v es liberado
junto con el virus infeccioso. En el Género Pestivires pafece ser un evenio normal,
dependiendo de ia "cepa" de virus usads el que los precursores no divididos de lzs proteings
estuelurales sean incorporados dentro del vididn Mediznte sste Ripdtesis serls nositle
explicar &l efecto protector del antizeno solubie (Enzmenn, 1$88).

Rimenapf et ¢f (1993) mencions gue las profeinas estmciurales estdn logalizedas deniro
del tercio comespondienie 2 ia termunal N de Iz poliproteing; e informaron sobre la
composicion de las proteinas de! VIEEC. Los viricnes purifozdos consisten de iz 314, u
sz crze o8 lo protelng () de ke nucieccépside, v 3 gicoproteinas ascciadas o @ envoliur
(protefnes B} | Iz EO (gpdd/4B), iz E1 (gn33) vz 22 {gpS5), 2 el orden de su arreg
danire de [z poliproteina. L2 proteine ¢e [z cipsice pestiviral es precedide e a polipratelng
por la proteina no estructural 223 le cual es ume supueste profeasz con actividad
sutoprotecitica v la cugf no tene comiraparic com los favivirus. Los aniicuemos que
nevtrelizan la infectivided viral estér dirigidos en cortra de los epitopos localizados en la
T2 v eniz EO. El se cres que esis enterrada en la envoliura virel v cast 1o se han desorito
anficuerpos conira esta protelna Las glicoproteinas forman compiejos de bandas disuifire,
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v homedimere 50 con un ‘amefic de wteredimers o1-EZ ¢on un iam
%< v un homedimero B2 con un amefo de 100 kd, todos los cuales sor encontredeos tanie
i i ;

en les cdivlas infectades come an los virtones (Rumanpfef af, 19937

00 k4 um keterodimere o i-B2 000

P

Ei genoma de [os pestivirus contene RNA, codiica a una poliproteina grande, que s
divide en varlas proteinas, las protsinas estructurales estdn en la terminal W de esia
poliproteing (B0, B1 v E2); se he demostrzde que Iz proteing 5012 es la precursora de las 2
ghiconroteines antes mencionadas, las cuales son procesadss en ¢l orden mencionadec.
Durante el procesamienio primere se separe la E7 de iz 201, v despuds de que ia B2 o8

Therads Aol - i TNT e Aigidide @ 1o g€
iberade def precursor, Iz EOT p5 dvidide e iz 20

2
<

] L. x P S
; . ZIpunto de carte para j2 =0

T et

enig £

{gpad/48) en Iz terminal N fue Glu-268; pama lz BT (gp33) fue la Leu-495, v para 12 22
{en55) la Arg-690. La proteing EC sale de las cdhulas infectadas v puede ser deteciada en ai
medic de cultive sobrenadante fibre de virus. Hay 3 sitios de corte en la formacién de las
glicoproteinas, es decir enire la cépside v 1a 50, entre la E1 v 1a EZ y el punto de corte en la
tserminal € de 1 a proteina E2; esios punio de corle son probablemente mediados por la
sefialasa de ia oéluiz hospedadora. Z0 esouems propuesto por Rumenapl er af {1993
{Figurz 2, para el procesamiento de las proteinas E de los pestivirus es el siguiente: el
procesamiento es iniclado nor ja iransiocacion de lz seiial del péptido "corriente arriva” (o
sez en direceidn Opuesiz & como oourre & Jrocesamiento), las sefielaszs fienen su punto de
corte entre la capside y la proteina precursore naciente E012, ocurre rapidamente durante a
sransiocacidn v es efeciuada por una sefialasa. Las proteinas B0 v EI son cortadas por una
nictease desconocida; la proteine El lleva dos regiones, la primera de las cuales actla
corme une sefial de alto-transferir pare .2 Bl v iz segundze de las cuales funciona como una
sefia’ de translocacién pare la protelna E2. En la terminal C de 1z proteina EZ
aparentemsnie esta lz sefial de allo-transferiv para la E2 y la seflal de translocacion
"corriente ghajo” pars @ proteing; el producio de transiocacidn "corriente sbalo” después de
iz E2 es hipoighico v no ha sido identificads El siguiente producto de lz transiacion es la
wroteina no estructural p125. Ts interssante hacer notar que después ocurre la formacion de
un heterodimero estable ZI-22) ¥ por lo tanfo despuds de gue 1as proteinas E han dejado 2!
Reticulo Zndoplasmice (RE); esic podriz indicar que las proteinas E1 y E2 se asocian
solamenie despuds, posiblemente duranie ol ensamble del virus

T

Las ghcoproteinas presentes en & virion son exciusivamente hetero u homodirméricas;
307 lo tenio e dimerizacion podtie ser imporiante on el ensemble del virus Tazs vroieines

[ RS I i 3

El v 22 estén casl sor segure sncledes en iz bicape de ldidos de le envolii,ira, v o2l
mecanisme mediante ¢ cual lz B s asocis con ¢! viridn todavia no esia claro. Bl hecho de
gue cantidades consideradies de la B0 esién presentes en ¢! medio de culive indican gue iz
asociacién de la 20 con Iz envoiturg es més fenue que la ascoiacién de iz B1 y 1a B2 con |
envoliurs (Rimanap® ef 2f, 1993}

Tomen el BT

procesentienio de lzs proteinas E de los pesiivirus
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conteniendo 3 glicoproteinas, denominades de acuerde corn su nomencleturar 31 {g28]
r

i gzsl oz
gpd4), B2 {gpdd o gp4B), v E3 (gpll); dichos autorss wmencioman que de esias
=1

glicoproteings, iz gue elos denominan gicooroteing E1 estinmulz unz ferte respuesta de
aniicuerpes en los cerdos vacunatos Sin embargo, [os animales infectades con Pestivirus
{yio WEPC) desarvoliern enticuerpos contre 2! menos 2 glicoprotines virsles, ia E1 y B2,
pero iz B es lp més inmuncdominante, gsta presente en iz envoliura, v juege un Importanie

papel en la neutrahzzcion dei viras (Fulst, 1996}

>

)

&
a

Creiser-Witke ef of [19%0), sare proder gque gigunos amtigencs de FPC son aliarmens
conservados, usd cepas e FPC, aislados de FPC, v 8 AchM's difigidos contra la cepa
Alor/187, v mediante ¢l uso de prucbas de radishnmuncprecipiiecion en combinasidn con
fa actividad neutralizamie de los Achd's, demostraron que los AcM's feron dirigidos contra
un doblete de 36-60 ka procedente de células infectadas con el VFPC y lsadas, que
reprasentia a la glicoproteinz meyor de la envoltura del VF2C; y al usar un suero policlonal,
ipitd proteinas con PMs de 120, 80, 33 v 37 ke, perc en esie caso
no se detectd el doblete de 56-60kd

Let FRmomnanda me
€51 SEDTCINCAMSNIS Drecy

Con base 2n al usc de Achf's se definteron les relaciones espacizies de ios epitopes pars
FPC, édstos fueron agrupados en 4 dominios amvigénicos (A, B, C v D) Esios Achf's
reconocieron una profefna de iz envoliurs E1, gue vand an temafio de 51 2 56 kd (en 3
“cepezs” probadas), con determinates antigénicos grandes v conservades & nvolucrados en
la neutralizacion v ex las céluias infeciadas slempre sstuvo conestads o asociada con una
gp de 31 kd (Wensvoort ef i, 1990). Con l2 cepa Brescia del VFEC en célulss infectadas v
baic condicicnes reducioras en eleciroforesis (FACE], 3 gp especificas fueron detectadas -
S4kd, 51 kdy 31 kd. Las gp 54 v 51, estén ascciadas con =l virus infecciose, vie gp 31 neo
{Wensvoori ef @/, 1990}; of doblete gp34 v gp31 ss le vrotefne de envolture E1; esta gp 31
s especifica para el YFPC, pere no es muy antigénicz, por lo que puede ser no estructural,
¢ similar z la proteine pre-M de los Flavivirus [Wensvoort ef &f, 199C), v puede ser
enconireda solo en wirlomes meduros Welland ef of, (1990, identfeoaron nroteings
sstructuraies del VEPC, codificadas en la regidn 5'terminel de el genoms viral, en las que
se incfuyen' una proteina del ndcles en la terming! N, de fa poliproteina seguida por 3 gp
con PM de 44,000 2 48,000; 25,000 2 33,03C, y 53,000 2 538,000 d; detectd ademés bandas
difusas de 80 2 100 kd, sare VIZPT. Las go codifficadas gor € virus, srassnss sowe e
superficle externa des wvidlones wo cfiules nfectadss, son ‘mpocentes en o curso de la
infeceidn ¥ son imporiantes en L2 respuesis inmung del kospedador.

Toiel ef of (3
(gpdafa®, 2033 vy 22550 cue sxister en Torme e dlmercs, an ofaias infeoladas v
virionies. La primers proteing codifeade denlro cel ORT de los pestivivus es une moideule
de 20 = 23 k<, la cual se hz ssumids qus Tepresemia i vrcieina de (g nucleocépside viral
Thiel el ¢f, 1991, v uego un componene esTTolira de g mucieocipsids, e pld & 14 k8
que 282 localizade e :

i

Tpira 1o .
Sntre 1z =23 ¥

- - - k] = bV S e - [
2 023 v qus es iz sumere gp viel [Thiel er i, 1%
s
4

I - im o el T el 2 -
st sutoproteddiics, i cual recide en 023 estz

SAdar = 7 e cag atia 4 ieidT peri T4 e R
BCUVIiAC pro.soiilics es & TeSponsavie &e <A Givisidn enite p23 v pid; o sea que 2 pid &
£ o~ . ‘n in e £. am T omememdden o s D 7 4 T ]
DIOCESECE CEniIG L8 & DoITrdleing oot lz proteing no esimuctura: p232 (Roche e af, 1951

&
Sterk ef of, 1993) Cespuds se tiene trgnsicczcidn de (z gpd4/48 v de 2 go adicionaies
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Tuaigs oslan p:esentes gnlas o iuias infectades, v apareniemenie SO0 parte e
icie del wirién e interviene en la n ira’.,zmén Exel et
A ;992}, "osLerzo'meme una L_;ro:) ina de PM de 53 kd os deteciadz en el VEPC vy parie de
esta wicteing es codifcade por un fagmenio del genoma de 634 bp, es una proteina

egtructurel mayor © D;ﬂczpa_ de ia '?;fl's"OdU?a involucrade er ia neutralizacion (Roche ef gf
1921 Rimanapf ef 7 (19913, menciona gue la gps5, representa un antigeno que induce
EnECLISIpOs VITuSney *raiﬁzafﬂes ©i gene de l2 proteinz El fie ssleccienade parz ser
inseriade denlro del genoma del virss atenuado de Pseudorradia (VPRV} {come vettor,
mare gue expresard & proteina 51 del VTPC, con la cusl fueron vacunados cerdos, los
cuales desarrollaron alios titules de anticuerpos contra PRV v FPL, v de esta Torma lo

cerdos fueron protegidos contra PRV y FPC (Maddy er 4f, 1991)

‘?..

En los G'timos afios fa obtencidn de AcM's contra el VFPC han aportaco datos més
:vcis s sobre las distiniaz protelnas que componen & virus, vy se ha podido comprobar gue
ngS poses 4 dominios antigénicos, 3 de sllos son dominios trensmembrena, inducen
icuerpos newmalizeniss v oson inmunoldgicos, v unmo de éstos 3 dominios es muy
ccnss:vado a1 todos los aislados estudisdos (Famora ef af, 1994).
Utilizende un panel de 15 Ach's comira el VIPEC se identificaron diferentes proteinas
virales con 2M relativo de 40, 46, 120 kd y una proteina compleja, que contiene
nelipépiides de 15, 16, 27 v 55 &4, ks proteing de 40 kd fue detectada a partir de viriones, la
de 46 k& z parii- de lisados celulares ¥ no estuvo presente en viriones v 1as proteinas
chicosiladas de 13, 16 v 55 &d forman un heterodimers con un PM relative de 65 kd
W\.y[de“_.ars et of, 1993‘ Usando Ao otre eutor también, reconocit diferentes
noitndriidos de origen viral: 340, gp4s, gpls/i6- p27- 5755 v 0120, vy una proteing de 2
de 3% kd, en células lisadas ¥ bajo condiciones no reducicres, los Ach precipitaron
oroteings de 46 kd v 65 kd, esta Gliima migré en forma de dos distinias proieinas de 55 ¥
15/16 kd, ia de 46 kd en una ae 27 ke (p27) v una de 15/16 fMuyldermms erai, 1993) A
nartir de céluies infectadas, Ritmenapt of af (1991}, precipiiaron 3 gp (Ja 033, gpad/ddy iz
055, Jas cuzles son componemies estructurales del virién Las 3 gp fueron codificadas
dentre de los nucledtides 1100 2 3600 {INH2 — gpd4/48 / g3 / gp55 - COCH), v bejo
condiciones no reductoras, moléculas de PM de 55 kd, 6 y 90 100 kd; iz de 68 kd
1982

segprasenta un hetercdimerc entre g055 v 2233 (Rumananyer af,

o]

”

3
kd

[y

Los “rebajos reaiizados han puesto de manifiesto que e viridn esia compuesio de 4
'sm*feiﬁas estrocturales, 3 e gllas son ghicosiades {lz gp55, gpd4/48 v gp 33‘, formen
serte de iz emvoltura virzl, lz cuarta es una pro‘iema ident:fcada reczun;emm_e de 15,000

fom ™ AN o . s T T - Lrmer e
':_:_4; - CN® 82 Z3UmE CUT €8 Une arovsine de le ouclescépside. 82 hen feseriio varias

.

,.
m

aroteings no esiructuraies del virus, soure kas cuaies se incluyen 1a 9120, 575y p23, 2
rﬂa ~onsiderade 'afa hzce poco come una proteine ﬂsm.c:c“a. cue forma
e s

maciaccépsids delf virus (Zamorz ef o, 1994) De lzs proteinas estructureles, 2 gp35 y m
recientemente iz gpd4/48 estén im ‘.JiICd‘. en iz induccidn de znticuersos neuirelzantes,

Aarod

b
el

- [N
v

zU33  Tenreseniz  posiblemenie una profe ine  de  {ransmembrang y Con TEnoT
Iymunogenicidsd cue lz gpS5 Le gp 55 v e gpd4d/4R Jorman Gimeres unides por eplaces
disulfure, confiriends a fa envolture une composicion ey particular no observeda hasts &

momenio en otros virus RNA, distinios a Pestivirus La gp55 forma heterodimerss umdos e

A



ot il bl o bt o il i et Lt A i il A e vl MR L L el et i B R R

A AL R AR O R

-~ S . _ [

-

iy 1B e ey SUR o '
nuentes Sisnif ~ 32 R oo et hata

Tuent sifiro oon god? TFstss egtruciures homo v heterodiménicss, sodrian ser de gren

elevencia en el ciclo vite! def virus, v e ie InduceiSn de los mecerismos mmunolégices de

proteccion, basados 2z lo inmunoresoueste Tente a lzs proteings sstruciurzies, aungue el

sxgmfcaéo bickozico de estas formes diméicas no se conoes (Zamors ef &f, 1994), Con fos
e

dlisis de radicimmmnoeprecipiiacion y de ”Westem—b“ot" utilizanco emiicusrpos espacificos

y [}@p‘mss singéticns determinados 2 pastir de o secuencie de nuciebtidos, se ha reglizads
gl mapec del genoma, correspondiente 2 los genes gue codifican pars las distintas
glicoproteinas. La secusncia de esios genes, o & genome viral, queds en eL sngw'len’:e orden
S-gpddfds — gp33 — «"nSE% -3 acsdﬁﬁﬂaﬁas por los ructedtidos comprendidos entre 1,100
v 3,600.(Zamore el o, f994} e .\,,Ud., gemm.ua erore los nucledtides 364 2 1,100
provadlemente codifics pars la proteine de i r:wmescapme la p23 que 0o es esiruciuax,
codificads 2} nicio del ORF, que no forma parw det viridm; v en lugar de ésta, & proteina
de la nuclcocipside es otra proteina con un PM de 14 kd, cuyo gen esid entre ios genes que
codifican lz p23 y ia primera gp (gp44/48) (Famorz o aﬁ‘, 1994); v ¢l procesamiento entre
p23 y pi4 se realizz en fases tempranas, por une actividad amoprru.e@ikazca gque parsce

7 S

- = - . et Lo oar ~F TGN
residi- en Iz 023 (Famors & @/, 1994; Robert Btark ef «f, 1993).

Recleniememie, usando el virus de vaccima recombinante {VVR), ias gp B0 y E2 de FPC
detectaron sobre iz superficie de célvlas infectadas con VVER; v se demosird que los
cerdos vacunages con ¢l VVR gue expresabz 20 v/o £2 resistieron un desa,ﬁo fetal contrala
FPC, y se determind 'Tuﬁ Iz 50 es un segundo determinante pase lo induecidn de nmunidad
protectorz contra le FPC (Kozming ef @, 1995); pero ambas proteings (EC v E2) inducen
anmficuerpos nevireizantes. Se han descrico 3 formss diferentes pare 8 gp 22 E2
monomero {55 kd), £2 homodimero (100 k&), v E1-E2 heterodimercs (75 k&), las formas
diméricas son enconiradas en las cdhulzs meﬂadas v en ‘os virones (Kcrmw e af, 1995,
sin embargs la exoresion de E7 sola excluye 2 ~cm~or= de hetercdimercs Z1-B2, que
estdn orosentes en gramdes cantidades en lms oflulas infecizdas v en los virlomes. Hsia
timerizacién de proreﬁas virgles muede ser 1mpcr*ame pars 1z suténtics presentacién de los
zntigenos anie o sisiemn nrrune del hudsped v deva te induecidr de ura nmunided esteble
v duragera (Koning ef of, 1598). WMeyers er ol ( : 1698}, descriven tembién, que la B0 v iz B2
estan Loc&maaas =0 ia sugertcie e los viriones

Windisch ef of (1996), mencionz que an la parte 57ermingl de! RNA dal VE2C se

nGn};"";nam TR eyl i asimaen mroima  a st alme ,\‘g “o ondemalda M R e Ao Tooame ,q i ST

COQLTCER (28 DOOLWEINES §SIIUCT UGE, & DTICLRINE C8 .8 .,a_,;Swe ¥ 5 L% W& SEVOLILTE (o,

k) Ry T mm ] wp TG s o v 4 Fh. A o

21y 223, donde BC v 52 inducern i Tormecidn de amiiCuerpos nediralizentes ¢ Inducen
4 T ™ ~ ar

mnrmnidad protectors an &l hospedador ngurel. 30 forma un neie*o cimero con P de 97
i creiaca @ :ac,rz; &2 1as oflvias Infect

s se
juegs un pasel en € ciclo e vide viral

.. "

ided Tirfrsece de AMNAsa v

T o o -
AlTealzar o oesmio Con e O

cs7e 4 FPT y oon 8 copes més de F2T procedentas

isados e célules miboledes | se detegiaron 3 oreleings con un PV reletive ﬂe ’fo 187y

L45 k2 en g regidn 37 terrmingl cel VEPC, cue ocdifios las prolelnas no rales

assimr 2t of, 1996). Tn Tese gz locelzecidin <o los gones deles 2, | 2 Tz sugendo qus

ias protefnes egtructureles virgles son codificadas en iz regién 57 termingl def ge::m 12, v 28
. .

DToieinges no esimichreles o 2 regitn 37 femmingl. La primers proteine ceA ORF es ia 923,
que s une supnesiz proteass cop activided suioproteciiien, no rsociade il viridn. Despudés,
corrienis abajo, G 2siz protelng (214, que es (e proteing de lz cpside vingl v las res gp do

.8
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z 5120, iz cuzl en célules :

0.
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proteings, pS4 v p80, pera e cass del V3IVD, v sdle iz proteine D120 es producics en

1

i o

[{]

i
identificaron 3 orotelnes no esirectursles en lz

célulzs  infectadas con cepas no ¢cp Se
L oo PV relatives de 76, (07 v 145 ke, en iz cena

regién terminz 3' dei genoma del VERT
Alfort v en civas € cepas de TPC,
precurseres de la proteina de 76 kd, fa p1435 pueds serung profeina precursors, GUS al ser
dividida da ia 38 y la p107, vy la divisién posterior e ke 107, puede dar como resutado @
2 p3l y e p76 Los precurscres (07 y 145 kd det VFPC, son més esizbles y pueden
acumularse en cdlulas infectadas. De acuerdo & éste autor, no se cbservan difersncias enire
lzs 9 cepas de FPC examinadas por ellos (Kassimi ef of, 1996).

De acuerdo a Eibers ef f {1996} una nueva vroteina gue es parte integral del viridn e fa
FPC, es 1a p7; v ademés 2 formas de lz B2 pueden ser deteciades en las cdiulzs infectadas
(E2p7 y 22). La proximiced entre lz 22 v la p7 en lz polproteing v iz formacion de iz
proteina de fusidn E2p7 sugieren que participe en la maduracidn de lz glicoproteinz y/o en
la merfogénesis del virus (Elbers ef f, 1996}

Bruschike er @i (1957), mencionan que la proteing E ™ de ke envolture del VFPC, es
identificada como vna RNAsz, o tene yna actividad de BNAsz; iz IWAszs pueden
expresar diferemies funclones Gioldgicas, v ura de dstas es su propledad immunosupresive
in-vetro, ya que le (E ™) fue capaz de inhibir freriemente iz siniesis de orofeinss en los
linfocitos de diferentes especies, sin causer dafio en Iz membrarg celuler, v 2nopiosis en los
tinfocitos; por lo que E ™ juegs un importante pepel en la patogénesis de los Pestivirus, va

N

que esto Gliimo se meniflesta en forme g2 ‘euconenia e inmuncsupresidn Y Iulst er of
{1998} también describen que lz gp B ™ cue tiene lp actividad de RNAsa, esté involucrads
en le infeccidn del virus, v ésia actividad juega un imporiante penel en 2 replicacion del
Pestivirus v se especula que quizé sea responsabie de Iz versistenciz def vius e su
nospededor natural; los VEPC RNAsa negetivos Inducen efecto citondtico ex cdluizs de
rifin de cerde Flulst ef af, 1598).

Los irabzios inicizles de

lemoeiratol Cue astle relacicnss

1.7 Relaciones antigénicas

invesiigecién reelizadcs con

ertigénicas entre los virus de FPC y DVE, ssio mmbién fie demesivedo mediznge lzs
proetas ge seroneuiralizacion cruzada, v con I wiilizacidn de anticuerpes mornocionales
{AcM}. Hsias pruebas tembién hen side empleadss para ‘nvestigar fas relaciones antigénless
entre las 3 especies ae Pestivirus (FPT, DVB y BDY, parz diferenclar entre lzs diferentes
cepas de virus v pere cerscterizer lzs orotelnes ndividugles [T er &, 1988, Snre s

T TRt g y P e Tog % i g T —femnl e - [-Er R
GISUITIOS SESIVIAUS A2Y Uuna grED SCnISanzs £n 188 DTOTISRIZCSS IBISS-TLITNCEs, 2 CMaNG &

- 1 sAed 3 ; e S| AL e g s { ooml g Tapmr memmrrrre mem et e

su densided en gredisnies v coeficiertes de sefimertaciém; o8f misme, fey egulvaiencs

e 1 R ] e T fom o A ey T ~ 3 o o gy gy v

enire ias gisunias proteings SSUTUCIUra®s, 48 Moo gus &5 proleings gplis, goddi/a8, gpll,
jal VT 3 oo e g g ¢ omT L faT

223 vy oi4 del VEPC, son semgfantes 2 lws proteinzs onf3, god8, 2028, 22C v olf (o

. k3 [ s 7 Temesta i - i e as e - 3
VEW3, ss hz cbservado une alta homolsgle, ianio £ zivel de nucedidos como da

araineéciaos; en (o8 mmedticos la nomologie 2 <o G874 %, v es Zasle de un 85 Y con

respecto z 1z hemologia de los aminoéeidos (Famons of &, 1994,
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Los Sestivirs puece ser ._eu"“a; 2C08 TOT AntioUarEss e 8e
(20, 22} {Thisl e «f, %996}, pera ie B7 parecs ser iz proteing contrz ' que mds resccionan

los anticuersos virus neuirzlizaries, 25tz g €8 2iamente veriable en

omparacidn de s identidades de amincéacidos dentro de iz ey paz‘t?cu aimenie

pars demosirar variaciones entre “estivirus (Thiel ef of, 195«6). Hste analisis de

muciediidos v de las secuencias de amincgcidos ha servido parz determinar: i) la similitud
e

[
&)
-
== 5
Q

emre las cepas del VOVE y de los VFPC, E) iz homologle de determinadas regiones; v i)
fzs relaciones entre Izs prc’iez’nas individuzies.
Lz texomamia que clesifce foe nestivirus do zouerds &f hosnededor v 2 [2 enfermediad, es

engafiose, por lo gue se ha sugerido gue fa Ezc:m";egia de lzs secuencias de nuclediidos sea
Lsada parz Iz diferencizcion de los sestivirus v que sen (ivididos dentro de ¢ tinos:
pestivirus 1 (Cepes clisiozs de WIVIE), pestivirus 2 {cepas deb VEPC), oestivirus fipo 3
{cepas verdederas def VBD), v pesmvzms tipe 4 {nuevos grupos de zislados de bovinos v
ovinosiieyers ef of, [996; Roizmen y Palese, 1996; Sandwix, 1997).

Con respecte @ VERC, :ma ‘uarcc‘da ancmcm antigénice esté presente entre las cepas

de! VZPC, v baséndose en (2 reaccidn ente AcM (marcados) preparados conira el V“C
VErOS grupes amigenicos nueden ser dis ti Felemiia Y AL::: dentre é &l V,nas cesas de 720, 2
setercgencided antigénica esiz presente; y 00 se snouinira une relacidn emire los Zrupos

entigénicos v 1z virglenciz [Ven Cirscliot, 1992} De acuerdo con Mendoza {1993}, con
Achd cirgides nacia las gp EI v E2 se hen detectadc 13 determinentes antigénicos
.L.twgraws end gupes D A, B, Cy = Holos grunes By O, fe encuentran ios Ach gue se

iirigen hoeiz log Si‘(.“r e navirelizantes (Mendoza, 1')’)5} En ¢l grupo A {subgrupo AZ), sstén
los AcM gue se irigen hacle los sitics conservados iviezzmz% IS35); mientizs quz en &l

(=143

subgrupe AZ, se encueriran los Achls conire ambos sitdos; &l grupe D, no 1 westre afnguna
eciivided (Wendaze, 1995). Los Ac {el gruns A mimeros 2, 3, 4 v 7 reconocen los sitios
o

uirziizemes v olos conservados de w ogp S1. Los ACM 3 10 v 1%, reconceen siics
o

LS
CORSSTVaCos O

[

2 iz zp E1, subcizsificadas com , G2 giupe I3, reconoce sitios
neulrelzenies de la gp (lendoze, 1985)
Sen e"nca un panel de Aclls de referencie, perz ser empleadc e e Jiagnédstico
! zigs mmussivan »LEZ‘CH’»BS petrones de resctividad con los distintos virus
gnglizedcs (Za:r‘ora erat, 19947 v sp e clesifoedo e £ grunoe segln ranonosioren 2 -
Cr::gc - .- Que comeszonde 2 los Achs especioos de tolos los Zesivirus, v cue
:‘ecc:cvzer\,:: & ume prolelne oo esiruolutel ce 80-125 &) =sm gniigenc s¢ expresa e
e324°Cs temnranos de g infeociin (Zemere of oy, 19547,
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de [as cepas de VD y BD (Zamora ef af, 1994)

i)

Ea &l pane! mencionado, tambidn se incluven Achi que reconccen epfiopos espacificos
e p125/80 v gp48 del VOVE (Zamora er af, 1994).

1.8 Disgndstico, - Todos los cuadros clinicos de 1z TPC son de dificit reconocimento,
y nor o lento reguieren de téepicas precisss de diagndstico de laboratorio, gque son
realizadas en los leboratorios de diagnéstico especializado. El diagndstico clinicc
diferencial de "= FPC offece grandes dificuitades, va cue iz FPC pueds ser confingida con
enfermedades de muy variada etiologie (Van Oirschot, 1992}, existen varias pruebes de
laborateric parz confirmar ¢l diagnésiios de la FPC, que bésicamente esifn basados en la
deteccion del antigeno virzl, aislamiento ¢ identificacion del virus o en la demosiracion de
anticuerpos {Van Oirschot, 1992). La deteccidon de anticuerpos especificos contra <t virus
de la FPC es de pran utilidad para detectar la actividad viral de! VEFPC patégeno en &reas
donde la vacunacldn noe s praciicads; lz realizacidn de prucbas sercidgicas es imperative,
st un pais desea ser reconocids internacionalmente como Lbre de FPC, y en donde si se
vacunz puede algunas veces ser necesaria la difrenciacion enire virus de campo y virus
vacural {Vaz Ofrschot, 1992); s deteccidn del virus se hace fundamenialments por
Inmuneilucrescencle Directa IFD) (Romers f af, 94; Coba v Corree, 1993;Van Cirschot,
1992), v esta misma técnice puede utilizarse pars diferenciar entre los VEPC vy de BVD;
vsando confugados preparados con Ach une de ellos dirigiac contrz un epiicpe
conservado de TPC, v & otro conira la mayoria de las cepas de FPC de campo, pere no con
cepas vacunaies de FPC. Una reaccidn positive ante =] primer moncclonal v nogative conire
el segundo indicard que un virus vacunal puede esiar presents; los virus lapinizados de
ToC, se dstinguen de los virus de cemuo porgque inducen febre v esiinnvlan la produceisn
de antienerpos comirg FPT, 2l inoculer congios por via intravenosa (Var Girschot, 1992}

Bl VEPC puede ser zislago moculando oélulas PK-15 con una moliends 2l 2 % de un
nomegenizade de tonsilas v bazo de un casc sospecheso, v después de 24-72 hores los
cultivos celulares s2 exaniinerén por IFD; la técnica de alslamiento es més sensible que [a
de Gncidn de tejides congelados {Van Oirschot, 1992; Romero ef of, 199%). La nruebs de
Inmumnoperoxidasa aplicada en cories de 1gjidos (IP)Romere &f @f, 1994) también es Gl

PP L. o o, T - PP 13 [P . Tl a il P
Dero gi 1Bua: (Ue OITAS DTUSDES, DULeGe T2oonldCsr IRSIEn 08 SCTICUETROS NS Do a
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YBVD, la proebe prede desamroilerse tambidn en cultivos celusres, v se tlene e
reconocimienio  dal antigenc viral en i citoplasma de las oéivles infectadss, v Iz tincid
puede sor examinada con un microsconic Optico (Sandvik, 1997). Mediante la prusba
Reaccitn en Cadenz de la Polimergsa (PCR)Van Oirschot, 1992, Wirz ef #/,1993), 5
ouede detectsr € VEPC v, se pusde tandsién diferencianic &2 oires pesdviras, @sie iéorica
tiene uné sensiohiged comparavie a le del aislemienio del virus en cultivos celulates v a lz
prusoa de cetecolén del antigene por iz pruebs de IFD (Wirz o o, 1993), {tambidn ss
puede usar . téonies de ZLISA vor captura de antigeno (Romero ef o, 1954)

B

[
S € 0 53

La deteccidn de antionerpos puede ser wes herramdenta 031 en & dlagndsiice de las
granias sosnechosas, cuenco la deteccidn usuel dei virus na fallade, v en los cesos de
aparicién de lz enfermedad con formas subsguds, oronice o naperente, causadas por oEpes
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dz bela virclencie, € < io nte Xy

claro, v cusndo lz deteccién del antigeno no es facil {Van Girschot, 2992 Romero ef @i,
19947, también a8 de imporanrciz v sspecizimante 0t en lezs titimas fses de un programa
de erradicacidn (cuando ya no se vacur:a, =ara detectar hatos infectados subclinicamente
Warias pruebas estén dispomnibles perz la deteccidn de anticuerpos, & virus neuiraizacién
{con sus varias modificeciones), téonics gue valorz Iz capacidad de ios antcuerpos
presentes en ef suero parz neuirzlizer Iz infeccién del virus Jn-visre (Van Oirschot, 1992,
Romero e @l 1994 ), que ia sido usede en investigaciones seroldgicas a gran escalz. Sin
emoargo, ene prucba puede deteciar aniicusrpos conmira BV, porque aigunas infecciones
aroducidas nor BYD pueden inducir bzjes ftulos de anticusrpos neutralizantes conirz gl
VFPC; par lo tanio 108 sueros necesitan también ser probados pars defeciar anticuernos
contra BYDD con fa pmeba de VN Cuando se detectan mayores titules de anticusrpos
cortra 3YD gue conira FPC, serd una indicecidn de que Iz infeccidn es por ef virus de
BVD; aunque no se puede excluir uns infeccion concurrente con &l VEPL, en tales casos se
deberén probar mas cerdos de la piara sospechosa.

no resube muy

Las pruebas de ELISA {ensayo inmunoabsorvenie Egado & una enz?r’a} es répido ¥
facil de reglizar. Une de las prucbas de ELISA puede diferenciar entre jos amiicuerpos
conira HPC v los de BYD), parz cile 1z prueha emplez dos mcmocio raies dirigidos contra
diferemes epilopes dz iz gp=l gel VF2C, debido = gue minguno dz esios monocionales
reconoce ai VBVD, lz posibilidad de que se Cetecten amticuerpos conita BVD es
virtuaimente insignificanie. Sstz prueba de ELISA es rutinariamente usada en las encuestas
seroedidemiciégicas (Van Cirschor, 1692} De las pruebes de ELISA las més utilizadas son

foe BT IS As da blemmen de comnetioidn ¢ indirectio. dehien “ Aoy ATy

st G DLOTULS, Sormpentidn ¢ URQINSCIC, J0DIgnCa deteciar anticuer THGE Gente s
todas las cepas del VEPC, perc g su vez evitar reacciones cruzadss con ciros Pestivirus
Romere ef of, 1994, Deb ﬁ' a qua ios snticuarpos Somira tas "cepas” de camips del VAFT
fodavia no oueden ser distinguidos de los antcuerpos vacunales, 2 vecunzcion Craiia la
utilizecidén de  las s“n;eﬁas SeLQiUgECQS para pmpus w08 Ce disgnostico Xecienismenie se
desarrolid en :,ucpa un "kit" dlagndsiico pare difererciar enire los “ﬂ”lcuemf‘s estimuintos
comtra iz vactna "Torcilis Pesti” v ios anticuempos esiimulados conire e vinis de camzno.
Sin embargo este "ki" diferencial avn no ha sido estudiado en nuestre medio en cuanic 2 50
sensivilidad y su especificidad {Correz, 1998} Y wmz EI ISA ge competicion Ci-2,
desarrcliada en elysiad, :lO‘E.ﬂﬁa., consisients en que el antigeno que se usz 25 ung projefng
reconbinente obienida medienie &l gistema de Baculovinus oo cu:..vo G oélules de insecic
{(Romero e ai, 1994; muist ef @i, 1593}, v en la cual se usan dos Achl's cus reconocen
diferames enitopes de la proieing B2 [Fulst of of, 1993}
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1.9 Disiribucits dz 1o FPC.- Desde & punto de vista geogréfco, €l VFPC hene unz
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distrisucién mundiel, auncue axisten algunos Deises que st han feciarade fbres de FPT Zn
: Fot
c

>
hiéxico, & pertir de la publicacion del Acwerdo v Prograima de la Campefia contra F2C, ¢n
1980, so agiicaron programas anuales de vacunacidn en varies etapzs, declaréndose ifbres
58 rumicipios del norie de Sonerz an 7983, & partir de 1990 se reiniclaren los trabsjos de
erradicacidn (Mendoze, 1995, Desds 1993 los estados de Cuanguato, Jaliseo, Michoszcan,
Querdtaco, Puehiz v Tlaxcels se encueniran 2= Fase imensiva de [e Campafia; v se reglizan
TIOgramas anuaies de vacunacion intensive er lus estados de Morclos, Hidalgo, México v

T a3 I ol gt Ao lem antaden an meeas e AR ey
Sen Luls Potosl; &l resie de los ssrados ss eneo ol Miendoze, 19953)

En México Iz FPU se ha considerade come un problema de sanided animal grave, nara
1z porcicultura nacionsl, tanto desde &l punte de vistz epizootioldgico, coms por ef impacto
eoontmico que he representado. Conforme $2 52 iGo avenzando en la Campefis Nacional de

rradicacidn, se han iogredo Lmpler de esta enfermedad la Peninsulz de Baja Californi
Erradicacidn, se han logrado Empler de esta enfermedad la Peninsule de Baja Califormia v

&reas avaplias del Norte, v del Sureste del mals, gue abarcen cuences sorciesias importantes,
en ias cuaies ya no se presentan los brotes producidos por e! virns virulento de FPC. Hasta

i afic de 1999 se {ienen en %ise de erradicacion & 9 estados del Cemtro el pals, v es en ésig
zone donde se han preseniacdc aigurmes biotes as FPT. En af 2fc de 1997, e nlinero de
casos se incrememid, temiéndoss 162 cascs, delerminindose que & 87 % de esios casos
ocurrgron en cerCos de fraspatio. De scuerde g un esiudio realizade sobre esios brotes, se
determiné gue los factores de riesgo responsables del incremento ex ol mirero de cases,

fue !z movillzacién de cerdos susesnibles del érea en Zrradicacion, on donde ya no se

vacuze, nacis o &req sn Conlrol, nfe con € VIPC, aunado & bajo nivel de inmunigac
en los cerdos de traspatic. Por lo gue s esiatlecid que iz poblacion de cerdes de waspatio
en & &rez en Tonirsl fue & orincipel reservorio cer virps, Implementéndose uns campafin
iniensiva de vacunacion de éstos cerdos para ratuer iz elrculzcion <o virus en esiz drea de

Control, ieniéncoss una disninveién e ¢ nfimero de cascs ¢e FeT en 1998 (Heireda of f
1998}, con un toig. de 104 casos, duranie zse 2fic (Acevedo, 1998).
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no diferencizs entre fa cepa vacunsl PAV-250 v iz cepa ALJL, de FPC al utitizar sueros
ie cerdos vacunados, vecunados & Infectedos, v solo infectad

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES ¢

"

T S S e " e e TTY = o Y
roducic suerss Immunes en ozd UG08, CONITE & CIDE paligens ALD v comira & ¢ene
TIASTLIS0,

rm s et
VO LE 2

Svaiuer v compatar e pardn eetiroiréticr ¢e cace Uns oo lEs cenes en esiudio.

ey o e 3 e - g s - o o
Rezlizer prugbas {6 ITLROU '"’sie.e::::a zata ezt € detediar o hay diferencizs
enire l2s <os oepzs, e es Ceszfacos v vacurados 2

infectados v vacunados.

- o= lp - e e e e > g o J % - o
Zwgluer lg .85?@33’." dizémies ssrol TEDE LS W08 &mImash {eszliacos ¥ vasunacles ©

inleciados v 85l vasunados.
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CUADRO . IETERMINACION JE LA DEOSIS INMUNIZANTE D LA

7 A TR T T
CEPA PATOGEINA ALDR BE FPC,

LA DEL DILUCION DOSIS 7 Ik
EX_L ERIMENTT TNOTULADA

e =

1 10 1 ml i
] 3 e 1 mi
1 B - o
! & 07 Tomb
'1 T 1 mi -
; 10 107 T o r;
i 13 i e )
i P !
i :5 0 1 ml |
|
§ 17 I o Tm !
. 20 | g * Tom 1
! 23 ig 1l
! 24 1 1w |

# N = nivarvmscular
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L P g ~. % i -, M el 2y gz ATy
egluvicran £n COMIASIO DOTTmEnente Sof 0§ SUrdsos O su grupd

2 se les gnfied ningfin trafemien.o, v sclameme se les permitié gue

oo g SOTTESEO ;
ics cerdos Tieron apservadcs climicamente duramte el desarrolio del experimenic,
determinéndose su fempersture rectal; v todos fueror sangrados e primer dia det
experimento (antes de !z vacunecidn) mare obtener susro sanguinec, y daspues cad
cinco dias, hasta el diz 30. Sste diz todos los cerdes fueron szerificados, incluvena
agquelios cerdos del Grupo V1 que sobrevivieron amte iz inoculacion con ef virm
patdgene ALD; el sacrificic fie reslizeds mediznte ef sangrade en blenco, v se realizd
la necropsiz nara observas igs lesiones v sarz colectar las muesirzs de tejidos pare los
gstucios confrmetivos de vircwogla. 50 suerc obtenide e czta unc 4z [0S CETGOS, en
cada uno de los muestreos, e identifezdo v slmacenado 2 —20 C hasta ser esiudiado

O M

A )

3.4 Serologiz, ~ A los cerdos de los cino grupos formados, se les tomd una muesira de
sangre, para la obtencién de suero sznguinec, antes de ser vacunados e inoculados, para
checar que fueran serclbgiczmente negaiivos & VFPC, v posteriormente se {omarcn
myesiras de sangre cada cine dias, haste ef diz 30 del experimento, obteniendoss stete
muestreos, corvespendientes z los digs uno, eing, 10, 15, 20, 25 v 30. Con los sueros
obtenidos se realizd la prueba cuslitative de immuncperoxidasa (IP), para detectar lz
presencia o ausencia de enticuerpes conira of VFPC (Ramirez of &, 1998,

3.8 Compargeién del pairdn electrelorético de 28 cepas ep estndio.- Para evaluary
comparar ¢ patrdn eecoofborédiics de cadz una de jos virus de FPC empieados, se
utilizaron los siguientes cepas v controles: z) el virus vacunmal PAV-250; b) el virus
natbgene ALD de FPC: o) 2l medic de cultive (CIRCO BRL, Catélogo £1500-057), &
célulgs PX-15 no inoculsdas v Hsadas nor sornigcecidn |, las guzies feron previamente
fevadas con PBS 13 esldrd, pare remover los resios de odlules muertas, v vare retirar
medio e cultivo, despuds freron centriliigadss v resuspendidas en PBS 1X, v enionces
fueron sonicadas 2 tres ciclos de fres minutos, & unz velocidad de 63 ciclos por segundo;
y e} suero feial Sovino (SFR} (EI3CC BRL, Catdloge 156000-033), diluide 130 Lo
descrifc en ios Incisos g, ¢) v e} se utilizd en el superimente comso controles, para
colupararios contre e palrdn de orotelnas de as cepas en estrdic. De todas éstas
muesttes ast obtenidas, se procedié a determiner Iz sonceriracidn de proteing, com base
en el méiodo de Bradford (31976).
Zor o euzl 32 ohtive mHmen -
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SO L0 CUZ BE OOTUWG Drmeramn.s UNZ CUlvea OO LLOUITE 8SUIisE SOVINE, & VETES
¥

b 3 i
s Tet] o [ oy W A » oy 5 o o~ % g - e
CONCermTECiOnes, Jare UILIEZnEs comic Zunic o2 oomperafion, pars Oeismunar &
. 1

5

concentracién de oroteinas v iz lectura se rezizd 2 una longitod de onda de 595 om e
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un especirofotdémeiro (Beckmar, Madeio DVHL) La wrotzine de ceda muesira fue
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0.025 b, glicing ©.792 M-SDS 2l 0.0 %, »H 8.3} v o) lz sclucién digestora. Farz €
corrmiento de los gelss se orepard el gel fapdm, e ge. de separzcidn {dei 123 %)y e
ge concenirador pars 2. peine.

Pramarecidn de los geles - Pere orepares 108 geles tepdn (lanio el de separacidn
come &l congemiredor), l2 mezcls rtemirzada se virdd répidamiente z iz cémara de
elzgiroforesis, previamente preparada (Modele Noo SE230, THoefer Scienadc
Instruments), v se colccd rapidemente un m! aproximadaments 2 isopropand! schre la
superficie. Cuando le gelifcacion se Usvd & selo  se observd une Interfase definida

enire @i isopropanc! v el gei, vara io cual se Tt e Isowropano! v se emjuagd con aguz

ke LA ARG

v s¢ escurrid. Posteriormente se coloct fe mezcls del gel concentrador, de igual rms, v
luego se coloed fa solucion para el peine, v e peine, el cual se retird cuando el gel se
habiz polimerizadc, quedando de ests forma Ios pozos bien definidos.

3.5.2 Preparzeidn y corrimiento de las muesires.- Se colocd un volumen de 25 pl de
gads ung de las muestras, conteniendo 1 ugful de oroieins, &0 un Wwho eppendor? fun
tubo para cads muestre) v ademas el msmo volomen de w2 solucidn digestora; se mezcld
y se hirvid en Bafic de Mariz por (res minuics, para desnatvrelizar lzs proieinas. Antes
de correr el gel, se reelizd vna precorida durenie 30 munutos 2 13 miliarnperes (mamp)
Posteriromente, utiizando una jerings Hemilton, se colocaron 15 2l de cada una de las
muesiras en los carriles hecnos &n e gel de concenfracidn, junio ¢on ias muesiras
nreblems, en cade carril se colocaron 10 ! de ung muesirz de sroteinas de PV conocide
{205,000 d, miosing de mtsculs de conejo; 114,000 d, B-Galactosidase E. Colf; §7.400
&, Fosforilass b de mbscule de conejo; 66,000 ¢, Albdmina sérice bovina; 43,000 4,
Ovoelpliming de huevo de galling; 29,00C 4, Anhidrass carbémice de eritrociios de
bovino). Este fie con el fin de tomear’ss como controles, pere comparacién. Las
muesiras Rrergn  corridas utilizando unz fuemte de poder mod. PS250/25 ampesrios
{amp) {Foefer Scientific Insiruments) a 15 amp corstante, por iTes a cuaire horas, hasta
gl momentc su gue el coloranie que sirvid de referenciz liegd al fral del gel de
separacion.

Terminado el comimiento, ¢ gel se colocd en unz solucidn de matansl &l 50%, toda
ia noche, para farlo v despuds se procedio e tefiir los geles con Ja tincidre de Witrato de

5
Plate, de acuerco a la “éonica g8 Hicheok v Brown (1383}, (Tsal 7 Frash, 1982}

d

3.5.3 Tingidn Ce los Geles con Nirate de JPlats.- Para rezlizer ls Yincida se prepararon
‘as sigilentes soluclones: o) NeQCE 0.7 M (30 =), 5 NELOT (3mD; o) AgNG; (igr)
{gste dltimo se disclvié por separade en cino mu de egua desionizade). Los tres reactives

- n R T - C A e Rt T o= B TS P LA
meneicnades se dlsolviersz s 115 ol de egus cdeslonizeds sgregends ¢ NelDl v ool

oo

Wil O lemizmeme, pare oviisr que se preciplare & AgMOs. Di gel se sacd de la
smucion Sladera 7 se celd 30 rivrios en agieciSn con ague deslonizeds, despuds se
relind ¢l agua ¥ 2 get se 45 com la scwcién  de wmimero de viate (enieriormente
mencionzda), por 30 minntos en agitecitn rapids; desouds se le dieron ires mvedos de
un TEUto en ague desionizada

"D’ o " | - ) -t r
FCenormentie se reaawd S IEVSIans 00 LG ol

L Wa T~ S 5 Y S R B LY
‘oo (008 g, ormeideido (m)
-
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y agha cesionizeda (obn 18} Au dbservarse las bancas, sz pard 2 ceacoidn durent
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hora con ke sciucidn de 260 ml de ague desionizade, més 10 mi de &cide asétios glacia
(g1 7%
Al termainar 1o amerior ios gales se iavaron con agus Gesionizata.
Despucs del procese de tincidn, el gel fue secado con papel celo@En, pama s
-

comservacidn. Se determind ast la movilided relative (RY) de cada banca observade, pora
determinar se P, en base £ w2 ecuacitn de regresion, que se opluve z partis de los

resulizdos, mediante ia BHrmule siguiente

Movilidad relativa = Tamafio del gal

Distancia de migracion del grente del colorante

3.6 [Prugbhas de Inmunciransferemcle-~ Parz  reafizar las  prusbas  de

inmunctransferenciz con cada une de las capas (PAV-250 v ALD) v fos sueros inmunes

contra elias se realizd o siguients: Electrolrsrsierexcis - Se preparzion geles de
=5

b

poliacrilzmida 21 12 5 % (SDS8-PAGE) con un peine continuo, ners ¢ coriienio de
cada una de las cepas, de acuerde al procedimientc deseriic  anteriorizents.
Posteriormente se realizd la transferencie  de acuerdo 2 o téenica de Towbin, ef «f
{1979 Pare lo cuzl se coraron pedezos de papel de niiroceluloss {Inmobion-2,
Millipore Corporation, Bedford, MA), de poro de 0.45 pm, del tamafic del gel { se
wrabait con guantes, para evitar dejar husilas en el papel de nitrocelulose). Amtes de user
el papel, éste se sumergid aleunos segundos en meiznol, parg zeiivano; asi mismo, s
cortd papel Tliro del mismo tamafic, que & del papei de nitrocelilosa

Zr un reciplenie se humedecicron las fibrzs, con ef amoriguador de ransferenciz
(Tris 25mM (pH8 3%, glicine 0.192 M, SDS, 5.1 %, Metanoi al 20%) S¢ tomd un
“cassetie” del aparaio de electrotrensferencia (1222 Mighry Smell Transphos, Hoefer
Sctentific Instrumerts, Szn Trancisco, CA), v se prepard, de sbajo hacia ambe, como &
contimuacidn se explica se colocd primeramente ¢ zerlico, iuego la fora, = papel
filiro, o papel de nitrocelulosa, e gel de poliacrilamida , pepel fliro, fbra v & otro
acriifco (cuidando de gue en esie proceso no se formardn burbujes entre ef napel fitro v
el gel), v todo se cubrié con e amortiguador de transferenciz (sistemar metancl-iris-
glicing); se pusieron mercas con 1&piz en 2l capel de nitvocefuloss, pere merces &l
tamefio 42l gol v pare determingr en Conde se bnicid e comrimiente der gei; se carraron
los seguros del “cassetie” de modo gue iodo guedars firmemerie zprisionads, ¥
muevemente se cubné todo cor el amortiguedor de transferencia. Bl “casseiie” formado
se colocd en la cameare de ransforencie, se llend con el amortignedeor de transferencia , v
se colecizron los slecirodes, de modo que & citodo (polo negative) quedara det lado dal
g%, ¥ se conscid al sisiema de ia fuente de poder (EC-135 3-C-Annarams Corporerion

OTOTELICT,
-

St. Petesburg, Floride). Lg transierencie s2 reaiizd = 8 mamp, con volisfe constante (ode
iz noche, con agitacidn constanie {con un PCM-Agiiador megndtico)y con reluic £
agua e Al termuing de ceda iransferencia, se mared el tamafic v posicién det g&l en el
Depel de mitrocelciose, asf oMo 18 colocacidn de los marcadores de P e referencia, ¥
pare poasr detectar las protelnas transfericas, se cortd el pedeze donde se coioceron {os
marcadores o PM v se tifieron con la tincidn de negro de amide.

o
~



361 Taelts com Negre de Amifc- 3¢ orocedid = preparer io sigulenver solucidn
megro Oz ammeo (©.0 gr), Me-UHF (54 mi, fcido goético glacial (10 mi) v agua
LTI S . 3 Tanpachem oo K ol Ao 5 i

degiomzadn woe 100 =D, 281 come iz solucidn deste®idors 1 {metzncl, dcido acdiico
wizoiel v aovre Jesionizeds) v 1 soluckdn destziidors T {metansd, &cido acético glacial y

ey

agsa desionozada). Se sumengid = papel de mirocelsiosa en %2 sclucidn de negro de
arridn por $ mimutos, kege ss levd con ague desionizada por I minute, despuds se levé
gom 1z solucidn Cestelidorz I, por dos norzs, v frslmente se lavd com lz solucidn
desrefidora 71, durante £ demzo suficiente par poder chegrvar claramenye jas bandas de
pretsing de los mevcadores ¢e PR Realizades las wensferencias con cedz una de las
tepes er eshudic vy commprobads o wensferencic 4o les orotelnzs Je los marcadores, se
vrocedit & corier & papel de nivoceiulos: en fres de dos mm de ancho, pass poder
reafizer con elios la pruebe de Inmunotrensierencie. :

3.5.2 Inmunctransferencin. Pora realizer esla pruebe se prepararon ies siguientes
soluciones: a) solucidn emortiguadors de tHetenclaming (TBS) pli 7.2, b) solucidn de
caseireto de celeip &l 5 % 2n TBS, ¥ ¢) =2 solucidn rz

SUCsTRIE).

eidn reveladors {Alfe-cloronaftch

]

- - T S e o s .
355 Sueros problema- Se vsiron 'os sueros gue foeron obtenides 2 sentir de los ¢inco

grupss de los cerdos cortespontienies 2 los siele muesirecs,; los cuales se confrontaron
con la cepn ALD v con iz cepa PAVLZSD,

Las “res obteridas 42 pepel de mirocelulosa e identifcaron cor ¢l nimero del cerdo

{mfmero 4el suere) v el maesives correspondicnie, para despuds proceder & realizar ef

bicgues de cads tire, 2% cual 32 devd a c2bo con weseineio de calsle at 5 % de acuerdo &l

siguienie proseaimienio:

%) Se cowcoaron las fres Ge papel de nitrpceicioss en las places especiales para tefiirias.

by Las tnes L8 papel, se actvarcs, antes de loquearias, sumergiéndolas unos segundos
eni Teiznol

- e Y a oo 2 I - -
¢} 8= colecaron dos =l do ceseinmie O calvio, sobre ow

-

a Ure, pemtizedo oue se
mumedecieran pién, v se dgieton £n aghiacid O minutos

g Se hicleron cing lavedes {cambiant a soircion de lavade) v se dio un

svaio Orgl derarie cing minuics, &n

. 1
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D Se Zclzron, nusvemenis oing ‘gyvades tipidos v un levedo dnel Je oing minuios, en
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g Seedidond fespuds, wn ool Lel suern wrobizme, JnPdo 120 e decisidnm de usar le
Sucidr de 1123 T tomads con bass en un sxpetimerts previo), en & cusl primero
coifo oo oiies P13 mo Tnooulades, T ozdsorsits Zecha zor 35 minmulos,
. Bl guere se og'd repcgioner 2 penel de nitrgcelloss por una
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8z zdiciond pogieriormenie un o €8 (o5 anticuerso secundinio (anil wl-SIGILAL
¢l cual fie flnide  1:400 (previamrente Gie adsorbide son cdiubes PX-15 oo
incculadas, sor 30 minwes, 2 37 C 3, deando reactionar € EXiCUerte SOR 1as YrES
fe pansl de mitrocelulose por wez hora , en agiecidn permanenie , 2 iemBerRinTE
ammeme.
Posteriormente se hicieron cino lavados
egitacidn continug.
Después se Hevd 2z cade el reveledo, wilizando Iz solucidn el substrato
{Alacloronafiof), adicicnsnde wn mi de esta solucitn a cads dre, v defindole
reagcionar por 20 minkics, o hesta ver claramente 12 eparicidn de las cendas.
Finalmente las tiras de papel de milrocclulosa, ya tefiides com e subsiraire, s
lavaron con agus destliada v se fgjavon secer. Al fnshzar tode Yo anteriorn, se
procedio a maﬁrmh ia u@«:ﬂﬂm de E@das las bandas, correspondicntes & ambas cepas
{(PAV-250 y ALD}. Y ai igpal que en las prochas de clectroforesis, se determinaror
los va!oms de Rf para cada pruebez, para zsi poder determiner ¢l PM de cade bande

ohservadsz.

zvado fozl de ¢ine miwaics, en

g

]

3.6.4 Tablere de gjedren.~ B! suero pr mﬂe*m y el ar ﬂ—a::rum ermo g5 reroxidade

-

tuvieron que ser probzdos v estandarizados pera obtener fe ditucidn dptima de irabaje,
pare 1z prucie de mf:amohrzmsf*'e*ﬂnw..
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PAV-250 uiiizada en este experiments fue &
le cepa paibgena ALD fus de 1077 DICCs £

&,I Wirps de T2C  El tiwio obienido por lz ddenica de TP, parz iz cepa vacunal
vl
3 o

. ] z Arma® Tt T n r 2 e _
4,2 Derermringciés de e fos’s minfime xfeclonte no kial e iz capn virulenta

= S
LT,

Los cerdes Gel ensays prelimingr ¢us eren motuledos con ias dilucicnes cada
vez més congentrodes da ip cspe ALD, mamifesterorn elevacidn de emperainz e

partir del diz 24 postinocuiacién ; © 25 & log cuzo dizs despuds de que se les aplicd
iz dilucion 10°°, y = los sigte dias de que se aplict Iz difucitn 1C¢ “° (Cuadro 2y
Figure 3}, v ios dos mosiraron signos ciinicos  de F2C; o8 cudles Toeron: slevacién
de lz temperatura, znorexia, postracion, hacinamiento, pelo hirswio, lordosis, signos
nervioses, movimienios ténico clénicos (Gicicleizo) parpades continuo, congestidn
de iz conjuntive oowiar , cimosis de lz piel de [z orglas, Aancos hundidos; une de
glios murid & dia 3C, v &l oiro mosTd nipoterraia, dizrres v murné z los 38 dias
postinoculacidn, B bass ¢ lo enterior se determing usar Iz diiug
inocular 2108 cewacs del euperimento de iz elzpe subsiguiente.

1049/l nare

Prai

4,3 Immunizgeiée de los cerdes ~ Durante &l desarrolio del exparimento se cbservd
lo sigutenie ;

[~ Confrolcs oegetives o 108 csrdos DETNENECIEron IOITNAIGE ST INOSiTAr

: de tempsranre rectel, o signes cinicos (Cuatre 3 v Rigura 4], ¥ 2 12

NECIopsia R mosTeion estones (Cuadses &, S v 1O)

-

e e Tl o Smetc o FuIr Tnpe- ; A :

GFape rhe Vacmades cem wme ¢osit de PAV-RSC: no Puboe devacidn de

temperaturg rectzl, exeeptc & oo cemoo (Cuedre 8}, ¢ue mostd uns eievacidn d2 6.4
£, FAY e o F e vy TEen A e - o o o - .

C 40.4 T} Inicamente dumante el iz es del experimente (Cuadic £ v Figura 53 en

08 Centneizs JUGSIOS &N comlEcn, oo Zube ipeTermiz ni aresenciz de signos

ewibuibles 2 & F2C {Cuadros 4 v 8). Zo 1z nacropsis, resizeds e jos 30 dias
postvacunacidn , sofamente ez fres cardos (dos cerdos vemumades (seis v sisie); vl
centinela mlmers nusve), los gzaglics se encomieron lgaramenie hemoigicos
{Cuadres 9y 100

T e — - U] —~— T P T e - T - e,
Crupe LD - Tmoceindos ooz 8 cepe A OUCE 8 o30S rmosiEron
Tl e n 7, o R L. e

hipertermia, tna (No. 49) 2 peci osmccuiscién; Gos Nos 30y 310
gesce el dis 10; v os dos regiamics 4 dle T

I posticcculecidn, los cerdos
centineles [Mos. 33, 24], mostTer MzemeTreenetirde s dies Dy 14

sestinocwiecién (Cuadre 5v Flgoe 21 oe caios prassnieron (o Pigmer oinizoade
FRC Cuadre By enme o dos yirse I ads 4o Twiclede e T p-ieo
5% v & igual gus los cendos , T oomio (Mo, 450 e 10
{(nzistiendo novroine Jgs los gignes 22 2 P30, - : L2y

o ot e g P
=z nssropsla, (0des

e oy e e o TN S e e e T
s ICETEION BSICIES L8 rAC A LIElIe S T IG

32 {2espuds de seis dlas cox signes, respecivemisnia). A tesls

. e 7 T v vy e
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CUADRQ 2. DETERMINACION DE LA DOSIS MINIMA INFICTANTZ
LA CEPA PATOGENA ALD-FPC.

e
3]
5]

.

TEMPERATIRA RECYAL 1T}

=
B
5]

[ CERDO ! { CERIC 2

! | 38.3 ! 364 [
i 387 384 )
; 333 384 o

396 ! 35.8
39.1 389 *
393 305 |
It
|
(

39.8 39.5

—
NGHOB | =3 | Gujln [ LI | N et

; 393 382
! 38.9 ; 39.C i
i i0 ! 8o | 383
j i1 385 38.0 ;
| 12 38.9 39.1 '
i 13 39.8 38.7 "
‘ 14 398 3%.8

L !
i 15 39.4 39.0 }
| i6 e} 0 :
*— 17 353 35 T
) 12 55 j ST |
; s 38.7 38.4

i 20 392 3%.0 |
| 2% 329 , 351 i
22 3Tt T 38.9

i ,
! .
!: 33 3¢.0 287 !
i 24 325 £33
! 25 405 RN :
Iﬁ 26 | S/D g .
T 27 | 418 455 ‘
I 28 i 410 10
: 25 ‘ 5.8 £33
: 30 405 &7
3 21 &30 i R
. 32 40,8 [ -
| 33 4G5 ﬁ - '
: 34 i 355 ; - :
33 | 59 \ - -
35 ; 358 | -
27 L 57 f -
O 38 ! Ts5-3 1
82 =8indelerminer s /7 = Sin regleirer comzerairg Sl @ M= Mosic
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MPERATURA RECTAL 2R0OW

| CERDO | DIAS 1 z 3 ] P 5
X I 303 38.9 397 397 393
DESY. 3372 6652 3464 3162 3774
ESTAND :

FIGURA 4.GRUPO |.. TEMPERATURA RECTAL PROMEDIC DE LOS CERDDS

CONTROLES NEGATIVOS
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g
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-CUAI:’%G 4. GRUPS I - TEMPERATURA REICTAL PROMEDIO DE 108
CERDOS VACUNADCS c&\- UNA DOSIS DT LA VACUNA PAY-250.
CERDO | DIAS PO
YVallk., | YAC ’
. ! z ‘ 3 4 3
| | [
X 35.6 338 | 396 | 397 [ 397
DESV. 5377 ;8426 | 6344 | 3201 [ 1154
ISTAMD. : ; :
CERDOS |
CENTS ; \ \ \
X 39.1 389 | 388 © 3985 | " 397
DESV, 2828 2121 | 4949 ¢ 2121 0707
| ESTAND. | | ‘

FIGURA 5. GRUPQ I.- TEMPERATURA RECTAL PROMEDIO DE LCS CERDOS
VACUNADGS CON UNA DGSIS DE LA VACUNA PAY-250
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37 v 38, 5 ATere e 5.0V 403 C, IeSpecaveEenis; GUrenD
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ol die 1€ posices: : vasn ouros signes (Cuaorg Sy Ffigura t, A g necronsiz
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S
escasas leslones. e unc 7o, 37 mizres en
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regresidn e g Szze, &n los demis cendos de ssie ZTUBG, NG GROC Camibios
—oroltgicos Tmmotianies £ravemies, eXCEDI0 sSsoases astequizs = lz miucosz de .g
vejige urnare [Cuzdros 9 v 1G], 3n los cerdos centdnelss, sdlo ung (WNo. 54,
presend  hiperfermiz 40.0 v 40.3 O los dies 12 v 14 postimocnlacidn, tembién
mosEd anorsxia, dapresién € hipotermis v mwic & diz 16, resemiando signos v
‘esiones Je FPC; = omo cenfinelr (Moo L0}, no mosmé Riperterniz, e i 2

necropsia presenid Lgerss iesiones de FPU (congestidn en valvuia ileocscal, infaros
-

- Ty g  Aale at P .o IV,
en ol bazo, v pelegites en e mucoss €2 18 velige uninadie) (Cuadros 8, 99 100,

cepa patdgens ALD: no se observé hipenermia ez los cerdos (Cuadre 7 y Figura

8), excepio en & cardo M. 43 en &l que hubo Lgers hipertermiz (40 T) duraie ¢l

Gruge V -~ Veocuznados com des desis de iz cena PAV-250 y desafizdos com [a
-

diz 16 postinoculacidn, nmgens mulis, ¥ & la necropsia (Cerdos Nos. 42, 43, 44 v
43) hbo escases lelones sospecnoszs e FRC, ex gangiios, veiige urinaria v bHazo.
Los cerdos cenfineles {ampoos murercn, perc wis presentd clevacidn  de iz
‘empersture dssde 2l diz 13 £ 1S posiinotulacidn; & z necropsie £mbos ceninelas
(Nps. 46 v 47) Tresentercn Docss 1esiones en @ Gzze, veligs udnaria, oidn v
ganglhiocs submaxiizres (Cradros 8§, 9y 100

Para resiizer 108 estudios confirmatives de vitologiz, se coleciaron tonsiles delos
Giferentes grupos (e cordos, despuds de reglizzr [z mesropsiz. Con las tonsilas
colectadas, so procsdid z efechusr lz prushe de Fwmonofiucrescencis Dirests,
naciende corss de los ‘glidos en congelscidn, parz o cual se usé un comjugado
especificn de FPC &luide 1160; obteniendose los sizuientes resultados | Grupol, las
wonsilas trabeiades fueron regeivas, Crupo I, les tonsilas ce los cerdos vacunzdos,
colectades a 08 30 diss mostvanimasicn, fueron negzitvas, b igual que las de sus
cerdos centinelss; Gruge 1.0, & ssie czso todss lzs fonsflas rabaiadas, procedentes
¢ los inocuiaCos con g cene ALDS, Tueron pesitives £ FEC, al igual que [as jonsilas
e los cerdos centinglzs; Grudo IV, las torsilas rebaiadas de los cerdos vacunados v
Gesefiades fueron posiives, v negaive Iz gue fue irabgjada de los cerdos centinelas;
Grupo V, las fomsiies, dz ios veounados dos veoss v deselsdos feron positvas v ia
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oz g diz 10.

193}

iy]

DIAS | TERD. . DESV. . CZAD. ; DIST
FOS ; NGO, ! ESTAN. . CIZRT. 1 ISTAN.
NOT X tooE '
N j i : 5
o 1383 7 3947 0 392 T 3535
] i : ]
itz 1 394 1 1825 3%z | 3335
1273 | 392 2885 | 394 2828 |
34§ 392 2217 | 392 . 2zj
14/5 395 5989 | 393 2121
15/5 39.7 8868 | 354 2127 |
167 | 394 | 3887 393 1414
17/8 394 T 302 3333
B0 ] 393 1 4203 | 392 , 2828 |
1910 | 458 ! 5131 307 | 1414
2073 E 4106 | 2081 | 394 | 5656
2052 | 455 5307 | 399 i 1414
23 ] 4006 ) 11135 4 4D | 4242
i . 1 H
2304 385 ) 28006 | 413 2121
24115 404 | 1414 4DE 2127
25116 Qe ¢ - | = 7677
25117 e - Loans 7071
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FIBURA S, GRUPG .- TEMPERATURA RECTAL PROMEDIO DE LGOS SERDCE j

INOCULADOS CON LA CEPA PATOSENA AL D-FFC

TEMPERATURA REGTAL ( 0C)

[}
<3
I

DiAS POSTINGCJ_ACICN

—— FIRBRE (> 40" ©) —o— JNCCULADOS '

—C CENT.NELAS ;
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CUADRD 6. GRUFG IV, - TEMPERATURA RECTAL PROMEDIQ DE 108
CERDCS PREVIAMENTE VACURADCOS CON UNA BOSIS DE LA CEPA
FAV-250 Y DESAFTADGOS CON L4 CEPA PATGGENL ALD-FPC,

DESY, | CEXD. | DEsV.

. e _iie % Ve e, 52 W e E
Dias | VAC., |ESTAR.| CENT. | ZSTAR,
# : X 3
oL [ 393 0832 | 34 | 144 ]
7 3.3 43249 0.5 o757
12/3 385 3403 EEE] 3335
1344 388 4434 39.4 1414
14/8 39.1 15 39.5 a
15 | 8D 8D 3 ST
1647 383 | 3449 294 2414
1S 353 | 1825 | 364 | 3Zlzl
18/ 392 | 3593 | 354 | 6707
19/t 1 392 5360 39 1 1414
2611 392 | 351 394 1414 |
21/12 §o sz T 5T
22473 1 W ST g | oem !
] . [ H
| 23/14 393 1 4liz 393 | 4948
24/15 295 1 2380 | 398 45ES
2ENS 1 354 2828 | 397 -
P 26/17 39.9 2645 | 353 -
P i 1 !
27115 RN s | &%
28/i9 ) &> so | 842
S | g L osT ez, wI
AT L oD | 82 S5 EE
* = Dizs post vasunssidn { Dies nostdessTe; ST =8z
dases Sz oesalié 2 los cerdos £ 108 10 diag Tostracunanier.
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TUADRD 7. GRUPQ V.- TEIMPEIRATURA
TERDOCS FRAIVIAMIENTE VACUNADCS CON BOS DOSIS

e i it il e ittt A e I SRR R | L
- - I - . - l [

PROMEDBID BE LOS
DE LA CEFA

RECTAL

PAY-250 Y DESAFIADOS CON LA CEPA ALD-FFC.

[ T CERD. | DEsV. | CERD. | DESV. |
DiAS | VAC. | ESTAN, | CENT. ESTAN.,[
b4 X
10471 38.9 5852 392 3535 |
11z 363 ¢ 2753 | 3601 0707 |

R 393 | 2517 | 393 .2221‘{
13/4 393 2449 | 393 3535
14/5 39.4 0957 305 -
15/6 8D S/D ST )
1617 35.2 3862 39.1 5656 |
17/8 35.0 1707 38 2127
189 389 1732 | 383 1414 !
19/19 38 8 2645 352 7073
20712 39.6 2449 392 3535
22/i2 & ) D )
22/13 389 s/B am s |
23114 39.4 1258 39.4 o158 |
2415 388 4358 39.9 148
23)16 383 2081 39.0 1.626
26/17 394 | 4203 393 7071
FiEs | en | sB S ¥

"2@/39 S/D so [ ep E S/D

| 9720 1 S $/D S| SD

'! 3901 | 3D P osD : ) ’ )

* =1% YVacunacidn ei diz ! v 2* Vacuracidn ef ¢iz 10y

5

t
L

1
en este mismo die se desafic con lg "cepa” AL
= Dizs postvacunzgion / v dizs nostdesafic

>

.8/D = Sin datos



TEMPERATURA RECTAL {° ()

FIGURA 3. GRUPC V.- TEMPERATURA RECTAL PROMEDIO DE LGS CERDQOS QUE
PREVIAMENTE RECISIZRONM DCS APLICACIONES DE LA CEPA PAV-250 Y QUE FUERGN
DESAFIADOS CON LA CERA PATOCGENA ALD-FPC
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CUADRC 10, RESULTADOS

IRENTES GRUPOS,

T chupo Y 1
FUMERG DE LESICNES OBSIRVADAS |
CEE |
{
(oo - - i
GRUPG 2 CONTROLES NG INOCULADOS t
L |
} L Lébwo apical kguizrdo com adberencias. i
H
¥
]
2 Peguefing lesiza bule serdizes derecho
3 SCTPA
SCPA
GRUPO I YACUNADQS CON UNA DOSIS DE LA VACUNA PAV-250
Alpumes peleguies en o muecwsa de I wcjiga wrizsrie, Aemerrngizs em o
3 superficie del pulmén probablemenic o causa del sfm..;s,.
Ganglle mendibrlar Dembrragice, pulménr SCPA, pequefas peleguies em Ja
] veliga,
Gemglios periféricss bemorragicss, puimones SCRA.
7
SCPA
©
o
CENTINELAS
Geaglle mandibuar ixlemade ¥ corgesidonnde, [izern congestién em fa mmeosss
| o - N

g

[
Pulmén SCPA, uaz pefeguia en la superficle del rifiém Isgmierds, ganglio
mediatinices inflamades.

GRUPD T

[NQCULADOS COK LA "CEPA® PATOCENA ALD

da
8

Tomsilas com‘,estmma@as . ganglics sumentzdos de tamafie ¥ remorrdzices,
rulmdn con lesiozes ez los lobwios apled ¥ cerdiace, valiga cox g:awmﬂs en fa
macess, Daze con pequedies infertes, rififn con escasas peleguiag, emeéfil cem !
comgestiom,

L)
<

Toosilas com congestion, vdlvala llaszecz! con ;':]oz 145, gmﬂucs ar:“ﬁ:ntz:dos ce
lameia, bezo eem Imferos, HISm com & wrizariz con

femorregics en [z mucasa,

23
=

angifos corgstionades, comgesién v pelecuins e Iz mucosa de [a welize

= e Lo d e et S -- o e -~ £
LTINS 25‘4._«22“‘35 ez TEST, vhRThE Bestecsl con Slgevms, lesidE en

|

!

]

.

pequzdos izfaries en ef bz, superele ae lzs fozsiles congesiicmadas '“ct“qmjas\
I

ot

=

|

i

cumienindos de femmeds, lostozes en walmdn, 3aze con aTemies, M son

éaqa artersveniral disfresmidties den pulmén derecla.
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GRUZO IV

YVACURADGS CON UNA DOSIS DE LA "CEZAN PLAV-250 YV DESAT ZADOS—‘
CON Lo "CREPA™ ALD-IF2C

f
| 35 $iz datos
|
| Bazo STPA, erinn normel, primenss SCPA, csensas pelequins on [a mucvsa de Ia |
3% vejfgn, rfleres SCPA.
Baze con mfaries e regresidn, vefipa urinnria con escasas peleemias y peguehias
37 Temorragias, prkmonss SCPA.
] ALdbarencios plenpales, Cob pelegTios en 2 mruocss <o Iz vejiza

CENTINELAS

Genglics oimpentados de famezfo y hemerrdgicns, vejiza con hemiorragizs, Doz
con pequedos infories, rifdn com epcnsas potequiss.

40

—
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I¥ ¥y V, los anticuerpos se dstecteron a partir del dia 1
coservandose neganvos los cerdos centmelas de ambos grupos En los Cuadros
17 se pueden observar los resuliados obienidos

-»

3 al

> postvasuracién
B
1

3 Compareeitdn del pairén cietrofordfics de las vrofeinas <z las cepas en
estudic.- En las Figuras 10 v 11 se muestiz un gel con los cormimuentos obterudos a
pariir de las czpas v de las muesiras de madic de culiivo, células PX-15 v SFR, en el
cual se pueden aprectar sus fracciones o bandag correspondientes Los gsles
{preparados con 12.5 % de acrilamida bis-acrilamida), fueron tefirdes con Nitrato de
Plats. con lo cual se marcaron las bandas bién definidas

2

La¥igura 9 muesirala curva de calibracion estandard de os marcadores de PM 5,
resuitando en una ecuacidn de regresién de Log BM = 2.6087 con unz correlacion
{1} de 09928 Postericrmente se obtuvieron los valores de los Rfs {movilidad
relativa) de cada banda v se obtuvieron todos los PM’s. En el Cuadro 11 se observan
los pesos moleculares de las cepas estudiadas de) VFPC y de las tres muestras
trabajadas paralelamente {(células, medio de cultivo v suero fetal bovine), qus fueron
obienidos medianie las pruebas de sleciroforesis; también se muesiran las proteinas
correspondientes & cada muestre trabajada  Hstas proteinas fueren . medio de
cuitivo, deos bandas con PM de 111 2 92 kd; parz el §FB, 16 bandas, de 264 a 6 kd,
para el virus pajdgenc ALD- FPC, 20 bandas con PM de 337 25 kd, parlas células
PK-15, 38 bandas cor PM de 382 a 6 kd; v para la cepa vacuna! PAV-230, 22
bandas con PM de 337 2 5 kd. De todas las proteinas detectadas en ambas cepas de
FPC las siguienies se encueniran mencionadas en la literatura  en el caso da Ia cepa
ALD las de 206,161, 151, 111, 98,68, 60, 50, 44, 36,30, 22, 17y 7 kd : par
la cepa PAV-250, son las de 118, 111, 87, 77, 68, 64, 56,47, 34, 30, 27,23, 19, 13
v 7 xd

o

Zn & Cuadro 12 , se mencienan las proteinas que han sido mformedas en la
literatura con anteriondad, v la bibliografia que las respalda,

PI SO MOLECULAR

(v
h
(=]

[]
[
[=]

s

(53

-

(=)

o

fl

o

(&7

1

FIBURA 9. CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION D 2380
MOLECULAR

S, «C—Plods |

an
o=
\ \

e == et

[~ LY
R )

a8

file]



S e o i [ ) e
-2 H,u“ £ .%,“ % 4 t
R ! ESY P ] * : al” 5 o RE
1A P w1, Pt o o L=1 ] i & k] wMW -
¢ W &y i « i A ot I G I O B 1 gl 1 | SN -
g e | v 3| e [l el 9@ 3 o " - a| & 9
2 Z N b} ) m% = 2] I3 = =) e~ ¢ N
£y E ” 1) pi P 5 e NS < w5 Py = o2 Mm
I i - ’
wYa >
I IS U 2 W 1. . e
wy A & T e T o e aah Ttk Sl SR B S
Gpd n |
o ﬁw 5 A erfre
1 e e e ol (=S| les|  |es] enle el o] ¢ X 3 e
RKT MM Egparsiel egal 15| (e alal l@mmlEsig] 8 (818 (&5 8IaEEEN
N Eorod-
J_ Fiy i
oL |
. 3 it ke L. NS U VU e R P SO N A R A R A B A
; ﬁ.u. ; 5 i
{3 1 w I
mym_ 1y & NI REY _D,. ) 2 o 1 ,mv, K3} 1 £
ﬁ:m £V E) ot o " W ol o ] 2] AL ) N - -
. fd Salen] e “ o of & 5§ 3 o ol I
< o 1 | ¥ a7 3 -
A mm_ X C Lo ea| @ 4 = (2 @ W ¢4 3 i
dan 0
, e U SRR P AR PN S NP SO PR SSOS D ROV T N B P R SR AU RO VOSSR [P SR RV P N S ! -
; IEERER]
tag I g ;
SN “,u E
4 W YL | wi €3 eyl e 8 o s . o "
“ e 0 3 =18 |8 &= B & vl !
: toed iy £
) m, £ £l
! o L5 TS i
b L 7
AR el AV NN VR SR U NS W - J AU VOO SO VU MR I SV Y SV SN I MR VPR S W S U SR AR PR by
# W w‘..d ' s #
v k] S t)
ey 4 5
C £2 i [ m_\« =t
w 4wy .A ~ ) b &
e el Pt w4
e WU |
3 M |H
i a2 B _mh‘.. L u_r ;
. PO SRS RN B I - M




relos O
&

t

&Y Lt

i
Pt ae)

)
: T

i, o
Coold W e BBy
b~ LrE R T i T Y

u
=3

@i~ [ e
5|

il

Iy

o
wecorncidos en o
-

CLI:
PR
VLT,

“

Taleinns

Pt omomanteitiss
elel

b

|

I

5

L
o
7




F1GURA 10.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRIDANIDA COM LAS
“CLPART PAY.236 Y ALD DE FPC; CON TINCION DI KITRATO I7T SLATA.

PM PAV ALD CEL M SFB

I03Ké

1i6Kd
97 Kd
66 Kd

+3Kd
29Kd

T
R e
PAV=OURPA VACUNAL —230; ALD~CLPA PATOGENA; CAL=CELULAS PK-15 NO INGCULADAS; M=MEDIO Di
CULTIVD; SFE=SUERQ FETAL BOVINOG

FEGURA 11.- TLICTROFORISES EN GIL DI POLIACRIDANMIDA COK LAS “CEDAS?
PAY.280 Y ALTD DE FPC; CON TINCION DE NITRATO DE PLATA,
PM PAV  ALD CEL M  SFB

205 Kd

16K

57 %d

66 Ka

15Kd ’

19 Kd

PAV=CEPA VACUNAL -250: ALD=CEPA PATOGENA, CEL=CELULAS PX.13 NO
INOCULADAS: M=MZDIO DE CULTIVO. SFB=SUERC FETAL BCOVING

i
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4.{5 Pruzbas de inmunotransierencia - Con respecio & los sueros mimunes 48 108 ¢mo
rapos 42 cardos radajados por la pruedz de inmunotransterenaia, e las Figuras de 1z

:;:.,o 2z 38, 53 chservan las Gras de pepel do mirorEinloss, &n .as qus s reaiizd i3

tdcnice de inmunciransferencia, transfinends la prat\,mas de las cepas ALD v PAV-
253 del VFE C, v hac:iéndolas reacoionar con ;as sueres obfemides en fos siete due*e:tres

-

egeos de los grupos de cerdos correspondientss, que fusron & bagaaos- y el suero
‘e cade cerde fue puesic en coniactc ¢on una tirade ﬂapei de mirocelviose gue contenfe
les o o gines transferidas de lz cepa AL v con olve tire de pepel similer, que conleniz

q
i

£y,

E=r .1.

22 proteinas de la cepe PAV-230; en los Curadros cle'i 13 al 22, se obssrvz gl PM de
cacz bands de profeines reconoci c‘ias de cade gruno & mba;aao

Dz Ea mformacidn mosirale en los Cuzdros 13 & 17 (Figuras 12 = la 16), oodemos
cbservar gue parz la cepa PAV-250 hubo reconccimiento de las sigwentes proteinas:

Grupe [ .- Contrel negaiive: en el primer muesiren semiégim Hubo reconacimiento
de cuairo bandas de 139 a 89 kd, el diz uno; dos bandasde 136224 yde 118 k4, el
fia cino; dos bandas de 141 2 125 k4, o din 103 cuatro bandas de 139 2 105 k4, el dia
18; cuaire bandas de 125 2 92 kd, ef dia 20; cuniro bandas de 131 283 kd, el din 25 v
dos bandas de 81 a 42 ke, ol diz 3.

Grupe II ~ Vacunades con una dosis de Iz capz 2AV-250: hube unz banda de 89 ud
{er los cartos vacynades), ¢ dia uwmo; dos bandas e (302118 v de 112 & {en los
vasunagos), € diz cinte, dos bandas de 118 2 104 ke (vacunados), v unade 118 kd {en
los centineles), el diz 10, tres bandas de 293 2 87 kd (vacunados) v dos bandasde 1162
96 v de 87 id {centinelas), ¢l iz 13; cinco vandas de 135 2 85 ké (vacunadesy v unz
de ‘9‘? ke {centneizs), el dfz 20; es bandas de 121 v de 89 2 83 k¢ (vacunados) v dos
e 8% v 33 kL \c&xmxe\as) el dim 25; dos bendzs de 81 v 22 ¥ fvacunzdes) v dos
bardas de 81 v 27 kd (centinelas), € dia 3C.

Grarze Jl- Sueros de los cerdes Ineculados con iz cepa patbgers ALD de FPC-
55 detectd unz banda de 89 kd {(vacumados)si @iz umo; unz bandz de 118 kd
fw-d:xaias;, g diz eine ; une bends de 118 kd {vacunados), & dia 10; cuatrs daudas
de 115 2 8C y de 65 kd (inoculados) y cuaio bandas de 168 & 66 kd [ceniinelas), el diz
15; tres bandas de 115 2 52 kd {inocelados) v dos bandas de 137 2 92 kd (centinelas), ai
&tz 20; una bende de 83 kd {moculados) v dos bandas de 97 v 83 kd (centinglas), €l dia
25; Sos bandsas de 27 v 23 kd (centinelas), ef din 30.

Crupe IV - Suercs 2o log cerndSs VACUIRICOS ©oZ wre Cosls de a cepe PAV-ESU vy
ficice ezl In ezpe ALw ce FPC @ uns banda de 89 kd {vacunados), of diz w e
& 48 {vacunados} v owede 1122101 (4 ’vacur"“es}, ol dim

FA - k¢ {vacunados, v une bendz e 118 kd [centnelay), ef afa 37,
oo Szndes de 222 2 72 ké (vacunados) v dos pandas de 116 287 v de 105280 kd

’“:‘L‘:el}:.%}, € Cle 15 “Tes Serdas e 169 2 92 ki [vacunsics; v Zog dendzs de ilS 2
92 T {zzninelss), e Jia 20; dos sancdas de 57 y 83 kd \vacmcms v iTes sandes, da
1l2a%7yde Bl m feenandles), en & &fs 28 me sance de 87 %d vasunados) v des
Sagndes £ 98 v 87 kd [centnelas), & &ln 30,

Croze V- Smeros Ge ceraos vacunedes ¢on dog fosis Zg 2 cepg FAV-2S5C v
Zezealizdos con 18 Cang pmogeha ALD &8 FPAT: dos pencas de 137 v Cell2d 8 118 k(E
‘vetunmedaos), & Cfz ciren; dosbandasde -8 v 11l xd {vasunatos, e sende o 118

el

w
(o]
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(Centme‘xas} el €iz iQ, cuairo bandas de 127 & 31 kd (vacunades, ¥ una ce 105 kd
{centinelas), ¢ diz 18, cualro bandas de |15 & 92 k¢ (vacunacos, y dos de 107 y 92 k&
{centnelzs), el dfa 20, dos bandes de 89 2 82 v 4o 89 kd {vacunados; v ma ce 83 kd
feentnelzs), el dia 25; ires bandas de 134 a &1 k& {vacunados} v tres bandes de 134 2 27

)
;
kd {centinglas}, el dia 30

En ios Cuadros 18 2 22 (Figures 12 ala 16) se observa con respacio gia cepa ALD,
gue se reconogieron las proteinas sigurenies

[
o

¢

L]

m
a

s & Grups i en sl pnimer muesireo hebo dos bandas, una de 195 y oirz de 200
kd, &l di uneG, sete bandas de 159 vde Tl 259 kd, o diz cimee, cualrs bandas ¢
275y de30a23kd, o din 10, nuevebandesde 244 a17kd, el iz 15 20 gandas
290ailkd el dia 20, dos bandasde 100259y de 92259 kd, el dfa 25; v bandas

1372117y e49a23m & dia 30

2

[y—

[ o P
o 0

d

f)*' e

-]
EJ

Grupe I, dos bandas de 144 a 79 y de 55 kd {vacunados) y una de 120 2 100 kd
{centnelas), ef di2 ume; 11 bandas de 287 2 14 kd {vacunados) v cuatro bandas de 150
a 65 kd {centinelas), of &la cinco; sietc dandas de 145 a 27 kd (vacunados‘ v tres de 96
2 58 y de 30 a 23 kd (centinelas), =f diz 10, tres sandas de 91 2 50 v de 20 k7
{vacunados) v cinco bandas de 91 a 50 v de 18 kd ace"atmelas) el iz 15; 22 bandas de
290 2 6 kd {vacunados) v se1s bandss de 290 v de 11 kd {centinelas), of diz 2¢; 10
bandas de 238 v 23 a 17 kd {vacunados) v dos bandas de 100 2 5% v de 92 5 5% &
{centinelas), <l dia 25; ocho bandas da 223 2 27 kd {vacunados) v siete bandes de 206 v
de 38 227 kd {centinelas), el dia 30.

Grupe LT © dos bandas de 144 & 79 v de 55 kd {vacucados) v una de 144 a 89 ko
{ceniinelas}, el “Eﬁ une; custre bandas de 287 y de 103 2 59 kd (vacmaaos, y ires
bandas de 94 g 23 kd {ceqﬁnelcs), el ¢fs cince; cinco bandas de 282y de 69 2 54 k&
{vacunados) v ires bandas de 104 2 75 v de 75 a 63 kd {centinelas), el diz 19; ocho
bandas de 30 2 75 v de 41 kd fvacunados) v siete bandas de 91 2 75 v de I8 kd
{centmelas), e diz I3, 22 bandas de 290 2 6 k& {vacunedos} v 13 bandas de 290 v de
15 7 10 kd {centinslas), el ?a 20; dos bandas de 100 2 59 v de 55 kd {vscunados) v
cuaito de 100 = 84 kd v de 59 kd {ceniinelas), &l diz 253; ocho bandzs ce 284 y de 27 2
23 xd (centinelss), ¢l diz 30.

Grupe IV ; dos bandas de 208y de 153 279 kd \Vacunados) v dos bandas de 144 279
¥ d=- 62 & 535 kd fcentinelas), el dfz mnc, sigle a:mas de 487 y ﬂe 28 2 20 ¥
{vacurados) v dos bandas de 150 v e 103 2 59 kd ¢oentineles), o €% fmca- cusiro
bandas de 259 2 63 kd (vacunades) v una de 96 2 58 kd é{cenﬁneizs;, el
bandas de 91 2 61 v de 18 k¢ (vacunados) v dos de 91250 kd v de 61 2567
ef &z 15; 21 bandes de 290 & 5 k¢ (vacunados) v 10 bandes de 280 v
{centineias), ol diz 2G; 10 bandas de 238 & 50 ké {vaounedes) v una 5 25
kd (ceniimelas), of diz 25, 18 bendas de 284 2 23 kd [vasunados) v nueve seudes Ce 28
v de 27 2 23 k4 {vantneizs), el d%a 35,

<

7

Graze V', tnabandade 144239 kd (vesunados) yungde 144289 kd leamineizs), &
ﬂ‘fa I Tes bandas (8 150 v de 103 & 65 X {vacunacos) ¥ 4os bandes Ge 103 aSC‘
de 94 2 65 kd {centnelss), el din olneo , cuswo bendas de 172 v de 30 2 25 %

P
,1"\

vE .,a:‘aaos; ¥ une a8 145 2 63 kd {centnelas), 2l dfz 10, siete bandas 429 250 v de



18 kd {vecunados}, v unz bandz ds 9-1 -50 k4 {centingles), el dfz © 16 bemdes de 290

vdelSall kd {vacunados)y 11 bandasce 157y de 152 10 k& Rc:sz:‘.xrzuig,'s,, e diz 23,

ocho bandas 5e92 259 ka{ v\CEn"lﬂ‘BicS,, efdim 25 3
v 1

bandas de 284 v de 29 a2 23 kd {vacunacos)
{centinelas), el @2 3C.

jas de 238 ad6 ka { uc:mm“os, Y ung
0 bandas de 284 v de 29 2 23 k¢

un
[B1]
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Actualmente sz osign expleando las tdonlczs de 2 Ulologie molecular oo l2 fecnciogla
para el diagndstice, prevercién v eradicacidn de varias enfermedades Ge los cerdos Uno
de ios gemplos mas sobresalemics es ia uillizecidn de iz vecura com “delecidn” de iz
slicoproteina (gp) 1 perz la prevencitn de la Pseudosrabiz, con la cual es posibie
diferenciar mediante prucozs serolégiess de BELISA, 2 los cerdos vacunados de los cerdos
infactedos con wiras de cemps (o gque parmiie que ssan dendifeacos, diferenciados v
sacrifficados). VY siguiendo es'a motodologiz ss han conducido programsas exitosos de
erradicacidn de la Pssudorrebizc en fes pobiacionss de vatios paises de Suropa
{Wesiergaard, 1995).

Enr ¢f caso del VIPC, de acuerdo & lo menclonsde por Moennig (3988), no se han
enconirado diferencies antigénices importantes entre los diferentes aislados. Sin embargo, a
partir de las primeras investigaciones que hmbo 2l respecto, quedt clare gque s se han
detectado vanantes, que diferfan de los cepzs “standard” en cramto £ su esiruciura
amngemca v iambien en cuanto 2 su paiogenicidad. Estas cepas variantes freron observadas
después de lzs inmumizacionss masives de plevas porcings, al emplear ¢ métode de l2

°’ovaczsm,cmn 81 Tesuitaron de una vensbiidad natze! del VEPC o st emergieron bajo e
esion selectiva de la serovacunacion, fue a.igo COE eSWEVe SiEiC & dls cusién. Se observd

que Iz z:eutranzac:m con ¢l antisueroe nombloge era més eficienie que ia neviraiizacion por
el suero heter(’ﬁogo También se obtuvieron resuitados similares con IFD. De esta manera
se distirguieron dos grupos = cepas de FPT que varizban con respecto 2 su paicgenicidad
Y comporiamients c*‘fﬂ3ﬂg"o ¢l orimer grupo de virus gue compmﬁdia 2 la cepe Alfor,
Thiverval v la cepe China; v e segundo grupo de VEPC, representado por la cepa 331, que
mosird una relacidn ser o,cgca nés Lercane o e WSV"“ Ademés se descriniercn cepas
cel VI'PC gue comespondieron 2 pos Imermedios; por oire Tarts, indepencieniemente ae
fas relativamente peguefes verleclones antigdnicas que owisten entre los VEPT se han
estavecide clerlo mamere de cepas.

Dre acuerdo a Van Cirschol {15990, & s dens une marcads varacion antipénics e“t" izs
cepas c,e}; V‘WPL ésig pfobao.e‘reﬂte reside schre Iz unided antipdnice no conservads gque
esté a iz mitad de ia terminai-N de Iz proteina B2 v también en la proteina Bl

Achualmente ve exisie una vacune recombinatite \J.'_.E,DS Interver W exica} para |
prevencion de le F2C, sin emoarge, 55 he viso gue 88 PG unegénicr, &) grade de que

e e e*'en dos aplicacionss pare der proteccidn. Tembidn existe una vacinag subuniiena

o

5

€

EzZ, d'= los Tabs. Bayer, Iz cual tambidn reruiers de dos aplicaciones (Meéndez, 1999, ¥V no
cosiante gue ya existen esias ¢os vacunes v que cads vna cuentz con sy "kl de HLISA
iferenciz?, se considers gue se deben cominver reslizendo asiudios tendientes a lograr i

misma etz, pero wiilizendo Iz mismea ceps vacunal PAV-230. Dado cue estz Gltime ceve

3

e

3 ., P : = e s o L molo . A o Al T
wacunsl olece condiciones suzeriores de 3otenciz, gpamie de qus no 82 diseming de los
e a2 Qi e o £
cerdos vacunados & 1os susceplibies Sussios en coriacts {Comes, '198,, yeouees la que
i Hopriaia Y * i e, e o P
acuslmente se estd uiilzendo en Widdes, 2n los orogramas de vecunacidn de la Campafiz

conirg @ FPC, de ie Direccidn Genersl Je Salud Animel (DG S.A). Por esiz razdn se
decici sstudier las prefefnas de s cege vecunel PAV-250, conmeréndola con une cep
virzlena de Teferencie (ALTY) de 7PC, pers water de imvestiges & sxisten o no dles "vc:as
enre las p cletnas de c:’zaas copes, cug sirvicran de Imdamento pera seguir adelente co
;

7
28tz inez de invesiigacidn, v trater &
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Ante la infeccién por el VFPC se pueden manifestar diferentes formas de la enfermedad,
en fas que se pueden observar distinios periodes de incnbacién, e incluso el curso de la
enfermadad también es variable =z cuanto a estos dos Gltimos aspecios de la enfermedad,
es determinante el tipo de cepa det VFPC que esté presenic, COMO CONSECUEnCia, s¢
eicanzardn & formar los anticeerpos séricos especificos, antes de que muers el animal
atectado, dependiendo de la duracidn del pericdo de incubacidn, y del tiempo que se
orolongue el curso de lz enfermedad  Asi, las cepas virulentas del VFPC (virus de campo) v
ce referencie, que cavsan ia forme aguda de e enfermedad, se caracierizan por periodos de
incubacion v cursos muy cortos, de modo gue z los animales nmo les da tempo de
desarrollar imlos detectables de aniicuerpos séricos, en el caso de las cepas de baia
virulencia, se presentaran periodos de incubacién v cursos largos, por 1o cual los cerdos
afectadios alcanzardn z formar sus anticusrpos séricos especificos (Van Oirschot, 1992 y
199%), por otra parte, las cepas vacunales de 12 FPC, por ser inocues, estimulan también
anticuerpos séricos especifices, practicamente sin que se presenien signos ciinicos (Correa,
1998).

Por lo anterior es dificil lograr la produccion experiimental de anijcuerpos conira las
cepas virulentas del FPC, porgue gereraimernte {os cerdos mueren 2ntes de desarrcilar los
anticuerpes; ¥ por esta razén fue neceseric empiesr un procedimisnic que permitiers poder
chbiener dosis minimas infectantes de la ceps virulenta ALD, que 2l ser apliceda produjera
iz infeccién perc que ésta no fuera fetal, por lo menos para aigunos de los cerdos
inoculados, v que a eszs dosis minimas ocasionaré un periodo de incubacién v un curso de
iz enfermedad, lo suficientemente large para que se alcanzaran 2 formar los anticuerpos, de

moao que se pudiera comtar con los suer rgalizar ias pruebas serologicas

que se pudiera com O3 mmUnes pera
slaneadas
Por lo tante, mediante e sstudio inicia:, real’zado en cerdos susceptibles, se logrd

infectar a los cerdos con caniidades de virus muy bajas, Io cual permitid e que se pudiera
utilizar dicha desis en formz exifosa en el experimenio subsecucnte Yz gue de acuerdo a
los resultados obienides en el experimento inicial, se logré que los 2 cerdos sobrevivieran
durente 30 y 38 digs postincculacidn, respectivamente, menifestendo los signos
cargcterisiicos de la enfermedad, pero con un curse large (Cuadro 2, Figure 3, lo cual fue
semejante a hader logrado producir una enfermedad crénica, de acuerds 2 lo reportado en le
iiteratura (Van Cirschoi, 1988, Terpsira, 1991; Slerra of @, 1954). Al aplicar lz misma
dosis, en los cerdos del experimenio sabsecuenie, fue posible gue wanscurrierz & dempo
suficierve parz Iz produceidn de anticuerpos. De mode cue la dilucién utifizads de 1079 /m,
del virus AZD, fue Iz adecuada pare logrer obtener el suero intnune conira la cepe paidgena
A_D-FBEC Lo cual =z indispensdole para utilizaric posteriormente en las IT, para
comparar 1os resultatos, con los obtenidos con el suero preducido conirs la vacuna PAV-
250

Con respects 2 iz inoculacidn con difereries dosis, {os datos comeusrdan con (o
reporiaco por Van Girschoi (1988}, v Dahle v Liess (1992, los cuales mencionen gue
dependiendo de l2 dosis de virus useds pars nccular a los cardos, seré s duracién del cursc
de la infeccidn; por oiro lade, Van Oirschot (1988) tambidn menciona, Gue en ¢l caso de
une infeccién producida con un VFEC de oaja virulencia, lz replicacidn viral avanza més
ientamente v entonces habrz tlempo suflciente nare que la tespuesie inmmune puede

b

&

L]

desarroliarse, mediante Io cual se podrs prevenir la emplia difusién virsl en el cuerpe det
cardo afectado, asi mismo, Dahle v Liess {1692), sefalan que 2. hacer una fituiacidn viral
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‘noculendo iechomes desicrzdos com iz ceps vimlente Alfors, observaron gfue B dos
mirime infeclarie caper de producir una entbrieded fztsi, comespondis a p
doais infectemies 503 sae cullivos cowiares (010 Tseey por cerdo. Y gue con i2 mag alie
Simoidn viral, son 8 ool s2 logrd troducir la enfermedad, sdlo uno de los 4 animales
incculados munic, miemtras que los ires cerdos sobreviviemies desarrollaron anticuerpes
neutrelizanies. Lo anterior coincidid con lo gue se opservd en e preseme trabajo, va que en
ios cerdos inoeulados se pudieronm wroduelr infecclones cronieas, cugndo se les aplicd una
cantidad minima det virus viralento.
Con base en ‘2 reencionzde experiencle prefiminar, on el experimerto subsscuente, al
e del virue natbgens ALD utilizado sin diluir fre de 10 *%° DICT/mi, determinado por
i prucha de IP, aplicada a los cultives celulares noculados. A partir de este titulo original,
53 Mceron 4 diluciones décuples, v de Iz Gltime dihucidn se le inocuid [ m! 2 cade cerdo de
los grupos 11, IV v V. Lo anterior explica ef poreué se logrd infestar 2 los mencionades
cerdos con una dosis sprowimadamente 10 veces méds dilvida; v estd de acuerdo con
Cacbrey {1588}, gquisn mencioma gue & cerde es hzsiz 10 veces més semsible que los
cultivos celuleres, para detectar 2i VEPC. Lo cual coincide también con lo observado en
ests webeio, v que los cerdos inoculados del Cmupe T, mostreron signos v lesiones de
Fir (Cugdro 8 v 9; Figura 6), antigenc e las tonsiles, v uno deserrolld antiorerpos contra
TRC, detectados por 1S, Wieniras que tos cerdos de los grupos IV v Y desarrollaron
niieuerpos contta l2 TP, ¥ mediznie las pruebas de 1T, se demostrd gue detectaron
Zunes proteines perienecientes 2 Iz cepe ALD, ademés de haber deteciado proteinas de iz
cena PAV-25G, fedo gus esos dos gruzes fieron vacunedes.

(¢

pt-Lr

Sa

RN N

Los comircies Zegeivos el Grupe I, pormaneciercn nommeles, siz mostrar signos
cinicets, n lestones @ la necropsia {Cuadros B 28 10; Figurs 47; sus oastias fueron negativas
& iz pruebe dg IFD ¥ ro s les detectzron aniicnerpos VIMN-IP. Sin embergo, af realizar las
prugbas de ‘amunoiransferencia (0T) ef susro de uno de ellos reaceiond ante el antigeno de
F2C en ¢! muesireo comrzspondiente al def dis 20 del experimento. Dado gue las fonsilas
Rrzron zegativas 2 lo IFLD, esto &himo pudo haberse debidgo: por un lado & uns
corteminacién sor el VFEC paibgeno, procedente de los grupos noculados (no obsiante
que ios controles estaban en ung consinuceidn localizade aperee), lo cual parece ser poco
Eertle ya gue mo ubs sigros de fa enfermedad; ¢ por el otro & una posible interferencia
con 00 mesiivirus; lo cugl zor heber cowrido en los Gliimos dies del experimento v en un

golc Gerds, no afesid notablemente ¢ cesarrollo, X iz nterpretacidn de los resubiados.

= Cropo T, vacunzdo con unz dosts ée PAV-230, se camportd clinicamente normel, en
Torme espereda, a igoel oue los centinles; v @ hacer 2 necropsia sus iejidos ssiaban
enigmerie notmeles, excesio su verics g¢e eflos se enconitd gue los ganglios
e L .
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mespeciioos, ve oo lzs consles fueron negalives 2 e pruchs de TD (Tusgros & af 10

Lil. 0““‘ P
compeete cue € antigers de iz cepe vacunal PAV-250 no os detectade a los 30 dias
sosvasuaciSn ¥ esta @ actuemic : 1o observado en trebgjos Drevics, Jonde sn prusbas
wrelitinores s D2 obsevado gue oo los cerdes vecumafdes ooz lp vicume PAV-ZSC v
seenificedos a ¢iferentes periodos, 2 antigenc se detectd =n varios iejidos zi da 5 v 7

wostvecunaclon; mienirzs cue los dias 10 v 40, el antigeno no estuve preseme (Coba y

e = I% T e oo o H te T 1 & 3 :
Figere 35 El no naver sneoniedo el aptigere de FPT er lzs fomsiles de este grupo,

38
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Correz, 1995, ne publicedo) =n
PAYV-250 se detectaron £ los 15 gz sestvacunecidn, miemires U2 o3
Iermanscieron ':eganwos durante 30 dias, con io cual sa ¢ g
PAV-25C ro se diseming de los cerdes vacumados z los cerdos s"scea*-.ib‘iﬁs Tuesics 2n
coniacte {Corres e o, 1993} Gtros .nv"stig éoze tgmbién nan o:ssrvaéa gque 038

anticuerpes YIN-FPC se pueden deleciar & pariir de los 15 diss, o enire 1zs 2 v 3 semanzs
despiés de que los smimales estén en C@uf&CEO con el VFEC {Eihrensperger, “938 v Va3
Oirschot, 1988 v 1992}

El grape I {mwﬁan@ con ALD)se cbservd gue (odos ios cerdos MOSKETOR Sigros ¥
lzsiones de ‘E?C, k.uc.uymw Z Sus correspondienies cordes cemtineas; v osdio Zagé
sobrevivir eno de (os incculados durante los 30 diss del experimenio (Cuagro 5y 8 & 1
Figura 6} Lo anterior concuerda con lo descrito por Sierrz ef of {1994) v por Dable v s
{1992}, guienss mencionan gue hay marcadas diferencias de suscepiibifidad mdividua_ ¢
los cerdos ante diferentes cepas de FPC. Sus tonsilas fieron positives a la prueba de 1F.
Une de los 4 cerdoes incculados de este grupo desarrolio gnticuerpos VN conira ef VFPC
los cuales fiseron detectados 2 pa’??f de los 15 dies después do e incoulecitn {die 25 cal
experimento), con tifnios de > 1:10, determinados po- lz téenica de IP; estos anticnerpos
continuzron siendo detectados hasia of dia 30 en que se fnglizd &l ex‘pefmsn"o toando £S5
gerde fue sacrificado, estos datos fieron similares a los encomiraCos DOT ZnTenspergsr
(1988 y Van Cirschot (1988, 1992, 1999} Enlcs demc.s cerdos de este Grupe 117 {3 cerdos
inoculados v 2 centinelas) no se deteciaron zmticuerpos VN-IP, 2 la difucidn *a;baj&t"vz
{1:10), dado que uno de eilos murié el dia 10; v no obstanie que "os oIros 4os murisron &
diz 16 puslmoculac,,m pude heber sucedide que esta" fitimes arvieran dilos de

:ﬂiic‘,:e”pbs VN < 1:10 ante is prugba dz [P, v que por ser tan baios ios ftuics no mubleran
sido detectados por esta prueba. Esto 4limo es posible, ya que de fiecho con zsios sueros sg
observe reconocimiento de ias vandas de proieines correspondientes 2l antigenc de FPC
\cc‘pa ALDY, al utilizarles en Iz pruebs de nmunotransferencia {maesirec del dia 20, o s=a
dia 10 despuds de la inocuiacion con ALDY; 1o cuzl ndica tue huwbo estirulacién de iz

formecidn de anticuerpos, v correbora que la prucbs de inmunoiransferencia = muche més
seasible que {a VIN-_P, tal comg lo menciona Sandvik, {15973

Con respecto 2 los cerdos ceniingles del Grupo [T (ngsulados con AT, éstos
presentaron signos 2 pariir de los dizs 13 v 14 postinoculacitr, v posieriormente lesiones 2
F2C (Cuadros 5 v 8 al 10; Figura 6). Se sacrificaron z los 30 dies cel ﬁxpem‘}emo v 52
comirmd la presencia del antigeno en jos corles hechos z pertir de sus fonsiles, tor 2
técnica de IFD; v sin embargo, no se pudieron defecter aniiousrpos VN-IP. Esio
probablemente fite debido a2 que fueron sacnﬁcf,ms anfes de tener o Cempo suficlerts para
poder desarrollar tfulos deteciables de diches anticuersos; va gque sblo veseron
ap"'O"i'ﬂ'“ada. reme 7 u B dias, desde gue sus compahercs, previamente noculzdos por 2 via
M, 1§ énf‘arle..te SmMDezaron 2 diggmingr VEPC en 2! medis awdbisnis T sz sup s
pm'f:abia gue 2l virus haye ‘nfectado & ios "ﬁrdos ceniineias v cue s¢lo parmaneciera en SU
organisTio por aproximadamente 7-8 Jizs, heste ¢l momermic 4l 287 Zelo ¥ por elc S8
detectd of antigenc viral en sus tefidos; este célowio es apromimeds, 7 fus hecho con bz an
tz elevacion de la temperatura rectal v 1a feche de la 2paricidn e los sigmos clizicos, en fcs
diferentes cerdos de este grupo{Cuadros £ v 8); tomand

y ¢ tiempo gue tardan en ser detectados los enticuerpos VN (Fhrensparger,

1991 v Van Oirscitot, 1988, 1992, 1959} lo cusl esp gida les TeEonm
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demectt @ antlgene-TRT, mero ne se demositl e sresencis de andiouerpos VNP comira el
YWEEC,

[ 55]

ceges peidgenss s se excreia‘. (o diseminen) del cerds afecizdo, pudienco infectzr a lo
cerdcs s Scemzb les gue estén en contacio; el fer

¢ deruce Jus ins cerdos certive’zs de

G CUg. 88
irupa 120, se nfecizron con el virss excreiads oor o8 cerdos incouiedos.

T - o g o e - A e T ooo F. <
Bor olme parte Terpsiie L yh,y Vez Tirechel (1552, 19990, lamoién mencionan que la

(%]

En el Grupo iV, -ios cardos vacunedos ¢on ung dosis £z PAV 250 e noculzdos son e

cepe virnle nta ALL, en general no presertarcs Signos o lesiones; sxozBlo TOT URE :m:y
. T * - e oy ‘,’r- "\- 1 =
Ggere gisvacién de 2 ie::ﬂ.r;e aiure (an dos) Coremie oo scio gy v ImDD escasas iosiones &

TeCroTUsiE en une. B un cerco cenfinels fambien mubo iigera diperiermia durante dos dlas y
murld presentznde signos v lesiones de FPC; & olr Ostrd Sienos, pero a la
necronsiz mosird lesiongs ( {Cuadros & y 8 & 10; Figurg 7). Los enticuerpos VIN-IP en todos
log vzaunzdos fieron detectados & pariir del dig 15 v permenecieron haste ¢l dia 30, cuando

fyeron szorficados; mientrzs que ios ce.ﬁh'e 28 nrobeblemenie no slcaczeren & desarrollar
=8 par iz prustez de V-2 s tengles Aeron positivas en i0s cerdos

vgcunados ¢ inocuizdos, mientras que sron negetivas zs del cordo centinele, no chstants
gue Tresentd signos v esiones de FRC.

S IO 7

7”’:1&"‘..3'.”303 detectab

Er ef Grups V, infegrado por los cerdos que Mieroz vacunados cou dos dosis de la

£
vecunz FPAV-250 e moculades con Iz cane patdgers ALD, sdlo 2 uwno hubo uie muy dgera
Timertenmie duremie un diz v ningune muid; v £ I3 necroscoTia S8 ODSSTVATOR 28Casas
lesiones sospechosas de FPC Une de los ceniinelas mostrd signos; 2e1o "zingmm ds los dos
centinelzs muricron, Tresentends ambos escases lesionss 2 vezios 1gidos (Cuadros 7 21 10
Mare £ :‘jer_tras cue ;%f-w‘rr positives las {onsies de los ce cs izfatos, v las de un
cerinzs. 2n esle grupc los anticusmos (V-T2 Seeronm Zz ef" cos £ io8 15 v 20 dias

después da e primers vecunacion

e i zotzrior se puede TverpretsT cus e, PANSIST proieglt ante tw noculacitn
ccx iz cepe vintlente ALD en Ics gmos Wy ‘-7 (\_,:a 0o &) Y qus esie vinus aiogerw
cessicnd cue unc de los centinelas del Crup muriers con signes de FPC (Ca ire 83 v
que s oiros 3 centineles presemtaran escasas lastores (Cuedro 10). Por lo cuel se puede
Interpreter cug la vacunecion con e cepz PAY-23C —e;\, o g::':. mredide el gue sl vius

geminzles :ELZEWCS 20 SOMIETLD. LEIOIEN 88
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vacurial FAV-250, en los cuzles se obsarvd que en condiciones Ge CaMIC, &7 DTSSENCE Q8
P N . .

uz brote actve de FRC, 2 vacunar con doble dosts, se reduic la morialidad @ 006, v que

vacunar con umé GOsis, 82 observd soic 0% de morislidad, miemes gue en 10§ controles
tubo 40% de mertalidad por TRC (Correa ef «f, 1995 v Corres, -998). Lo mencicnzde
anteriormente, concusde con los detes desctiics en um wabajc reciemte, elaboradc zor
Gémnzalez (2000); en el que se esiudié el efecto de lz vacunacion con lz ceps SAV-25C,
schre o transmisién por le via respiratorie def VEPC mediante aire comtaminade cor
serosaies procedentes de animeles ingouledos, ef cual se meneiona gue la vecunacidn con le
‘e transmisién del viras de expesieldn ALZ, poria vig dres. Jafos
similares fuercn enconimedos por Vaan Oirschot (1992), quien menciong que vacunanda ¢on
le cepg Chinz se eviiz Iz tansmisién del virus virulemie hacie los cerdes susceptioles
puesios en cantecto.

— DA YL Femean TN
cepa PAV-ZSC, moldic

Caon base en |0 anterior se lograron obfener los sueres inmunes de Ios Grupes 1L, 111, IV
v ¥, indispensebles pare realizer ias Cltimas etapes deo este estudic

En cuzmie 2l nimero v Fi{ da [zs proteings deteciadas g partir def VIFPC, & reviser &
erziurzs se nodc ohservar que los estudios reslizados hasia ¢f momento, han mostrade
divergencias (Zamora ef of, 1994) Sin embargo difereares autorss coinciden er gue
Sésicamente las protefmas estructursles del VEPC son @ La pl4 de 2 nucleocépside v 3
alicoproteinas, llamades proteings E| las cuzles son lz B0-gpd4/48, iz Sl-gp33 y 2 E2-
EZp55.

Por ctra sarte las proteings no estricivrsles son . 212C (354 y p8O), 210, 30, ¢
38, 775; v s 023 [Fawors of of, 1994, Bommell, 1997} v de scuerde con Kas

967, tamén sz incluyen las oroteings de 78, 107 v 145 »d. Lzs sroteings estructuraies,
ites deseriias v espectaimente las glicoproteines, se encuemran soore la superficle externa
e virus y/o en lag células infecizdas, v juegan un papel lmnortanie en ef cursg de &
infeccion ¢ef virus de acuerds 2 lo deserito sor Zamorz of of (1964} v Bommaeli (1997,
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Baic lzs condicionss en cue se desarrolld el presente irabzic, medizate lzs pruebszs de

eleciroforesis, se detectarcn varias proteinas desorites en le Hieraiura, presentes también en
28 cepes PAV-Z50 v AL del ’

S P e e o~y fdpm s o P RS S
J72C (Cuedrs 12) Les mrotenes cesorles somestonien 2
4 1

-
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T estructureles <2 'z envelnvrzs Z2-g755, EC-gpad/as, v de & ruceonipsice, 28
i fogm ¥ A T

Zon1o proteings nC asiriciuraies.

F .o VR, B 1
O TRELIOR 2

rerc
Troteings egtruoturel g 47
Trellemd, 1978, Zood o 1922
Reimenant ef af, 155 1867-1682; Wivvldermans et oo, 1952,
ulstoef an, 18830 8 1883 v las oroteings ©o sginuolureies
i 1 allend, 1878, Wensveorl er o) 1650
doze, 893 v Hassim! e @, 1585
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Con la cepr reidgens ALD las pro.zines estruchireles fueron las de 68, 50, 44, 36y 17
kd (Matew s 97% Znras of o, 1387 Wersvoo ef 4f, 1990; Heinz ef @, 1991-1992;
.l i, =995 Welland e «of, 1992; Huist ef of, 1993

Zimerepl ef o, 1997 Thiz o7 o
Muyldermens ef zf, 1993, ZXessimi 27 «f, 1999 y lzs proteinas no estrucinrales
cormespondieron & ls de 30, 22, 23 v 7 i [Enemann & Welland, 1988, Huist ef ai, 1997,
Heinw et af, 1$91-1892; Sierr ef o, 1993, Mendozs, 1995, Kassimi ef gf, 1996, Kot ef al,
L9967 v tamlidn sz Jeteoteror weriss Troteines de e ceps ALD, previamente reporiedas
mor wWiantozs (993, con v S8 205, 181, 131,398,606, 30y 23 kd.

Er amilas ©°08S, 4 peUETOC £ Lo mensionado smierormente, se detectaton varias
oroteinas consideredss en o Berahrs, ¥ 2ambidn se observd gue hubo protelnas diferentes
entre gmbas cepes. Lis proteinas diferemtes cetectadss fheron: para la cepe vacunal PAY-
250, la de 87, 77, 54, 41 v 23 k4, gue son pare iz cepa ALD las proteinas de 206, 98 y 36
frdl, Tambidn s observaron dos Troleinas communes & aimbas cepas con PM de 219 v 30 kd

. = =9y T = ey hat iy
Cuadso 1. La pioieing 62 279 k2

.

ne vide mencionads por Mendoze {1995) v tambisn en
este tradajo, v no hebls sido reporinde enteriormente en otres cepas del VEPC. Las
nroteings deiectzdas pomcuerden con lzs Jeserites por varios aurores, ¢omo proteinas
oerienecienies 28 VIFT {Coedre 12)

L.z variabiidad del Zv, observada enire algunas Je i

de lo pemmisisie, de atwerde con WensvoeT: 27 of (1950) (o sea 1 & 2 kd), sin embargo se
deberan hacer esludios tosteriorss, nare corrosorar 81 electivamante son las reportadas en ia
Trgrature, determinends §f comespordan o 7o 2 Ja misme proteing. Las proteinas de bajo

P enconiveies peTierezoen w mEiesolsmo de iz prope cofhne, por lo gue

25 proteinas defectadas esta deniro

ks

L R, | - = S P - H - T oremen (R s
Drodasiemenis Lo sean componernies Ol vinls, o Imporinntes pers el vinus (Elbers ef al,
bl FaN
_990,‘.

Fal
c

los sueros Immunes produciiss en lus chlTenies grupos de cergos reconosian o
ro, les Troveines de ewbas cpes, vere Jeierminar s naol © no diferencies ectre ias dos
cepas 2n esludo, Io aenerdo con le respuesis Cindryea SerolOLICE e i0S grupos de cerdos,
sz observe cos Rl como 38 2EpRTRRe YO8 Toeros Ge los grupos L, UD, TV y ¥/, detsciaron
tao ias vroteines Jel aniigerc-PAV-Z30 [Ag-PAV-230) como a las del antiganc-ALD

T TN - SO . S, e it s T en
{Ag-AT 70 cuando Ios suaros Inmunas 58 MicleTon TRECCiGrer CONTE Emoss aniigencs. LEs

o7 TESDEeTiO & 108 TEsIiecos de las prodbes de inmunctrznsferenciz (1T, tendientes z
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9% k. rlubo dos proteines que fueron diferentes entre los grupos vasurados, v &l vagunals
¢ inotulzdo (1D v V), l2 de 16 %E regpeciivamenis; ¥ hudo sroteings iguaies ae 95
g {pruposiliy Viyde

Ei dfa 25, ebio se detectd 28 kd con ios sueros de ws vacunados (I v
vagu d

nasos ¢ inoculados V), ; parte, wog sueros Ge los inosslados 101} no detestarcn
nes

BI &z 28, los veounados v ios vasunacos @ inooiedos shi0 1e00ncaieron & & Proteins 4
1
It

os inceulados no reconocisren profeings.

Las proteinas deteciadas con los sueros fieron estructursles (de envelturz) (proteing de
28 v 3. k<) v propias de la ceps PAV-250 v ALD (proteines de 169, (35,99, 98 y 8T kd}, v
una proteing de 35 kd, que pertemece 2z 2 cepz ALD, @
{1995Y Purchio et al, 1984, Wensvoori, 198% v Wensvoort et al, 19
1993; Mendoza, 1995; Kassimi et al, 1996 y Windisch =t &, 19%8); los sueros «¢ los cerdos
vacunedos y de los vecunados ¢ noculados {grupos I, TV y W) reconogleron mayor mimero
de proteinzs de 2 PAV-250, gue los suercs de los gue séio reciiorer iz cene ALL (Grupe
[IDy (Cuadro 23). Lgs proteinas detectzdas con ios sueros de igs vecunedos v vacunzdos €
inoculados, mue fiercn diferenies entre osies grupos, fueron las 02 87 v 3L kd, el die 15, v
las proteings de 169 v 135 kd, ¢l diz 20; &f resto de los dias (25 v 333 fucron detectadss las
mismas proteinas {las de 99 v 98 kd) por los mencionados grunes (Cuadro 231

N e
B
@
£,
O

Sz observd gue las proteinas de 135 y 87 &d fueon detecizdas con los susrss de ios
vacunados, pero no con Ins inoculados, af con los vacurades ¢ Inoculedos. For ofrz panie

‘ms protelnag de 169 y 31 kd fheron deisctadas con ing sueres o€ ios vacunzdos €
inoculados, pere no con los de los vacumados, & on los Imoccuizcos. Los suercs de ios
cerdos inoeulados séle detectaron la profeine de 92 kd (Cuadng 23}

Lz proteing contra las que resceionercn los sueros de fodos ios grupos fue e de 5% k4,
los dies 20 v 30; los sueros de los grupos vacunados y vacrnados $ ingoliads, reactionaron
conirz ie de 88 k€, o diz 2 del experimento.

Bl mejor reconoamienio de proteinas de iz PAV-253, se ooserve los dizs 20 v 25 det
experimnento v fue con los sueres de los vecunados v vacunzdes e inocuizdes {Grupos [T, [V
v V), v hubo muy escaso reconscinyenie con los inconiados {Grupe o1y {Cradre 23).

b

El dig 1%, ios suercs & ios centinelas Og Lo§ vatunetos, reconcoieran salo 2 proteing e
ol I SR W R - v fma s o T et @l
£7 kd; e dis 2C, 25 v 30 08 vacunados v ios vacunados = Iz proteing
[y 1 } Tad . A el " i g . Ao e — s R S
de 92 k< v lcs inocuiados, 1@ de 38 k& scamenite e iz 25 o generz. s protelzas
— e Dppmmmmm St fmdean w7 oyl -
entenoimente mencionaces gue Saeron deiecizdes o7 Ios semiine
TeConod SUS grupos corresponciertas (95, 98 « 87 k. Zstes wrolsings 28
e

recongeides por
%] o § — o~ - . =]
1893), ~era las cepes PAV-2Z30 w ALTY, mot o oouel s

H . e, - o
©INCCR 2008, Totesias
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= diz 15, tas proteings de 61, 80+ 47 d fieron detscialas pom 2 gmps cle VEoUNEGos

o - -l ZT T = ot ¢ <
{47 «d}; vecunad os e inoculzdos \CL v 33 k&}; v por los inoculzdas {61y 41 %4
e S\. wd, lz detec eron ios gmepes de vecunados e inccwiados UV v V}; Iz groteina de §1 k4,

Lo getestzda por los inoculados {'_;_,_ v DOF {0 vecunados ¢ nocuizacs; v 1 protaing de 41
e oue fue de E- = o7 & grupo de vecznedos L) v por ios inocuiados (1L

gy _a p_rmelza

,_

El gz 20, se reconocieron en cesl todes los grupes (20, 710, TW v W las mismas oroteines
e BN de 85 75, 82 _Ng 35, 35 v 32 ;. 86k los vacuna o nio Teconocieran Gos proteinag,

s de T8y 5C 4l Y os moculados no reconceleron iz protsing de 35 kd presente en los
demés grusos (FL [V v WL

El die 23, del experimenio se reconociersn pocas proeinss con respecice 2f muesireo
exterior. Los veconados v vecunades ¢ noculados {grupos ii, TV v V) reconocieron las
nusizs proweings con BM de 238 v 77 kd; los vacunedos (Grups 1} no reconocieron la
proteine de 57 kd, gue st reconocieron los vacunados e inoculedos f{}m@o W}, v iz de 65
"’ci oo eEUVe Dresente e los susras de los vecunados ¢ inoculedos {grupes IV v V), v sdlo
Tie regonocide por los vacunzdos (I} v por los mccdaws vam“Jo 0L Los inoculados

i

{Gruae UE) oo reconocieron 128 profeings de 238, 77 v 50 kd

=0 die 3¢, izs proteines detectzdas fueron las mismes para los grupos vacunados,
,Lhucuams ¥ vac:madcs & inoculados, con B de 206 v 99 kd. Leos vacunados ao
reconocieran s de 78, 52 v 48 kd; v Tos vecunsdos 2 ingenlados 2o reconocieron las de 39
v I8 L{G,

Ce osouerds o derzivre consrtad: (Domis e of, 1980, 1984, Purcio ef of, 1984,
Tellet er &, =‘38@- If ag" ef i, 1988; Ensmann & Welland, 1988, w’ﬁr:svcb.n faf 1988,
[$50; Bmilie, 199¢; Tiay er i, 1991; Rosle ef &, 1S91; [lulst er of, 1993, Muyidermans e?
&, jy:_,, Mz c“m:;zcj ;995; Kessimit @ of, 1996, W’xﬁmsch et al, 1953}, ah J:aba ar con ios
sueros mmuses de ios diferentes grupos ¢e cendos (I I IV v \f}, en & Ag-ATD se
recsTozieron fn-_wﬂas estructureles del VEPC, correspondientss g & erverturz (proteings

con TW. de G5, 32, 50, 48, £1, 3%, 35 v 32 kd); también se reconccieron proteinas no
esTuctura:es (pootelnas r-f“z P de 7 ”” 77 v 38 &8}, Y en este wabgic se detectarsn ademgs
prateings correspondientes = la cepe A_E con Pid de ZCIU,, 59, 85, 78, 77, 65, 61 v 38 kd,
cus Trecen olsarvadas € por Mendoze (19931 Los sueros rezocicnarom mas
Tezrertemanie contts ke s proteines: 238, 215, 95, BE, 5 78, 39, 38 y 32 ki {Cuadmo

AT ...-...,.'.:T vl e b :',nﬁr
22} El meior reconosimienic &g ias protainas e fos dizs 20 v 30 del cxperdmento.

,é% P
E
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£'i
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1,
35
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Coz mesrecto 2 los cerdos ceniingles se coservd o siglenter el iz 15, ios sueros de los
veounedos fetectenon & 'Vi." fz 40 wd; ios nooriedos lzs trotsinas $8 L k4 los
TECUNELOE 3 IICSULECCE las ces de 82y 31 kd. 2 % 20, los vacunsdos v vecunados o
mooulzdcs Tesonodieren las misTes orooalines 42 85, 3¢, 38 - 32 Z, remosionaron mas £ i
Tootzine C2 L8 D Tos mocuwiedes delanieron ss wrodairee 4o T8, 385 v 32 k6. T gk 25, los
Ingeuedos s3ic reconocieron 2 yroteine de &% k. T 30, log vesumedos ¥ vEcuneios =
Iincweadas teconocieroa A oroieines de 20T, 99, 76, €7, EZ, 48 7 38 kI v los noonialos
3800 2e doRlG v OS l Tracrc 230

_zz uootelmes T2elT0sifEs 07 loF sustoe Lo oics seminawss Tharoo ooictizemeniz s
TisTig LEeriades nor log goutos etEcas Lo, 2L U7 v ) sammacidn detamaron wrotzines
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propies de las cepas FAV-250 y AL asl ¢
mencionades por Mendoze (:$95) Al hacer reaccionar [0s suercs Ge (08 ceniinezs oonlre
e Lg-PAV-250 v conlrz ef Ag-ALD, en ambos czsos 56 deteciaTon 28 dos proteines (8F ¥

TE «d} que sGio esidn presentes e Iz cepa AL, pov .G cual $€ JUsde COESIGETEr U los
c

e USRI UGN SRR TE - T el
OIS QO TITOTCHIES 8 12 CBD& Al (LI 7 S Bl

(e

e o Conad s fans - 4 e P P T e o -
mencicnadas centinelas se infectaron con esla Gifims ©epE, la Cug: LIS SWOrElEss por

gerdas inoculadas

Refiridndose de nueve z los sueres de los grupos, cusnde dsics se hicizron reaccicnar
gon o Ap-ALD 5= observi que algunos Srupss Ce SUSIDS CO.eClacss e & Mamsz BloE,
detecizhan determmadas proteings, mientras cue ofros no. Yz cuve &l diz 15 iz proteine e
41 ied, no s detectd oon los vecunados € inoculados; [z protelng e 80 ke, no fue deteciade
con -os moculades, ni con los vacunados, v Iz de 67 kd no fue detectada con los vacunados.
Ef dia 20, ias orotefnzs de 78 v 50 kd no fueron detectadss con los sueros de los vacunados,
v Iz da 3% kd no reacciond con los inoculados. El dia 25 las proteines ce 238, 77 y 32 kd no
fueron deteciadas por los inoculaedos. El diz 30, las proteines de 52 v 48 kd no Seron
detectadas por los vacunados v las proteings de 78, 32, 48, 3% v 38 k<, no reascionzron oo
los sueros oe los inogulados. Aclarsnds que en cads fecha mencionada los speros 4 o8
demés gruzes ¢ derectaron is ¢ Ies proteings correspondientes {Cuadro 23).

Yz en corgunte, los suercs de los cerdos vecunadeos Cetectaron ias siguienies nrotelnas
del Ap-ALD: 238, 205, 93, @8, 77, 65, 61, 41, 39, 38, 35 v 32 kd. Los suercs de los
vacunatos ¢ incculados reaccionzron con las siguientes proteines: 238, 233, 99, €8, 78, 77,
&L, 52, 33, 48, 39, 38 ¥ 32 ké. Y lo suerss de los inoculados Memtificaron les proteizes
guientes 205, 99, 73, 65, 67, 87, &7, 35 v 32 kd (Cuadro 23}

Por otra parte, traténdose del Ag-PAV-2530, los susros de [os cerdos vecunmdos
detectzron las sigidentes proteinzs: 38, 99, 98, 87 v &5 kd. Los susrcs de los vasunzcos &
nosulados detectsron a8 protemas 169, 99, 98, 85 v 3L k& Y [os swercs de ics fnoaulzdcs
sale reconocieron Iz proteing ds $9 k& (Cuadro 23},

Se puede observar cue los diferentes grupos de sueros deniificsron un simess mucac
mayor de proteings anie ¢ Ag-ALD gue anie el Ag-PAV-250. A: irater de Ceterminer §8 108
suercs de ios grupos deteciaron proteinas anie uno de los dos antigencs, goe ne asuviercn
sreseries en el otro 2rilgeno, se observd lo siguienie: ias proieings gue estuvieran presentes
en ¢ Ag- PAV-250 vy no en el ALD fueron las de 169, 155, 98 v 87 k&, De estes claso
wroteinas, solo les de 182 v 135 k< se diferencien claremente not su P, £e ze detesiedas
con el Az-ALT; esigs dos proteings freron detectadas cOn (08 suerss de (o8 vecinzdes v L

ise vacunados e incculados (Tuadros 23 v 24). Lo cuel deberd ser coroboreds mediente

fram, 3 - y ~ — g ey e e
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Tom o ogmism omhEnn £3 7 ool Aonrf W50 detectonss 22 ¢z D88,
Tz o ogmizs I o 28 ] oo Aged AN W20 tectaoss CnO28 G L
cmm o e R : - e e - 1A TTY Comrme | 3
158, 88, 98, 87 7 37 kd; v 28 roteinzs diferentes con respecto al Ag-ALD fercn izs de
S ¢ 7 T Tan e ey - e 5 = =} TImpn s z et T o
I8 v 138 «C (elzcialss COl .08 SUercs G 08 VECUNAdCS ¥V VaCUnalcs ¢ NOCuacos) .48

orotgines diferemios del Ag-ALD, con respecio ai Ag-PAV-Z50 fizeron las de 238, 206, 78,
77, 55, 61s 32, T0, £1, 35, 35 v 32 kd {Tuadro 24). Como puecde observerse, las nroteinas
detesrades —or los sueres de los grupos rztados 2l hscerlos resccionar contrz e Ag-PAV-
250 foeror diferentes, ¢z fas orotelngs detectadas con of Ag-ALD, s=stzs proteinas podran
considerarse bnporianiss pare ver 1@ respuesia de los sueros noliclonaies ante el antigeno

DIeSETHE.

oS sS0erps racomocieTon la proteine de 87 kd del VEPC  parir del din 15 dél
sxperimenio, parz 2 Ag-PAV-230; v los cerdos centinelas recomocieron lambidn esta
sroteina. Refiriéndose 2 les proteinas conire ef Ag-ALD, éstas se reconocieron a pariir del
diz 15. Hubo ua mayor reconocimienio de proteines de le ALD los dias 20 vy 30 del
experiments, v esle reconcciriento de protefnas fie minimo los dias 15 v 23. En el caso de

% % M oo . s
PAYV250 s Tepomoniesn

. ~ :
manme nrotaine P £ e D
TOoOROCerol ION0S protcings,

. 4 R . o s 1
vy Iz fecuencie fne més -omogdoes en los

diferentes muestreos (Figeras 13 2la 16).

Enwrmann {1988}, mercionz gue iz rezclividad de los pépiidos de ato PM del VEPC con
os amticuerpes, depende e origen def suero inmune, Y2 que los sueros de ios cerdos
convalecicnies ususlmente precipitan pépiidos de alto PM en un grado mayor, que cuando
se uiitizan sweros hiperinmmures, obienidos por incculecién con virus purificado; v que en
este Yo case se detertan piptidos de bajo PM. O sez gue la reactvidad del virus contra

7

P
o 2

‘o8 =nticuerpos Je Cerenies procedencias, parece depernder de iz wresencia o susencia de
—égtidos de akio o de baio PM. Bn este rabajo, en ef caso det Ag-PAV-Z50 se delectaron
mayormeniz protelzs de ato PM, que de bejo PR Y en ef case del Ag-ALD hubo
nrolefngs tante O 2ve coroe de 22 PR (Cuadros 23 v 24; Figures i3 22 18).

Se cudo ooserver gque nubo proteines comunmes, que fmcieron gue los suercs
TERCTIOrATED SOTITE AMOSS CEpas, ¥ correspondieron a las proteings de 99 v 85 ka {Cuadro

Ademés de lzs proteinas merncioradas en los parrafos anteriores, izs cueies concuerdan
eon ie Fieratwa consuliads, tambidn se detectaron proteinas que no esidn reportzdas en la
‘s Troizines se Sefeciaron en los diferentes grupes de cendos (o, L IV v Y,
mero mis Teouentemeariz on gl Cruze TV, v fueron lzs giguienies: pars el Ag-PAVAZS0 las
oroteines C2 134 7 72 zd {Tredros 14 &1 1T

228, 200, 280, 18, 175, 157, 184, 132,105,

&

Ny 5 -, ] e a -
. Fare ef Ap-ALD Rieron las protelnes de 223,
hala?

02y 72 ki (Cuadros 1921 227,
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Se puece menciorar (2moién, Jue «0¢ SUETSSs ée (g8 grunos 1L, Y v raconosizien
(zmio proleings esiruciuraies €@ envodura, COMO no estrociurmes, cel VIEZPT, v otres
srotEines previamente teporiadas, sers embas cepes (PAV-250 y ALDY VY lo encenirad
e este trabglo comcuerda conm los aufores ciedes [l hecho de heder encontrede
bhsicamente nrofeises relacionadzs con @ onvoliura del wirus, esté de zousde 2 o
tepor.edo en i@ hissrziurs, en iz cual se menciona gue dichas proieings son imporiantes, va
gue pecticipan en @ ourso de la infeccion v representen un blance impotante pera la
respuesta nmune <el hospedador, lo que demmestra que los cercos rfespondieron
mmurnelégicarmanic & amions CopEs, ya que sus sueros fuerorn capecss de Cetecizr z las
proteinas det VEPC

Las proteinas que no estén corsideradas en la literaturs, perc que se encomirzron en los
controles usedos de lzs prusbas de SDS-PAGE e I7, no se tomaron on cueniz, ni 82
consideraron importantes, dado gque no se pude corrcborar gue fieran proteinzs
perienecientes ai VIPC. Sin embarge, hubo oiras proteinas gue se detectaron en 2l presente
frzbajo v gue ne son mencionadas en la eraturs, v ous puede fraierse <o proichhes
importantes para cada una de las cepas; aungue deberdn hacerse estudios posteriores perz
coroborar gue sean legitimas.
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Se pudo estimear 2
Shero inmuine oo Era estz cepa, cor
con dosis zscendentes del virus.
Se obtuve ademés ol suerc inmure conirz la cepa vacumal SAV-250; v contra @&
DAVY-230 v 12 ceps patdgena ALLY;, contre iz cepa paudgena ALD; y el suero de los

coniroles.

i) de & cepa ALD, Dara pmuuc, N

n 2 procedimiente deserito de inooulacion

Los gnticuerpos virusneutralizantes () producidos por los cerdos vacunzdos con
PAY-250, faeron detectados & partir oe ios 15 v 20 dizs postvacunacion.

En log cerdos inoculados comn la “cepa” ALD), Ja seroconversion fue detectada por IP
a partir de los 25 dias.

Cuendo se aphicd una y dos dosis de vacuna v despuds se inoculé con Ia cepa ALD),
los anticuerpos {IP), se detec‘iamm & pariir de los 15 y 20 dias posivacunacién.

.a vacung PAV-230 proegid 2 los cerdos vacunados con una y dos dosis, angs |
ncculacion con ia cepa pa’iégena ALID; v con base en ios resuitados cbtenidos se
evitd mas la excresion del vinus virulerte, cuando se vacund con dos dosls, que ©
una dosis.

En los cerdes cenfinelss de los grupes 15, IEZ, IV y W, no se detectsron ftules de
anticuerpos; pero s se detectaron bandas de proveinzs medianie ﬂas pruebas de IT
contra ambas cepas (PAV-250 v ALD).

En & perfli electroforético obtenido con les cepes vacumel PAV-250 v pardgena
ALD, se detectzron vanas proicinas del VFPC previamerie reporiadas on la
fiteratura, gue nen sido deteciadas a gartir de oiros VEPC.

Mediante ia electroforesis s2 observd que ambas cepas mOsiTaTon aigunas prolefnas
diferertes en cuanto £ su PM; para le cepe ALD, las de 206, 98 y 36 kd; y para Iz
PAV-250, lzs de 87, 77, 64, v 41 k.

Cn las pmebas de inmunoiransieren C)‘.&, ios sueros de los grupos Tescciongron 2 los
antigenos de lz cepa vacunal PAV-250 v 2 Iz cepe paidgenz ALD, de acverdo 2 lo
esperado. Sin embergo, 20 reconocieron p:mmng,s con'ra ambas cepas ¢e mansra
idéntica; ye que los sueros de los grapoes reconociercn mayer nimero ds projeines
delacepa ALD, quedelia PAV-ZSO.

m

- e -‘-n - e e o ' ey --1 ™ —
Las proteings detestadas tgnto an igs F vebes de glectrolores .”ﬁ =, SCTIT
- o g - — e s el e [
o las de AIE':M‘O“&ESECASRC-E. C’Jﬁ-uSuO’lu-w Cn 2 .2 PENS esi wCLul i envoiuTe s E

iz parte no astructural del VFRC.
- g L} A i L
Hube s':ve_;; respuesta de reconceintente de sTotelves tor Tane de los seerps, anie

iz cepe patdgenz ALD de FPC, cue aniz la cens vacuns.
TROOTCOIETON TOROE Toolenas oon a SAT/-230

T Ly

250, v oon ung Secuencia mes

TOgencE e Tos diferertes mueseo

s un meyor recencoimisnio <2 wrouelnes PAV-250 los dlas Z0 v 23 dei

. [ v T e, T T Al P T T T v o ey

SSOC UL TEy T --..,Cchuw._s.w““, CZTOTOLZITES Ay OB LB £ j S G CEDETIIENG,

Tl e [P 7 R ~ T " . 2

Heoor 2Es0 o8 8 cens A Y350 58 AQ”“"‘OV Sron ST L. "A,_MUE.““Q;;;@ arolemes o2
- - — .

T Zeperen f o v fm e
a.co P v en o case de iz cepe ALD Treron de zlic v Ge veie P
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Lz Zenithk Gf ImTnols eo
cepes en estudio (PAV e o3
grupos L L IV y ¥

o Lz praeba de mmunotrensferencia nermilié la deteccibn ce diferenciag ente zxvses
cepas, tanic de PM como del nbmerc ¢e groteings

o Los serdos cerrinslas reconocieron verias de las proteinas vitzles que ‘ambidn
eparecieron en 'os oerdos wacumados vwio inoculedos, v dedo que dos de zsas
proteines correspondieron a i cepa patdgena ALD, s concluyd que dsiz e in cue
estuvo sircuiands.

o Las proteines que ssiuvieron oresentes on o PANYZSU v no enle ALD Tieronlas de
189, 138,98 v 87 kd. Ds estas sozo las de 189 y 135 ka sc diferencizron por su P,
de las detectadas con el Ag ALD

o Las protefnas de ia PAV-250 que fueron diferentes respecte al Ag ALD fueron fas
de 165 v 138 kd.

o Las proteinas de la ALD que fueron diferentes a lzs de iz PAV-250, fueron lze de
238,808, 78, 77,455,617, 82, 80,471,539, 35y 32 kd

RECOMIENDACIONIS ;

o ,

Los resubtados obtenidos en este trabajo deberan ser cormrcborados mediantz otros
experimenios, tendientes £ mvasiigar 8 sucede 10 mismo 2t =5’u'n 2,5 pmte.nas gz

N0, ] - e
ciferentes cepas de campo de FPC. Y con estos resultadas, s po

P T

e :-av,_-.

- i
‘pacidn iendienie a obieler una prucba seroibgica praciica v répida e
difsrenciare entre lz infeccitn D"eau@"r}a ‘30* iz vacuns PAV-230 v ia Infeccidn

a

producida por las cepas de campo de FPC.
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FIGURA 12.- RESULTADO DE LAS PRUEBAS DE INMUTRANSFERENCTA
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