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Resumen.

La fiebre porcina clasica es una enfermedad viral que ocasiona grandes pérdidas
a la industria porcicola, En la literatura se ha reportado la presencia de “cepas” de
virulencia variable desde las de alta virulencia, hasta las “cepas” de baja
virulencia. Las “cepas” de alta virulencia provocan la muerte de los animales sin
permitirles desarrollar una respuesta inmunitaria en contra del agente infeccioso.
En el presente trabajo se-planted el establecer @l patron electroforético de la
‘cepa” de alta virulencia de campo VC-89-126 y de la vacunal PAV-250, para
determinar si se presentan proteinas que pudieran ser diferentes entre ambos
virus; para lo cual se requeria contra con suero inmune contra estas dos "cepas”,
Se realizd un experimento mediante el cual se logré infectar a cerdos susceptibles
con diluciones de una cepa de alta virulencia, los animales presentaron los signos
clinicos caracteristicos de la enfermedad y donde se logrd alcanzar el périodo de
incubacién y el curso de la enfermedad, los cerdos incculados antes de morir,
desarrollaron una respuesta inmunitaria en contra del agente infeccioso.

Se pudo establecer la dosis infectante con el virus de campo VC-89-126 que
permitid desarrollar una respuesta adecuada de anticuerpos ain cuando la cepa
esta clasificada como de alta virulencia.

Una vez obtenidos los sueros con anticuerpos contra el virus de 1a FPC se evalud
el reconocimiento de las proteinas del virus de campo y del vacunal, mediante ia
técnica de inmunotransferencia.

Se logro determinar el patrén electroforético de las cepa vacunal PAV-250 y de la
de campo VC-89-126, y se encontraron diferencias en las proteinas entre ambas
“cepas”.

La respuesta seroldgica soto se pudo establecer con la cepa de campo VC-89126,
ya que en las pruebas de inmunotransferencia no se obtuvo respuesta contra las
proteinas de la cepa vacunal PAV-250. La respuesta de anticuerpos contra las
proteinas del virus de campo fue inicialmente contra las proteinas de alto peso

moiecular y posteriormente contra las de bajo peso molecular.



1.0 Generalidades.

La Fiebre Porcina Clasica (FPC) fue reportada inicialmente en 1833 en Ohio y se
especule que en ese tiempo que la FPC era una nueva enfermedad de los cerdos.
La naturaleza viral de la FPC fue propuesta a principios de siglo cuando
Schweinitz v Dorset reportaron la transmision de la FPC usando los fluidos
corporales de cerdos que se habian hecho pasar a través de “filtros finos de
porcelana”. Los hospederos naturales del virus de la FPC (VFPC) son los suinos.
La Diarrea Viral Bovina (BVD) vy la Enfermedad de la Frontera de los Borregos
{BD) fueron descritas en los aftos 1940s y 1950s, respectivamente. Sin embargo,
no es hasta 1960 que los virdlogos informaron gue los agentes causales de las
tres enfermedades estan relacionados antigenicamente. Darbyshire descubre uﬁa
reaccién serologica cruzada entre VFPC y el virus de la Diarrea Viral Bovina
(BVDV). Posteriormente, basandose en su morfologia v la polaridad de su
genoma, estos virus fueron clasificados dentro del género Pestivirus en la familia
Togaviridae. Recientemente los resultados concernientes a la organizacion y
expresion de sus genomas permitieron su reclasificacién de estos virus como un
género de la familia Flaviviridae. E! nombre del género es derivado de la FPC.
Otros idiomas refieren a la FPC como pestis suum (Latin), Swinpest (Suizo),
Schweinepest (Aleman). Todos los pestivirus tienen un impacto econdmico

negativo y significativo para las industrias agropecuarias a nivel mundial.

La Fiebre Porcina Clasica (FPC), es una enfermedad infecciosa producida por un
virus altamente transmisible y de rapida diseminacion, se transmite principalmente
a través de secreciones y excreciones nasales, lagrimales, orina, heces vy
mecanicamente, asi como por moscas, pagjaros, utensilios, desperdicios de

alimento vy comida; en México ha estado presente por alrededor de 100 afios (6).



Su presencia, ha provocado importantes perdidas a la porcicultura nacional
ademas del impacto negativo en la exportacion de animales en pie, came y

subproductos derivados de esta importante especie pecuaria.

1.1 La Fiebre Porcina Clasica (Célera Porcino} historia y distribucién mundial

La Fiebre Porcina Clasica se origino en los Estados Unidos (1810-1833) en
Tennese y Ohio. En Europa aparecid en Francia e inglaterra (1822-1962); en
Sudamérica (1899} y en Sudafrica (1900)

Durante ese tiempo los paises de Europa comenzaron a tomar medidas de
control, atin desconociendo el agents stioldgico y la epidemiologia. Como fue el
caso del Reino Unido que prohibid la importacidn de cerdoes vivos del continente
Europeo desde 1882, Caonforme se fue conociendo la naturaleza de la FPC, las
medidas simples restrictivas consistieron en prohibir la importacidon de animales
en pie y sus derivados, como sucedié en Dinamarca (1933), irlanda (1958), Reino
Unido {1966), Hungria (1972) y Estados Unidos (1976). '

1.2. LA FPC EN MEXICO.

La Fiebre Porcina Clasica (FPC) fue introducida al pais en el afo de 1877 a
través de la importacién de pie de cria procedente de los Estados Unidos de
Norteamérica. {4).

En México como en otros paises se prefirid proteger la poblacién de cerdos
vacunando contra la FPC (6).

A partir de 1973, se establece en México un programa formai para el control y
erradicacion de esta enfermedad en la regién Noroeste, pretendiendo abarcar los
Estados de Baja California, Baja California Sur y Sonora. Las estrategias y
conceptos de este plan, asi como el conocimiento e informacién de la importancia

de la FPC, propiciaron el inicio del Programa de Erradicacion en el Norte del



Estado de Sonora, asi como un programa intensivo de control en el Sur del
Estado en 1978 (6).

Esta situacion, junto con la amenaza que represents para México la presencia de
la Peste Porcina Africana en varios paises del Caribe (Haiti, Republica
Dominicana y Cuba} y en Sudamérica (Brasil), motivd la necesidad de
implementar con caracter obligatorio y permanente la Campafia Nacional Contra
ia Fiebre Porcina Clasica, fa cual oficialmente quedd establecida el 25 de marzo
de 1980,

El 29 de octubre de 1996 se publica en el Diario Oficial de la Federacion la Norma
Oficial Mexicana NOM-037-Z00-186, en la cual se establecen los requisitos que
debe cumplir la Campafia Nacional Contra la Fiebre Porcina Clasica y se
mencionan principalmente las fres fases que comprende dicha campafa y las

cuales se describen a continuacion.

Fase de Control.- Para que un Estado o zona sea considerada en la Fase de

Control, debe cumplir con les siguientes requisitos:

¥ Vacunacién intensiva en zonas de alte riesgo y de elevada poblacidn porcina.

» Control de la movilizacion de cerdos, sus productos y subproductos.

> Contar con un sistema eficaz de vigilancia epizootiolégica, notificacién de
focos de la FPC.

» Se prohibe el uso de escamocha para la alimentacién de cerdos, sin gue sea
previamente sometida a coccién por 30 minutos a 100 *C.

» En esta fase la Direccién General de Salud Animal, con base en evidencias
del comportamiento epizotiolégico de la FPC, a su juicio podra aplicar un
programa de monitoreo y centinelizacion.

¥ Contar con un censo de las Unidades de Produccion Porcina.



Fase de Erradicacién.- Para que un Estado o zona pueda avanzar de la Fase de

Control a la Fase de Erradicacion de la FPC debe haber cumplido con los puntos

sefalados en la fase de control, ademas de;

Suspension de la comercializacion y aplicacion de vacunas contra la Fiebre

Porcina Ciasica

»
1S

Ausencia de focos ¢ brotes de la FPC en los 12 Gltimos meses.

Contar con los sistemas de vigilancia epizootioloégica y el Dispositivo de
Emergencia en Sanidad Animal.

Reforzar el sistema de control cuarentenario a través de la implementacion y
operacion de puntos de verificacidon en las principales vias de entrada al
estado o region.

Contar con un fondo de contingencia © esquema de aseguramiento para
emergencias de casos de brotes de FPC, con la participacidon de ios
productores porcicolas y los gobiernos estatal y federal.

Queda prehibido el uso de escamocha para la alimentacion de cerdos.
Realizar un programa de centinelizacion.

Cuando una zona avance de Fase de Control a Fase de Erradicacion de la
FPC, después de haber transcurrido seis meses, se debe efectuar un
muestreo representativo en- cerdos de esa zona, el cual sera planeado y
gjecutado por la Secretaria de Agricuftura, Ganaderia y Desarrolio Rural en

coordinacion con los gobiernos estatales y con los productores.

Fase de Libre.- Para que unAEstado, zona o region, en Fase de Erradicacién

ingrese a la Fase Libre, ademas de cumplir con las actividades descritas en las

fases de control y erradicacion:

>

Debe haberse mantenido durante 12 meses en fase de erradicacion y haber
cumplide con la ausencia de focos o brotes de la enfermedad en los Uitimos 24
meses y efectuar los estudios epizootioldgicos que determine la Direccién

General de Salud Animal.



>

Los Mecanismos de verificacion que seran empleados en la Campafia
Nacional Contra la FPC incluyen muestreos seroldgicos cada 6 ¢ 12 meses,
los cuales seran programadas y ejecutadas por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Desarrolio Rural en coordinacion con |os gobiernos estatales y
los productores. ‘

La declaracidn de una zona o Estado Libre se hara mediante acuerdo de ia
Secretaria de Agricuitura, Ganaderia y Desarrolic Rural, que debera
publicarse en e} Diario Oficial de la Federacion.

La presencia de un broté de la FPC en una Zona Libre, determinard la pérdida
temporal del estatus de Zona Libre, la cual podra ser recuperada cuando la
direccién dictamine con bases en estudios epizootiologicos la ausencia del
virus de ta FPC.

Queda prohibido el uso de escamaocha para ia alimentacidn de cerdos.

Los avances y la sifuacién actual que guarda la campafia en cada Estado se

resumen el Cuadro 1 y la Figura 1.



CUADRO 1.- EN EL QUE SE MUESTRA LA SITUACION ZOOSANITARIA DE
LOS DIFERENTES ESTADOS DEL PAIS HASTA EL 2 DE MAYO DEL 2000.

ESTADO

SITUACION ZOOSANITARIA

Aguascalientes

Control (sin evidencia)

Baja California Norte

Libre (agosto 21, 1995)

Baja California Sur

Libre {(agosto 21, 1995)

Campeche Libre (mayo 13, 1999)
Coahuila Control sin evidencias
Colima Control sin evidencias
Chiapas Control escasa prevalencia
Chihuahua Libre (noviembre 23, 1995)

Region Lagunera

Control sin evidencias

Distrito Federal Control
Durango Control
Guerrero Caontrol sin evidencia

| Hidalgo Control
Jalisco Control
Mexico Control
Michoacan Control .
Morelos Control sin evidencias
Nayarit Control sin evidencias
Nuevo Ledn Control
Oaxaca | Control sin evidencias
Puebla Control
Querétaro Control
Quintana Roo Libre (Febrero 26, 1998)
San Luis Potosi Control
Sinaloa Libre (diciembre 17, 1999)
Sonera Libre {junio 9, 1989)
Tabasco Control sin evidencia
Tamaulipas Control escasa prevalencia
Tiaxcala Control sin evidencia
Veracruz Control
Yucatan Libre {julio 2, 1998)

[ Zacatecas Control

Adaptado de http://sagar.gob.mx/user/Conasag/situazoo.htm.




FIGURA 1.- SITUACION ZOOSANITARIA DE LA CAMPANA CONTRA LA
FIEBRE PORCINA CLASICA EN MEXICO HASTA MAYQ DEL 2000.

Fiebre porcina clisica
{mayuo)

Fases

E# Libre

Froceso de Erradicacidn
¢oR veeunatidn

Control

- TESIS CON
FALLA DF ORrigEw| 7




1.3. Agente Etiolégico

El agente etiologico pertenece a el orden Nidovirales, familia Flaviviridae, genero
Pestivirus. El género de los pestivirus esta representado por el Virus de ta Diarrea
Viral Bovina 1 (BVDV), y que esta estrechamente relacionado ¢on la enfermedad
de la frontera ¢ de Border, en borregos y la Fiebre Porcina Clasica en cerdos
(106).

Los pestivirus son virus RNA, pequefios de 40-60 nm de didmetro de forma
esferica. La envoltura presenta en su superficie proyecciones de 10 a 12 nm. La

estructura y simetria del core ne ha side caracterizada. (106),

El acido nucleico de los pestivirus se caracteriza por ser un RNA de cadena
sencilla de una molécula simple de sentido positivo de aproximadamente 12,3 kb.
Basado en datos indirectos, el extremo 5 probablemente no tiene proteccion y no
hay presencia de poli A en el extremo 3'. El RNA geondmico contiene un solo
marco de lectura abierte (ORF). La densidad boyante en sucrosa es de 1.10-1.15
g.fc:m3 en sacarosa. FE| coeficiente de sedimentacién S, €5 de 140-150. La
infectividad de los viriones es estable en un amplic rango de pH pero es inestable
a temperaturas superiores de 40 °C. Los solventes y detergentes inactivan
rapidamente a los virus. {106).

Los viriones estan constituidos por cuatro proteinas estructurales: una proteina
basica de nucleocapside y tres glicoproteinas de envoitutra, E™, E1, y E2. Las
tres glicoproteinas existen como complejos unidas por puentes disulfuro: E™
homedimeros, E1-E2 heterodimeros, y E2 homodimeros. E™ posee una actividad
de RNAsa intrinseca y es un producte uUnico del gen de los Pestivirus que no se
encuentra en otros miembros de la familia. Los pestivirus codifican para siete u
ocho proteinas no estructurates (NS). NP también una proteina Unica del género
de los Pestivirus, es una proteinaza con actividad autocatalitica que se libera a si

misma de la poliproteina naciente. La proteina no estructural p7 se presume gue



tiene un papel en la maduracion del virus. NS2-3 es una proteina muitifuncional.
El extremo amino terminal 40% (NS2) es hidrofobico y contiene una regidon de
dedos de zinc lo que sugiere su papel en la unién del RNA ¢ en la replicacion. El
extremo carboxi terminal 60% (NS3) actoa como una serina proteinaza que esté
involucrada con el procesamiento de la poliproteina y también como una RNA
helicasa/NTPasa involucrada en la replicacion del RNA. La NS2-3 se ha
encontrado en los virus no citopatogenicos de VBD. En los virus citopatogenicos y
en los aislados de virus de fiebre porcina clasica (CSFV)pueden ser producidas al
mismo tiempo a la N32-3. La proteina NS4A actia comeo un cofactor para la
actividad de proteinaza de la NS3. El papel de la proteina NS4B es desconocido.
La proteina NS5A es la unica proteina de los pestivirus que esta fosforilada vy
presumiblemente juega un papel en la replicacion del RNA. La proteina NSSB
tiene una actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA (108),

El RNA gendmico consta de una cadena sencilla [arga ORF que codifica una
poliproteina de aproximadamente 4000 aminodcidos que es precedida de un 5'-
NCR de aproximadamente 360-385 nts y segida por una 3'-NCR de
aproximadamente 230 nts. El orden en el gen es 5-N"-C-E™-E1-E2-p7-NS2-
3(NS2-NS3)-NSIA-NS4B-NSEA-NSEB-3' (Fig 2}.

La replicacion de los pestivirus inicia por endocitosis mediada por receptores que
involucra una o mas moléculas de la superficie celular y las glicoproteinas virales
E™ y E2. Después de la endocitosis y el desnudamiento, el RNA gendmico sirve
como un RNA mensajero, no hay moléculas subjenémicas de RNA mensajero. La
trastacion inicial ocurre por un mecanismo de internacidn gue involucra un sitio de
entrada intra ribosomal (IRES) dentro del exiremo 5-NCR def RNA. El
procesamiento de la poliproteina ocurre co y postraslacicnalmente por
proteinazas tanto virales como del hospedero. La proteina no estructural N, |a
primer proteina del ORF, se une autoprotecliticamente a si misma a la

poliproteina naciente por union al sitio N*°/C (106).



Figura 2.- Organizacién dei genoma de los Pestivirus {no a escala) y el
procesamiento de [a poliproteina. E! RNA, generalmente tiene un tamaiic de
aproximadamente 12.3 kb dependiendo del virus. La regién 5’ no codificante
{(NCR}) es de aproximadamente 372-385 nts, el ORF de aproximadamente 11.7
kb v la 3 NCR es de 188-241nts. P’, P”, H y r indican la localizacion de la
N°proteinasa, la NS3 proteinaza, la NS3 RNA helicazay la NS5B RNA
polimeraza dependiente de RNArespectivamente.
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La unién naciente que produce las profeinas estructurales C, E™, E1 y E2
probablemente estan mediadas por sefial de peptidasa(s) celulares. La
traslocacion de la glicoproteina a et reticulo endoplasmico probablemente ocurre
por una secuencia sefal interna, talvez entre la proteina C. El corte entre las
proteinas E2 y p7 no es completo, dando lugar a las dos formas intracelulares de
E2 con diferentes terminaciones en el extremo C. dependiendo del virus, la
proteina NS2-3 se mantiene intacta (virus no citopéaticos) o puede ser también
enconirada con productos terminales en N y C como NS2 y NS3 (virus
citopaticos). El mecanismo por el cual se genera NS3 involucra eventos de RNA
reconbinacional. El virus citopético de BVD tiene insercidn de genes, deleciones,
duplicaciones o rearreglos que de alguna manera permiten la produccion de NS3.
La actividad de serina proteinaza de la NS3 (y esta de la proteina NS2-3 en los
virus no citopaticos) es la responsable del procesamiento tempranc de la
poliproteina. La proteina NS4A facilita la unidn de la proteina NS3 a los sitios
4B/5A y BA/5B (106).

La replicacion del RNA sucede en asociacion con membranas intracitoplasmicas,
presumiblemente en un complejo de replicacién compuesto por RNA viral y
proteinas virales no estructurales. Formas replicativas del RNA de los pestivirus
han sido detectadas. La proporcidn de RNA con sentido positivo a negativo en las
células des pues de 12 horas postinfeccion es de aproximadamente 10. la sintesis
de RNA es resistente a la actinomicina D. La maduracion del virus esta poco
entendida. Sin embargo, no se han detectado proteinas virales en la superficie
celular, lo que sugiere que fa maduracion del virus es en vesiculas intracelulares
y la liberacién es por exocitosis. Cantidades considerables de virus se mantienen
en asociacion con {a célula. La sintesis de proteinas y de RNA de la célula
huésped continua durante toda la infeccidn (106},

Los pestivirus estan relacionados antigenicamente y reacciones cruzadas en
epitopes estan presentes en todos los pestivirus. Determinantes antigenicos

separados han sido identificados mediante el empleo de anticuerpos
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monocionales (Mabs). Marcadas variaciones antigenicas han sido detectadas
entre los virus de BVD aislados. La porcion N-terminal de la proteina E2 contieng
una region hipervariable. Los patrones de reconocimiento de los Mabs son
generalmente consistentes con los virus con los que estan relacionados (106).

Los animales infectados montan una fuerte respuesta de anticuerpos hacia dos
glicoproteinas estructurales (E™, E2) y a la proteina NS3, mientras que la
respuesta de anticuerpos contra todos los polipéptidos codificadas por el virus es
pobre o no existe. Los anticuerpos contra E™ y E2 son capaces de inducir
proteccion independientemente. Los anticuerpos monoclonales que reaccionan
con estas proteinas pueden neutralizar la infectividad del virus mientras gque los
anticuerpos contra la proteina NS3 no son capaces de neutralizar |a infectividad
viral (106).

1.4. Propiedades virales.

El VFPC es resistente a tratamientos fisicos y guimicos, es parcialmente
dependiente del estado fisico del material que contiene el virus. Por ejemplo el
VFPC en fluidos de cultivos celulares es inactivado en 10 min. a 60 °C, mientras
que la infectividad no es destruida, en la sangre desfibrinada, a una témperatura
de 68 °C por 30 min. El VFPC es estable dentro de un amplio rango de pH, pero
entre el pH 4 y el cercano a 10, su infectividad se ve debilitada. El VFPC se
inactiva rapidamente con solventes como el cloroformo y el éter, porque el virién
contiene lipidos en su envoltura. El virus puede permanecer infeccioso por
meses, en cerdos y subproducios de cerdos, sienda este un factor epizootiolagico
importante. El virus es inactivado por el hidréxido de scdio al 1%, el cual es
considerado como un buen desinfectante para las superficies contaminadas por el
VFPC (44,88). _

Los cultivos celulares de rifion de cerde son frecuentemente utilizados para el

aislamiento y amplificacion del VFPC. E! virus generalmente no causa efecto
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citopatico y se replica unicamente en el citoplasma de la célula. El antigeno viral
puede ser detectado a partir de las 4 hrs después del periode de incubacion,
mediante la técnica de los anticuerpos fluorescentes; a las 5 hrs del periodo de
incubacion la primera progenie empieza a liberarse. Bajo condiciones simples de
ciclo de recuperacion, hay una parte exponencial incrementada en el titulo viral a
las 15 hrs del periodo de incubacion, después la produccidn de virus continua por
algunos dias alcanzando algunos picos entre 107 1% 10° UFP. En cultivos celulares
los virus se distribuyen por la via del medio, también mediante ios puentes
citoplasmaticos intercelulares y de célula madre a ceélula hija durante la mitesis,
Se ha establecide que los cultivos celutares infectados con el VFPC, persisten
infectados. Los estudios de microscopia electrénica sugieren que los virus
maduros estan sobre la membrana intracitoplasmatica. Estas evidencias son
apoyadas por |a inhabilidad para detectar antigenos de VFPC sobre la superficie

de las células infectadas (1,56,95).

Pirtie y Mengeling han encontrado variaciones antigénicas entre las "cepas" de
VFPC; encontraron que 2 “cepas” de VFPC fueron neutralizadas en alto grado por
su antisuero homdlogo asi como por un antisuers heterdlogo.  Corthier v cols.
encontraron evidencia de subgrupds seroldgicos, en base a diferentes grados de
neutralizacion de varios antisueros contra el virus de BVD. El estudio revels que
existe un grupo de “‘cepas” virulentas y de “cepas’ atenuadas, mientras que en
otro grupo se incluyen “"cepa" moderadamente virulentas y de baja virulencia.
Kamijyo y cols. también distinguieron 2 subgrupas antigénicos y un grupo de virus

aparentemente mas virulento (18,40,61)

El virus de Ia FPC esta estrechamente relacionado antigénicamente con el virus
de BVD. Estos dos virus dan reacciones cruzadas en las pruebas de
inmuncdifusion y de inmuncflourescencia, y algunas "cepas’ también con el

Ensayo de Neufralizacion. La inmunizacion de cerdos con DVB puede conferir
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proteccién contra el desafio con una “cepa” virulenta del VFPC. QOcasionalmente
ios dos pestivirus, los cuales son dificlies de identificar y diferenciar uno de otro

(VFPC y DVB), pueden ser aislados de cerdos en el campo (85).

txisten “cepas” de campo del VFPC, que muestran en un amplio rango de
patogenicidad, desde muy virulentas hasta casi avirulentas. Las “cepas’ de alta
virulencia producen [a enfermedad aguda con 100% de mortalidad. Las “cepas”
de moderada virulencia generalmente conducen a las presentaciones subagudas
o cronicas y los cerdos subsecuentemente mueren o se recuperan. Los cerdes
infectados posnatalmente con "cepas” de baja virulencia, usualmente presentan
una enfermedad muy ligera, o sin signos y desarrollan inmunidad. Las “cepas’ de
FPC pueden generar ancrmalidades fetales; aunque existen ‘“cepas”
artificialmente atenuadas, usadas como vacunas, las cuales son avirulentas aln
para los fetos. (95).

Los factores del hospedadar parecen influenciar en el resultado de las infecciones
con “cepas” del VFPC. Ha sido informado que ia virulencia del VFPC puede ser
una propiedad inestable; como ejemplo, las ‘cepas” del VFPC parecen

incrementar en viruiencia mediante pasajes a través de los cerdos (28).

1.5. Epizootiologia, transmisidn.

Experimentalmente, el VFPC ha sido transmitido por diferentes vias: oral, nasal,
conjuntival, aerogéna, .genital y por vias parenterales. Las vias oral y nasal son
probablemente las mas comunes en el campo. Los cerdos que han sido
infectados con el virus VFPC pueden diseminar el virus desde el periodo de
incubacioén, antes gue los signos de la enfermedad se muestran. Durante la
enfermedad es excretado en: saliva, fluidos nasales y lagrimales, orina y heces.
Los cerdos, que scobreviven a una infeccion aguda o subaguda, desarrollan

anticuerpos y no diseminan el virus por largo tiempo. Por otre lado los cerdos
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infectados por una “cepa’ de virulencia moderada pueden sufrir una infeccion
cronica y excretar el virus continua ¢ intermitentemente hasta morir. £l VFPC
puede cruzar la barrera plecentaria y las cerdas prefiadas que han sabrevivido a
una infeccién, pueden después abortar o producir lechones momificados, nacidos
muertas 0 débiles, con ascitis, edema, tremor y malformaciones. Por otro lado la
infeccion postnatal con "cepas” de baja virulencia, se caracterizan por periodos
cortos de excrecién y multiplicacién viral seguida de una respuesta inmunitaria.
Como una consecuencia, las "cepas” virulentas del virus del FPC, usualmente se
distribuyen mas rapidamente en la piara, e inducen una més alta morbilidad y
mortalidad que las "cepas" de baja virulencia. Los cerdos infectados
crénicamente distribuyen el virus continua o intermitentemente, hasta morir. La
forma mas insidiosa es la infeccién congénita causada por “cepas” de baja
virulencia; las cuales pueden diseminar el virus de la FPC continuamente por
meses, sin mostrar los signos de la enfermedad o desarrollar una respussta
inmunitaria.  Las infecciones cronicas y persistentes constituyen el mejor
mecanismo de perpetuacion del virus en epizootias causadas por "cepas’ de baja
virulencia (17, 26,34,50,65,96,104).

No todas las "cepas' virales se diseminan de igual forma. Mientras los cerdos
infectados con e! VFPC diseminan el virus en altas cantidades durante el periodo
completo de la enfermedad, la infeccidn posnatal con "cepas” de baja virulencia
se caracteriza por periodos cortos de multiplicacion viral y excrecién, seguidos
por una respuesta de anticuepos. Comeo una consecuencia, generalmente del
VFPC de alta patogenicidad se distribuiran répidamente en una piara infectada e
induciran una mas alta morbilidad y mortalidad, que las "cepas” de baja virulencia
(B81).

La distribucidon del virus puede ocurrir por varios principios. Movilizacién de
cerdos, que estén incubando la enfermedad o cirzando una infeccidn persistents,
lo cudl es la causa mas coman de un brote. La infeccién usualmente se origina

en las granjas que tienen cerdos en crecimiento, pero puede ser también debida a
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contactos con excreciones viraies de los cerdos o trafico de cerdos contaminados,
o en un medio ambiente contaminade durante el transporte. Movimiento de
"cerdas portadoras” cargadas puede causar una infeccion (61).

El VFPC puede sobrevivir en el cerdo ¢ en sus subproductos. La sobrevivencia
puede ser prolongada por meses y adn por afios, cuando la carne es almacenada,
congelada o refrigerada (61).

Los cerdos susceptlibles pueden contraer la enfermedad, al ingerir desechos de la
cocina o comida (escamochas) cuando no han sido tratados adecuadamente
antes con calor. En esta forma el virus puede ser transmitido a través de
distancias y causar brotes en areas libres (61).

La transmision mecédnica por el hombre es de gran importancia, significativa en
areas con una densa poblacion de cerdos. Granjeros, castradores y veterinarios
pueden transmitir el virus al utilizar ropa, botas, instrumental y medicamentos
cortaminados, especialmente los de uso parenteral {61}.

El VFPC puede ser transmitido mecanicamente por el artrépodo hematdfago que
comunmente esta presente en las granjas, como el picjo (Haematopinus suis) y
varias especies, de moscas, {Stomoxys labanos y Aedes). La replicacién de
VFPC dentro de los arfrépodos nunca ha sido demostrada. La diseminacion del
virus de las piaras infectadas a las susceptibles esta limitada por la distancia; hay
mas diseminacién mientras se encuentren en mas estrecha proximidad, junto con
una alta densidad de vectores (61).

La fransmision del VFPC a través del aire exhalado, en época de lluvia, es
cuestionable que juegue un papel importante en la epizooticlogia. El papel de
transmisores que juegan los perros, gatos, roedores y pdjaros también es
cuestionable (75,76).

Infecciones aerogénicas, pueden ocurrir a través de las puertas, jugando un papel
importante en la distribucidén del virus patdgeno de granja a granja. £l VFPC
puede circular en cerdos silvestres, y esto, en algunos pafses puede ser un

peligro para el cerdo doméstico {26).
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1.5.1 Transmision naturaf

En condicicnes de campe la principal forma de transmisién es por contacto
directo, entre cerdos infectados y los susceptibles, con excreciones y secreciones
de los animales enfermos. Esto ocurre al introducir en [a granja cerdos enfermos
¢ portadores y al transportar animales susceptibles en vehiculos contaminados
(10).

1.5.2 Cerdas portadoras del virus

Cuando las cerdas prefiadas son expuestas a las "cepas” de baja o de moderada
virulencia, las infecciones iniciales no son frecuentemente nolificadas, pero el
virus puede ser transmitido a los fetos "in dtero”. Dependiendo de la virulencia de
la “cepa” viral infectante y del estado de gestacion, las cerdas pueden tener
aborios o fetos momificados, o nacidos muertos, ¢ cerdos nacidos débiles.{100).

La transmisién congénita se presenta cuando las cerdas gestantes son expuestas
a "cepas" de VFPC de baja virutencia y hay transmision del virus a fos fetos.
Weenvoort y cols. (1986} investigando Gteros gravidos de marranas de piaras
infectadas, encontraron gue el Hlamado "sindrome de |la marrana portadora”,
puede ocurrir hasta en un 43% de las marranas prefiadas de una piara. La
persistencia del virus de FPC en los fetos y placentas puede diseminar grandes
cantidades del virus a la piara. La transmisidn da como resuliade fetos
momificados, mortinatos, malformaciones, animales prematuros y lechones
débiles con tremores; estos dltimos pueden ser reservorios y diseminar grandes
cantidades de virus durante 4 a 6 meses, sin estar mostrande signos de la

enfermedad o desarrollo de respussta inmunitaria (100).
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1.5.3 Movilizacion de animales,

La diseminacion del virus de una piara infectada a una susceptible puede
efectuarse por varios camines. El movimiento de cerdos que estén incubando la
enfermedad o ¢on infecciones persistentes, es el modo més comun. La infeccion
se origina directamente de las granjas infectadas; el contacto estrecho de los
cerdos susceptibles con los cerdos que excretan el virus, durante el mercadeo o
durante el transporte, puede ocasionar una considerable diseminacion viral.
Algunas veces cuando se les ponen a los animales inyecciones de sedantes,
contribuyen a una mayor diseminacién del virus ya que por medio de las agujas el
virus puede ser transmitido de un animal a oftro. La movilizacion de cerdas

gestantes "portadoras” introducira la infeccion en las piaras receptoras (61),
1.5.4 Papel del cerdo y sus subproductos.

El VFPC es resistente cuando esta en un medic ambiente rico en proteinas y
puede sobrevivir en cerdos y sus productos a pesar de su procesamiento. La
supervivencia del virus puede ser prolongada, por meses y hasta por afios,
cuando la carne es almacenada en refrigeracion y congelacion, respectivamente.
En estas condiciones el virus puede ser transportade a través de grandes
distancias y ser introducido a paises y areas libres de esta enfermedad. Los
cerdos susceptibles pueden contraer la enfermedad cuando la granja esta
contaminada o por ingerir desechos de alimentos contaminados (28).

La basura de restaurantes y escamochas mal cocidas, puede generar que el virus

permanezca viable por un tiempo en ellas (83).
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1.5.5 Transmision mecanica por el hombre.

La transmision mecénica del VFPC por el hembre, es muy significativa en areas
con alta densidad de cerdos y de piaras. Los granjercs, los castradores,
inseminadores, vacunadores y veterinarios pueden transmitir el virus al utjlizar
instrumentos contaminados, por ejemplo al aplicar los medicamentos, etc. Es
comin encontrar que los porciculiores no hacen el cambio de agujas,
individualmente ya que se utilizar la misma para varios animales; de modo que
esto constituye un enorme riesgo en el caso de utilizar la aguja primero en

animales. virémicos y después en animales susceptibles.

1.5.6 Transmisién por vectores (artrépodos).

Aungue de menor importancia, la transmision por artrépodos hematdfagos puede
contribuir dentro de ciertas circunstancias a la transmision de la FPC. Darset y
cols.,, en 1991, describieron la transmisién de la FPC por moscas (Musca
domestica) y por moscas de establos (Stomoxys caicitrons). EF VFPC fue
transmitido por la inoculacion de una suspension. homogeneizada de moscas
domésticas y por las picaduras de moscas de establo. Miller y cols.,, en 1974,

aislaron el VFPC de moscas domésticas y de moscas de establo (24,57).

1.6. Patogenia y manifestaciones clinicas

En condiciones naturales la entrada del VFPC es por las vias oral y nasal.
Ocasionalmente &l virus penetra por la mucosa de fa conjuntiva, genital, o por
raspaduras en la piel. El virus infecta y se replica inicialmente en las células
epiteliales de las criptas de las tonsilas y se difunde posteriormente a los tejidos
linfoides, multiplicandose en las células del tejido endotelial. A partir de las

tonsilas, el VFPC es transferido, via vasos linfaticos, a los ganglios linfaticos: el
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virus se replica y pasa a sangre periférica, de ahi al bazo y a los ganglios
viscerales llegando al intestino delgado. Como resuitado de Ia diseminacidon en
tejidos linfoides y en el aparato circutatorio, el nivel de viremia es alto; el virus
causa ocasionando leucopenia y trombocitopenia, manifestandose una
inmunosupresion, o aque hace al animal mas susceptible a infecciones
secundarias. El virus no invade los drganos parénquimatosos, sino hasta
después de la fase de viremia; a las 48 horas postinfeccion llega a la meédula
6sea, timo, bazo, higado y ganglios linfaticos. La causa principal de ia muerte no
se conoce; se considera que el animal muere al ocurrir una trombocitopenia
marcada, liberacidn masiva de substancias vasoactivas y el consecuente choque
hipotensivo agudo (61).

En infecciones intrauterinas las "cepas” de baja virulencia de VFPC atraviesan la
placenta llegando a los fetos, los cuales después de la mitad de la gestacién,
desarrollan anticuerpos especificos que no son maternos; generalmente el dafo
fetal es alto. Cuando los fetos son infectados en el primer tercio de la gestacion,
los animales que llegan a nacer pueden presentar un estado de iolerancia
inmunologica; en el cual el virus es capaz de multiplicarse por péeriodos fargos sin
gue se desarrollen anticuerpos, ni ocurra una respuesta inmunitaria protectora, de
esta manera se convierten en portadores sanos. Estos lechones tienen toda la
vida niveles altos de viremia, la cual puade ser transitoria después de |a ingestion

de anticuerpos calostrales (61).
1.6.1 Infeccién aguda.

En la FPC la distribucién del virus a través del hospedador se caracteriza por una
fase linfatica, una virémica y una fase visceral.

Las tonsilas son los drganos blanco primario para la multiplicacién viral. Después
de iniciada la replicacién, el virus es transferido, por [a via de los vasos linfaticos

a los nddulos linfaticos, drenando la regién tonsilar. Los virus entonces alcanzan
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los capilares de sangre eferente, dando un importante incremento en la viremia
inicial y el virus es atrapado en el bazo (66).

tos drganos blancos secundarios son fos tejidos que producen grandes
cantidades de virus, resultando altos titulos de infectividad en la sangre periférica.
Subsecuentemente el VEPC se replica en otros tejidos del sistema inmunitaria,
como son nédulos linfaticos viscerales y en las estructuras linfoides del tracto
digestivo y de la médula 6sea. Esto sucede presumiblemente después de la fase
virémica, que es cuando ios virus invaden los drganos parenguimatosos.
Generalmente, los titulos del VFPC en el tejido linfoide son més altos que en los
organos parenguimatosos (66).

El VFPC tiene predileccidn por las células reticulares, endoteliales y epiteliales.
Las virus inicialmente infectan las células epiteliales de las criptas tonsilares y
después se distribuyen dentro del tejide linforeticular. Después de una fase de
replicacidn, la cudl ocurre particularmente en los nédulos linfaticos, la infeccion de
las células endoteliales es presumiblemente mediada por células del sistema del
reticuloendotelial.  El tiempo en el cual se distribuye el virus depende
principalmente de la virulencia del virus. Las “cepas” de alta virulencia pueden ser
detectadas en la mayoria de los drganos a los 56 dias de la infeccidon o
primoinfeccion (66).

La FPC aguda desarrolta severa trombocitopenia y desérdenes de |a sintesis del
fibrinégeno. Estos desordenes en conjuncién con la degeneracion de las células
endoteliales, causan petequias, equimosis, estrias y mditiples hemorragias en los
estados terminales de la FPC. La mortalidad en las infecciones agudas alcanza
hasta e| 100%. El mecanismo responsable de la muerte no es bien conocido,
pero los severos desordenes de circulacion parecen ser un factor determinante
(32).

Al tercer dia de la enfermedad la temperatura es de 40 °C, luego sube a 41 042y
despues la temperatura llega a ser subnormal y duramte estos pericdos hay

inactividad del animal y se presenta anorexia. Hay leucopenia, las cuentas
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normales varian de 10 a 40,000 glébulos blancos por mm® (con un promedio de
21,000), perc en la FPC bajan hasta llegar a los 8,000 o inclusc a 3,000 (entre el
40 y 7o dias). Hay que tomar en cuenta que los cerdos sanos menores de 5
semanas, normaimente tienen una cuenta leucocitaria baja (10).

Al principio de la enfermedad hay baja de glébulos blancos. Pero pocos dias
después, cuando al animal le bajan sus defensas y tiene muchas hemorragias
internas habra invasion de bacterias al interior del organismo. Por lo que el
nimero de leucocitos aumenta.  Tambien puede haber trombocitopenia;
inicialmente baja el numero de leucocitos al mismo tiempo baja la cantidad de
plaguetas y después éstas empiezan a aumentar. Este es otro dato con el que se
puede llegar al diagndstico, sobre todo en aquellos Jugares en donde no hay
cerca un laboratorio que pueda trabajar con inmunoffourescencia. El namero
normal de trombocitos varia de 200,000 a 500,000/mm” y en la FPC baja de
50,000 hasta 20,000, es decir, al 10 %. (10).

Hay conjuntivitis, descarga nasal, disnea, constipacién en algunos y diarrea en
otros, vémito (sobre todo en la primera fase de la enfermedad), el
amontonamiento es una observacién que los clinicos toman mucho en cuenta
sobre todo para diferenciar con erisipela, ya qgue en erisipela no hay
amontonamiento. Varios dias después de que sube [a temperatura g 40 ¢ 41 °C,
habra hipotermia {cuando ya el animal esta muy mal) y Ia temperatura le baja a 37
b 38 °C. Hay incoordinacién del tren posterior, los animales caminan ladeades y
arrastran los patas; hay hiperemia en la piel, que después estard congestionada y
finaimente ciandtica. Estos grados dependen del avance de la enfermedad;
después los animales ya no se pueden |evantar y al final pueden mostrar
convulsiones (movimientos de natacidn). Puede haber también diarrea
acompafiada de melena. Los casos cronicos pueden presentar dreas de
decoloracion en la piel de las orejas, alopecia y retraso de crecimiento (10).

Se han observado clinicamente casos atipicos de FPC producidos por "cepas” de

campo, de baja virulencia o de origen vacunal, tratdndose de vacunas poco
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atenuadas. que pueden ocasionar la presentacion del temblor congénito (o
micclonia congénita), al nacimiento de los lechones o pocas horas después, con
temblores de la cabeza, cuello, lomo y miembros posteriores, debilidad, pocos
deseos de mamar y pérdida del equilibrio. Cuando este problema se asocia a fa
utilizacidn de vacunas de virus vivo modificade, aplicadas a los 20-97 dias de

gestacion habra ascitis y deformidades (10).

Los recién nacidos procedentes de madres no vacunadas pueden morir de FPC
aguda sin que se& presenten signos en las cerdas. Esto se ha visto a
consecuencia de la infeccion por “cepas” de campe de baja virulencia, que no
enferman a las madres, pero si a los lechones procedentes de hembras no
vacunadas. Los cerdos susceptibles también pueden enfermar al ponerlos en
contacto con cerdos sanos previamente inmunizados con vacunas de virus vivo
poco modificado. En fos casos sobreagudos generalmente no se observan
lesiones; en los casos agudos y subagudos habra lesiones de tipo septicémico,
por lo que hay que hacer el diagnéstico diferencial con cualquier enfermedad
septicémica, come la ersipela, pasteurelosis y sobré todo salmonelosis
septicémica. En los casos agudos y subagudos de FPC habrd petequias y
hemorragias equimdticas en muchos érganos y tejidos, porque hay circulacion
sanguinea lenta y porque hay degeneracion hidropica de las células endoteliales
(que recubren la cara interna de los vasos sanguineos), lo que ocasiona rupturas
de los vasos y extravasacion, lo que da lugar a que se formen las equimosis y 10s
infartos (10).

Se presentan hemorragias en los rifiones, ganglios y en las serosas y congestion
en la piel (sobretodo en las regiones crurales internas y en la abdominal). En los
ganglios linfaticos habra edema, aumento de volimen, congestion, petequias y
hemorragias. Las tonsilas presentan inflamacion vy después necrosis,
ulceraciones y abscesos, causados por los infartos e invasiones bacterianas

secundarias. Los pulmones muestra congestion, infarto, hemorragias,
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bronconeumonia, pleuritis y atelectasia. E| corazdn presenta congestion del
miccardio, infartos y a consecuencia de las infecciones secundarias,
hidropericarditis y hemorragias. Al abrir las costilias longitudinalmente a la altura
de la unibn con el esternén, se observa que Ia linea blanca esta calcificada. Esta
lesion se presenta principalmente en los casos cronicos y s mas notable entre la
sexta y octava costilla aunque en todas las deméas también se puede presentar.
En el bazo hay infartos subcapsulares que son casi patognomonicos, se
presentan principalmente en los bordes y a veces dentro def parénquima. Al
vacunar & los cerdos con vacunas Lapinizadas {de bajo pasaje) muy poco
atenuadas y sin combinarlas con suero hiperinmunitaria (o al aplicarlas con
sueros inefectivos) se observa gue el 20 % o el 40% de los animales mueren a
causa del virus vacunal, y en el bazo se presentan pequefios infartos
subcapsulares. En la vesicula biliar sélo en muy raras veces hay edema en la
serosa (en el caso de la peste porcina africana, en la vesicula biliar muy
frecuentemente hay edema muy marc-:ado). La bilis estda muy espesa, tiene un
tinte hemorragico y hemorragias en la muccsa. Hay infartos, hemorragias vy
necrosis en el puimdn, rificn e higado, y raras veces en &l prepucio y en la
lengua. En el rifidn se presentan petequias, equimosis y hemorragias
subcapsulares, en el parénquima y en la pelvicilla renal. Esta lesion no es
patognoménica. Los animales que duran muchos dias enfermos son los que
presentan mas claramente estas lesiones denominadas cominmente como huevo
de pipila. En los casos agudos se pueden observar 2 & 3 petequias en cada
rifidn, en el drea subcapsular, las cuales pueden ser dificiles de localizar. La
vejiga urinaria puede estar vacia, mostrando dreas de congestién, hemorragias y
petequias y con contenido sanguinolento y espeso; raras veces con coagulos
{10).

El encéfalo es un érgano sumamente importante para el diagnéstico, en los casos
sospechosos se recomienda colectarlo y remitir un hemisferio en formol (QP) al

10%, para hacer histopatologia, y el otro hemisferic hay que enviarlo congelado
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en hielo seco, o por lo menos refrigerado y en glicerina, para intentar aislar el
virus a partir de él. El encéfalo va a presentar lesiones de encefalitis, mielitis,
infiltracién  vascular v perivascular, inflamacién  endotelial e infiltracion
menonuclear, hemorragias microscopicas perivasculares y éreas de hialinizacion.
En el corazén hay areas de inflamacidn, disociacidn del sarcoplasma perinuclear
y a veces hay cuerpos de inclusion intranucleares, segun algunos autores; en los
ganglios linfaticos estos cuerpos de inclusién aparecen entre el 8° y 12° dias de
la infeccién. En las areas calcificadas de las epifisis de las costillas hay aumento
del area de las células maduras cartilaginosas, entre la zona de muitiplicacidn de
células cartilaginosas vy la zona 6sea trabecular, esto es especialmente notorio en
los casos cronicos. En las glandulas adrenales hay hipertrofia de la corteza,
ampliacion de la zona fasciculada y atrofia de las zonas restantes. Las lesiones
del endotelio vascular son las mas importantes, ya que el virus ataca a los
endotelios vasculares, ¢ sean las envolturas internas de los vasos sanguineos.
Los capilares endoteliales presentan degeneracién hidrépica, necrosis,
hemorragias, marginacién de leucocitos e infartos (10).

Los signos de la infeccion aguda aparecen después del periodo de incubacion de
2 a 6 dias. Los signos primarios son fiebre, pérdida del equilibrio, movimientos
lentos, y un apetito reducido; estos se agravan en i0s dias siguientes. Los picos
de temperatura son cercancs a los 42 °C. A principios de la enfermedad los
cerdos desarrollan principalmente conjuntivitis con una descarga ocular marcada.
En algunos casos la descarga de moco nasal purulento es evidente. El estomagoe
tambien puede estar vacié, porque el animal ha dejado de comer por varios dias;
hay congestién y hemorragias en la mucosa, sobre todo en el drea findica, Sin
embargo, en los cerdos es muy frecuente encontrar hemorragias en el estdmago a
consecuencia de otros padecimientos. En la primera parte del colon y en la
valvula ileocecal, se presentan diceras hotonosas, la cuales, en la valvula
ileccecal no estan tan claras como en la primera parte del colon. El virus de la

FPC predispone #l desarrollo de enteritis necrética generalizada, ocasionada por
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infecciones bacterianas. Las Ulceras estan cubiertas de exudado fibrinoso. En el
intestino grueso también puede haber Ulceras botonosas y cuando estadn en la

primera parte es casi patognomanico (10).

Los signos del tracto digestivo incluyen constipacion, seguida por diarrea y a
veces con recurrencia de constipacion; algunos cerdos vomitan un fluido
amarillento conteniendo bilis. Los cerdos afectados tiemblan y se apilan unos con
otros. Ocasionalmente pueden presentarse convuisiones. Durante los estados
terminales de la enfermedad, |a mayoria de los cerdos tienen un mal estado de
carnes, muestran paso titubeante, seguido posteriormente de paralisis posterior.
Una decoloracidn v un color perpura (cianosis) extendido a través del abdomen,
morro y orejas, pueden también presentarse en los lados internos de las piernas.
El grado de mortatidad en la FPC aguda es de 95 al 100%. Muchos cerdos
mueren entre los 10-20 dias del inicio de la infeccion. Dunne, en 1975, distinguid
entre la FPC aguda de la subaguda. Algunos cerdos infectados desarroflan
signos similares, pero menos severos de la enfermedad y después de un periodo

prolongado de incubacidn, sucumben g los 30 dias postinfeccion (10, 28).

1.6.2 Infeccidn persistente

El virus persiste por un large periodo, algunas veces durante la vida entera del
hospedador. Los casos en |os cuales persiste son generalmente causadas por
los virus de baja y moderada virulencia, Las formas diferentes de la FPC
persistente pueden corresponder a la forma cronica.

En la Fiebre Porcina Clasica crénica, Mengeling y Parker distinguen 3 fases
clinicas: La enfermedad aguda; el mejoramiento clinico y la exacerbacion de la
enfermedad aguda. La fase aguda es esencialmente la misma que en la FPC
aguda, pero fos virus pueden diseminarse mas ientamente y las concentraciones

en suero y érganos tiende a ser bajo. En el periodo secundario, el titulo def virus
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en el suero es mas bajo o ausente, El antigeno viral tiende a estar limitado a las
células epiteliales de las tonsilas, ileum, glandulas salivales y rifidn. La ausencia
temporal del virus del suero es el resultado probable de la formacion de
anticuerpos especificos, y/o de un decremente en el nimero de células que estan

liberando virus (56).

La ocurrencia simulténea del virus y anticuerpos puede resultar en la deposicion
de los complejos antigeno - anticuerpos en el rifidon, un proceso que
eventualmente se convierte en la glomerulonefritis (20).

Durante la tercera fase el virus también se dispersa por todo el cuerpo. Esto
puede ser promovido por el agotamiento inmunitaria que parece desarrollar los
cerdos infectados cronicamente los cuales serdn mas susceptibles a las
infecciones secundarias bacterianas (56).

El brote tardio de la FPC se caracteriza clinicamente por un periodo largo inicial
de ausencia de signos clinicos. Estas infecciones usualmente siguen a fa
exposicion al VFPC de virulencia reducida en el periodo fetal. Los cerdos
mostrarén una viremia de vida larga, con altos titulos, los cusies pueden ser
temporalmente suprimido después de la ingestidn de anticuerpos calostrales. El
antigeno del VFPC es distribuido a través del tejido epitelial, linfoide y
reticuloendotelial. Los cerdos infectados persistentemente no  producen
anticuerpos neutralizantes contra el VFPC, este es el camino para contribuir a la
persistencia viral. Los factores que provocan la aparicion de signos clinicos
después de un periodo largo de incubacidn son desconocidos. Cuando los
cerdos sobreviven a un periocdo largo de incubacion mayor de 30 dias, la infeccion
puede ser meramente terminada. La persistencia de la FPC da lugar a varias
formas clinicas de FPC. Los cerdos que resultan infectados en la fase inicial
pueden desarrollar la FPC cronica, durante la cual su apariencia generai es rara,
de cerdos saludables. Esta enfermedad illamada "brote tardio”, los cerdos

infectados permanecen aparentemente sanos por un periodo largo, después del
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cudl desarrollan signos clinicos. El sindrome posterior es usualmente asociado
con infecciones congénitas. Formas intermedias e inaparentes de FPC
persistente pueden ocurrir (7,20,25,96).

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

el cuerpo (10).

Mengeling y Packer, 1969, dividieron la FPC cronica en tres fases. Una reaccion
aguda primaria, con anorexia, depresion y fltebre; un periodo de mejoramiento
clinico general; recaida y muerte (54}

En el estado terminal, los cerdos pueden estar anoréxicos, deprimidos y febriles.
Los cerdos con FPC crénica pueden sobrevivir por algunos meses, pero todos
eventﬁalmente mueren (54).

Los brotes tardios se caracterizan por un periodo inicial, durante el cual los
cerdos se infectan y virtualmente permanecen libres de [a enfermedad (96).

Los signos comienzan a desarrcllarse a los pocos meses después de [a
exposicion y consisten en anorexia moderada y depresion, conjuntivitis, dermatitis
y diarrea; con disturbios del equilibrio y locomotores, y después paralisis del tren
posterior. La temperatura corporal puede ser normal o elevada, la leucopenia s
un signo consistente de FPC persistente, pero durante la parte final de la
enfermedad se puede desarrollar la leucocitasis (54).

Las "cepas" de FPC de reducida virulencia, frecuentemente conducen a una
enfermedad moderada y después los cerdos se recuperan. Los signos clinicos

son: pérdida de apetito, del equilibrio, diarrea, fiebre y son generalmente
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acompartados de leucopenia. Frecuentemente ocurren infecciones subclinicas
(54).

1.6.3 Infeccion Congénita

Cuando una cerda prefiada es susceptible al VFPC, los fetos se pueden infectar
por ia via transplacentaria. E! VFPC cruza la placenta, y puede
subsecuentemente distribuirse de feto a feto. El antigeno del VFPC se encuentra
distribuido a través del tejido fetal. El resultado de la infeccién fetal esta
determinada por el desarrollo (edad del feto} en el momento de la infeccion y por
la virulencia del virus infectante. Las “cepas” de baja y mediana virulencia del
VFPC estan involucradas en las infecciones congénitas. Van Qirchot y cols,
describen el hecho de que en la FPC aguda la sangre periférica y linfocitos del
bazo no respondieron consistentemente a los mitdgenos de las células T v B;
mientras que los nédulos linfaticos tuvieron una alta capacidad de respuesta. Los
cerdos infectados subclinicamente pierden su capacidad de responder a los
mitégenos de sangre periférica, linfocitos del bazo y a las cétulas B (93,94).

Los linfocitos de sangre periférica de los cerdos persistentemente infectados con
FPC tiene un decremento ligero en su respuesta a [0s mitdgenos (95).

Cuando un contacto primario con el VFPC no es seguide por una respuesta
normal de anticuerpos, puede resultar un tipo de hiperreactividad caracterizada
por un periodo corto de incubacién y una enfermedad mas severa que en los
cerdos infectados primariamente. En contraste con el fendmeno de
sensibilizaciéon se ha descrito un aumento de la resistencia a la virulencia del
VFPC, ya que los cerdos infectados persistentemente con el VFPC de virulencia
reducida, tienen una scbrevivencia prolongada ante inoculaciones con "cepas”
viruientas de FPC, ambos fendmenos ocurren en el campo (95).

Los mecanismos exactos de la patogenesis de la FPC nc han sido bien

entendidos. Kom vy Matthaeus opinan que la FPC es una enfermedad causada
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por desordenes de un sistema enzimatico, principalmente de la produccidn de la
quimiotripsina (32,43).

Después de un periodo corto de infeccidn por el VFPC, ias secreciones oronasal
y lacrimal contienen virus. La orina y las heces pueden contener virus cuando el
rifndn vy el tracto digestivo estan infectados. El VFPC es excretado en altos fitulos
en las secreciones oronasales, mas que de orina y heces. Los virus también
pueden diseminarse por la piel (95).

Una infeccién del VFPC congénita puede dar como resultado el aborto,
momificacidon fetal, nacidos muertos, o nacimientos de lechones débiles y con
temblor, muertes neonatales, nacidos aparentemente sanos con una infeccion
persistente; y cerdos normales con ianticuerpos contra el VFPC. Pueden
presentarse malformaciones de los 6rganos viscerales y del sistema nervioso
central de los fetos. Muchos cerdos infectados "in dgferc” y nacidos vivos, mueren
en un periodo corto, después de nacer, las hemorragias de la piel son comunes

en estos cerdos (95).
1.7. Diagnéstico de laboratorio.

La variabilidad de los signos clinicos y las lesiones postmortem en los casos de
FPC, raramente proveen una base para un diagndstico inequivoco. Ademas la
Peste Porcina Africana, Pasteurelosis, Erisipela y la Salmonelosis pueden ser
confundidas con una infeccion aguda de FPC. Por estas razones, el diagndstico
tentative de campo debe ser confirmado mediante pruebas especificas de
laboratorio, para la deteccién del virus o de antigenos especificos.

Las pruebas de laboratorio mas usadas son: la determinacion de leucopenia y de
trombocitopenia. La prueba de anticuerpos fluorescentes es probablemente la
mas valiosa, siempre y cuando se tome en cuenta la historia clinica, los signos y
las lesiones del animal. La méas utilizada es la prueba de fluorescencia directa

haciendo cortes de tejidos congelados, principaimente se recomienda hacer
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secciones de amigdalas, aungue también se pueden hacer cortes de los ganglios;
lo ideal seria congelar de inmediato estas muestras y fransportarlas en hielo seco
0 en nitrégeno liquido al iaboratorio. Un caso positivo a fluorescencia debe ser
claramente positivo. También se pueden tomar fragmentos de amigdala, bazo y
ganglio, se prepara un macerado, se inoculan células PK15 y se tifien con un
conjugado a las 16, 24, 6 mas horas postinoculacion, y se ve si son positivas,
utilizando un microscopio de fluorescencia (10).

Si hay datos inexactos o incompletos en fa historia clinica, esta sera poco valiosa.
Contando con datos exactos sabremos si hay probabilidades de que se trate de
FPC o de otra enfermedad. E| diagnéstico de laboratorio sélo nos ayuda a
corroborar los datos de [a historia clinica. Una buena historia clinica explicara las
irregularidades que se llegaran a observar en alguna prueba diagnéstica. Por
giemplo, si al hacer una prueba de laboratorio se obtiene un resultado positivo a
la FPC por fluorescencia, para poder definir si esto se debe a un brote por virus
patégeno, como primer paso, se debera analizar la historia clinica. En los EUA se
ha utilizando una prueba de suerc neutralizacién basada en la inhibicidn de la
fluorescencta. Esta prueba ha resultado muy Util en aquellas areas o paises, en
donde ya no se vacuna contra la FPC, de modo que los animaies positivos,

corresponderan a aquellos previamente infectados con virus de campo (10).

1.7.1 Diagndstico diferencial e integral.

L.a FPC presenta diversas manifestaciones clinicas, originadas por el grado de
virulencia de fa “cepa’” infectante, confundiéndose con enfermedades de variada
etiologia. Para obtener un diagndstico preciso es necesario considerar los
siguientes aspectos, que nos ayudaran & controlar en forma eficaz e inmediata la
enfermedad: 1.-Historia clinica; 2.-Signos clinicos y lesicnes observadas en la
necropsia; 3.- Programas de vacunacién, 4.-Alimentacién con desperdicios de

restaurantes o restos de comida casera no cocinada; 5.-introduccidn de cerdas o
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de sementales, 6.-Granjas vecinas en las que se presentan la enfermedad; 7 .-
Visita de personas o vehiculos ajenos a la granja; 8.-Uso de antibibticos sin éxito
(64).

El diagnostico diferencial de FPC debe realizarse en los sindromes siguientes: A)
Sindrome clasico Septicémico/Entérico/Encefalitico; B) Sindrome Encefalitica en
Adultos; C) Sindrome Mioclonico en Lechones; D) Sindrome Encefalitico en
Recién Nacidos; E) Sindrome de Lechones Débiles al Nacimiento; F} Sindrome de
Abortos; G) Sindrome de Fetos Momificados (64).

1.7.2 Demostracién del virus o de los antigenos virales.

La prueba de inmunodifusion doble en agar (AGDT), usando pancreas, higado o
nédulos linfoides meséntericos fue ampliamente usada para la deteccion del
antigeno en el principio de los afios 60's. Pero la falta de sensibilidad y
especificidad dejo mucho que desear, la AGDT fue remplazada en todos los
laboratorios por la prueba de inmunoflourescencia directa (DIFT) realizado sobre
secciones de tejidos congeladas de los cerdos enfermos o muertos. Las muestras
para este diagnodstico incluyen, tonsilas, higado, rifidn y la parte distal del ileon,
éstas preferiblemente deben ser refrigeradas en el laboratorio, si es que se van a
trabajar de inmediato. El envid de las muestras de animales sospechosos pueden
ser en congelacion, nunca debe usarse conservadores porque pueden dar
interferencia para el diagndstico. Las secciones del tejido, hechas con el
criostato, se tifien con un conjugado anti-VFPC y se examinan con un microscopic
de luz ultravicleta para obsrevarde inmunoflourescencia. Las tonsilas son et
tejido mas importante para e} diagnéstico; estudios de patogénesis revelan gue la
tonsila es el primer Grgano en ser positivo, después de una exposicion oral de 48
hrs. En orden decreciente el porcentaje de reactores positives a: fonsila, ileon,
higado y rifidn, muestran fluorescencia en 98, 71, 60 y 39 % de animales positivos

respectivamente. En casos de enfermedades crénicas y subagudos, la parte
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distal del ileon es frecuentemente enconirada como positiva y en algunas
ocasiones es la Unica muestra que presenta inmuncfluorescencia. La deteccion
espesifica de fluorescencia en tejido {DEFT) es una técnica disponible y rapida
para ta demostracion de antigenos viraies, fue una prueba aceptada oficiaimente
en programas nacionales e internacionales para la erradicacion de la FPC en los
EUA v en algunos paises de la Comunidad Econdmica Europea. Sin embarge un
resultado negativo, no excluye al virus de la FPC, por lo que se debe hacer un
muestreo a los demas animales sospechosos (65,66,78,79)

La DEFT no diferencian a los antigenos de diferentes pestivirus; y hay resultados
falsos positivos ante una infeccién por Diarrea Viral Bovina (DVB). Los cerdos
vacunados con "cepas” de virus vivo modificado pueden dar una DEFT positiva a
las 2 semanas después de la de vacunacion. La inoculacion de conejos es usada
para diferenciar entre "cepas" Lapinizadas y "cepas"” de campo del VFPC. En
confraste, con las "cepas" de campo, las "cepas" Lapinizadas causan una
reaccién febril y una respuesta de anticuerpos en los conejos inoculadas por via
intravenosa (60,83)

El aislamiento del virus en cultivoes celulares es el método de laboratorio mas
sensible para el diagnéstico de la FPC y esio puede revelar [a presencia de
pequefias cantidades de virus. Para este proposito las células de PK-15 son
ampliamente usadas, Los cultivos son tefiidos con un conjugado
inmuncfiuorescente y son examinados para detectar focos flucrescentes después
de 24 a 72 hrs posinoculacion. La técnica de exaltacion del efecto citopatico del
virus de fa Enfermedad de Newcastle (END), es usada en Japén como técnica de
rutina. La prueba esta basada en el aumento del efecto citopatico del virus de la
Enfermedad de Newcastle en céluylas de testiculo de cerdo en las cuales €] virus
ha sido replicado. La END es muy laboriosa y se emplea mucho méas tiempo en
comparacion con la DIFT y es menos conveniente para la deteccion de “cepas” de

virus de baja virulencia {(45).
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1.7.3 Deteccidn de anticuerpos.

1.7.3.1 Reaccidén Inmunifaria.

Los cerdos que se recuperan de la enfermedad, poseen anticuerpos contra la
FPC. En comparacién con otras infecciones virales, los anticuerpos aparecen
tardiamente en la circulacidn, demostrandose por las técnicas de neutralizacion,
inmonufluorecencia indirecta, inmunodifusion, fijacion del complemento,
hemagiutinacion pasiva, ELISA, Inmunoperoxidasa (IP), Western Blot. De estas
pruebas, la prueba de neutralizacion es la mas especifica, ésta puede diferenciar
entre anticuerpos del VFPC vy ios del VDVB. Sin embargo, los bajos titulos de
anticuerpos neutralizantes para la FPC, pueden aumentar después de una
infeccidn con DVB. La prueba de neutralizacién s una prueba muy laboriosa, por
lo que en los Gitimos afios se desarrollé una prueba nueva gue ha tenido un
impacto importante; esta es |la prueba de neutralizacion peroxidada ya que ahorra
tiempo vy puede ser aplicada en amplia escala (36,82),

También pueden ser producidos anticuerpos neutralizantes durante un curso
subagudo de la FPC. Los cerdos con la FPC cronica, ios cuales eventualmente
mueren, también son capaces de monfar una respuesta de anticuerpos
especiiica, resultando una aparicion simultanea de virus y anticuerpos en la
sangre. Los fetos porcinos ganan inmunocompetencia alrededor de fa mitad de
gestacion. Sin embargo, los anticuerpos neutralizantes especificos contra la FPC
son formados Gnicamente en la fase terminal del desarrolio fetal (52,54,55,80).
Los cerdos con la FPC congenita persistente, raramente producen anticuerpos
especificos. Cada cerdo fiene una respuesta inmunitaria normal hacia antigenos
relacionados de la FPC v los casos de insensibilidad pueden ser explicados por
tolerancia inmunolégica especifica a la FPC (96).

Ocasionalmente los cerdos infectados postnatalmente con la FPC, no muestran

una respuesta de anticuerpos normales. Los anticuerpos neutralizantes pueden
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ser detectados temporalmente o estar ausentes. Los cerdos infectados y sin
anticuerpos neutralizantes pueden poseer anticuerpos detecatables por otras
pruebas. Una respuesta de anticuerpos anormales puede ser consecuencia de
una pobre inmunogenicidad de las “cepas” del VFPC. Las “cepas"
inmunogenicamente pobres, son usuaimente de reducida virulencia, Los cerdos
- que producen una respuesta de anticuerpos normales hacia la FPC se encuentran

inmunitarias a una infeccion subsecuente (7,19,43,96).

Las cerdas seropositivas transmiten anticuerpos por via det calostro a sus crias.
Por lo tanto los enterocitas inmaduros def intestino de los cerdos recién nacidos
son permeables para las inmunoglobulinas en las primeras 3648 hrs de vida vy los
anticuerpos contra el VFPC pueden entrar directamente a la circulacion
sanguinea. Los anticuerpos de origen materno tienen una vida media de
aproximadamente 14 dias. La inmunidad pasiva generalmente protege a los
cerdos de la muerte durante las primeras 5§ semanas de vida, pero no protege
contra la replicacidn viral (80).

El significado de la inmunidad celular en la FPC no es conocido. Corthier y
Remond detectaron una respuesta biastogénica transitoria, de linfocitos
periféricos de sangre hacia ios antigenos del VFPC en ios cerdos infectados y
vacunados (17,29,94).

La deteccion de anticuerpos especificos contra el VFPC es usada para demostrar
la infeccién con “cepas” de baja virulencia. Como la respuesta de anticuerpos
foma de 2 a 3 semanas para desarrollarse las muestras sanguineas deben ser
colectadas después de 3 semanas de haber estado en contacto con animaies
sospechosos. Las inspecciones seroldgicas pueden también ser ttiles en la fase
terminal de erradicacion, para detectar infecciones en cerdas con crias. Varias
técnicas ha sido descritas para este propdsito (58).

Las técnicas de AGDT, DIIFT, la técnica modificada de Fijacién del Complemento

y ia Hemaglutinacion Pasiva no diferencian entre anticuerpos contra el VFPC y el
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VDVB; los resultados positivos tienen que ser confirmados por la técnica de
Neutralizacion Viral (VN) (58).

Mediante la VN se ha encontrado la incidencia de las infecciones de DVB en
cerdas con crias en el ceste de Europa encontrandose que fueron positivos del 10
al 40%, esta técnica fue aprobadc como el Unice método serologico valido en el
programa de control y erradicacian la FPC (58).

La prueba de neutralizacidon fue desarrollada en cuitivos celulares usando una
cantidad constante de virus, contra diluciones variadas del suero. Debido a que
este virus generalmente no causa efecto citopdtico, el virus no neutralizado se
detectara Onicamente hasta después de su muitiplicacion, mediante la prueba de
inmunofiuorescencia, el método de END o por el ensayo de inmunoperoxidasa.
Ocasionalmente, el suero de los cerdos infectados con DVB puede reaccionar en
diluciones bajas de la prueba de VN con el antigena la FPC (42,50,67 82).

El grado de reaccion cruzada depende de la "cepa” infectante de DVB, el intervalo
entre la exposicion y el muestreo, asi como la “cepa” de FPC usada para realizar
ta prueba de neutralizacién, Los altos niveles de anticuerpos aumentan después
de la exposicién a "cepas” de baja virulencia de La FPC, permitiendo un aumento

relativo de anticuerpos contra la FRC, por fa prueha de VN (50,82).

1.8 Profilaxis v confrol,

En los paises libres de La FPC, existen medidas estrictas para prevenir la
introduccion del virus. La importacidn de los cerdos y el insuficiente cocimiento
de la carne de puercos en productes y subproductos provenientes de paises
infectados con ta FRC, deben ser prohibidas. Sumado a esto, los desechos de las
cocinas de los aviones, barcos y trenes internacionales deben ser totalmente
destruidos, como una medida general de precaucidn contra las enfermedades

exodticas del ganado.
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Cuando no se foman en cuenta las medidas anteriores y la enfermedad ya ha sido
introducida, los policias veterinarios y medidas sanitarias, deben poherse en
accion y la llave del éxito dependerd de poder detectar rapidamente Ja fuente de
infeccién, para asi poder eliminar a este virus. Dependiendo de Ia situacion local,
ias medidas tomadasg pueden incluir una prohibicién del movimiento de los cerdos,
aumentando la vigilancia en las granjas afectadas y destruyendo todos los cardos
que se encuentren sospechosos de la enfermedad (medida que ha sido aplicada
en algunos paises), para gvitar ofro brofe. Lg construceion de Jas granjas debe
ser hecha de modp que puedan ser mantenidas limpias, no se debe permitir la
entrada de ningun animal S05pechoso, vy se deben eliminar los cerdos
80spechosos; antes de repoblar la granja es preferible utilizar cerdos centinelas,
para asegurarse asf de que Ya que esta libre de |a enfermedad, necesitanda una
Supervision estricta (6).

La FPC ha sido erradicada en los paises Escandinavos, irfanda, El Reino Unido,
Suiza, Australia, Canada Y de los EUA por efiminacion total de jos animales
afectados, apoyado por medidas zoosanitarias. Sin embargo en muchos paises,
la enfermedad se ha mantenido persistente por lo que se ha teniendo que
reforzar las medidas de control (95),

En una granja con produccion intensiva, el movimiento a grandes distaricias
resulta un alto fiesgo para adquirir esta enfermedad dentro de una area con glig
densidad de cerdos por fa alta diseminacion det virus. El sindrome de la cerda
portadora, la aparicién de "cepas" de baja virutencia résponsables de infecciones
persistentes, inaparentes, vy atipicas, han impedido el progreso  hacia |a
erradicacién final de esta enfermedad. Como rfesultado de estos factores
epizootiolgicos, los brotes frecuentemente son diagnosticades tardiamente,
después de que el virus se ha distribuido ampiliamente (B5).

Para romper con la Perpetuacion incontrolable del virus, 1a vacunacion ha sido
usada en gran escala, la cual ha ayudado para eliminar la enfermedad, o para
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reducir el numero de brotes, a un nivel que puede ser erradicado por medidas
sanitarias {92}

Una de las medida mas antigua es el método de 1a vacunacion simultarea, donde
el suero hiperinmunitaria—FPC y e virus virulento, eran inoculados en diferentes
sitios. El método ha sido prohi'bido o abandonado en muchos paises, ya que el
uso del virus virttento contribuyé a la distribucion mundial de la FPC., las
vacunas inactivadas con cristal violeta tienen una aplicacién estrecha, esta
yacuna, aunque generalmente segura, s6lo proveia de proteccion reducida s se
administraba dos veces, seguida de un refuerzo cada 6 a 12 meses; sin embargo,
esta no protegid contra ia multiplicacion del virus y su distribucion y el virus
virulento puede ser recuperado regularmente de los fetos, cuando 183 cerdas
vacunadas han sido desafiadas (37,68,91).

Las vacunas de virus vivo modificado (MLV) éstas ahora son preferibles por su
mayor potencia. Algunas de las primeras vacunas de MLV atenuadas mediante
pases en conejos liapinizadas), poseian virulencia residual. La vacunacion de los
cerdos jovenes era seguida de los signos clinicos de 1a FPC y Ja vacunacion de
las cerdas prefiadas causaba la infeccion intradterina de los fetos, provocando
desordenes de |a reproduccion {25).

El uso de estas vacunas, por cansiguiente fue prohibido en muchos paises. Hace
dos décadas fue posible, 12 vacunacion con MLV "cepa” lapinizada China “C" sin
virulencia residual; fa vacuna adaptada a cuitivos celulares de cuyes, "cepad’
japonesa GPE- Yy la "cepa" Thiveral Francesa, adaptada a las células PK-15;
después, las Gltimas dos “cepas’ fueron cionadas y seleccionadas madiante su
crecimiento a 30 °C Namadas "cepas” frias). La primera y la ultima "cepas” son
consideradas inocuas para las cerdas prefiadas y para jos lechones de dos
semanas de edad. Ellas retienen sus propiedades atenuadas después de 20 a 30
pases en 108 cerdos susceptibles y proveen seguridad cuando son probadas en
jos cerdos inmunosuprimidos mediante el tratamiento con prednisolona. Estudios

reatizados con ias cepas” Cy GPE, han mostrado que eses Virus vacunales se
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replican en el tejido linfoide, especialmente en las tonsilas. La diseminacién def
virus vacunal de los cerdos vacunados a los susceptibles puestos en contacto, ha
sido detectada con las tres "cepas” y no revierten a la virulencia bajo condiciones
de campo, esto es debida a su estabilidad genética (2,31,38,65,72,73,86,87).

Las tres "cepas" MLV confieren una inmunidad rapida y perdurable. {os cerdos
resisten al desafid después del 5° dia de la vacunacidn y la inmunidad persiste
por fo menos por 2 0 3 afios. Con respecto de los riesgos de usar la vacunacion
con MLV con una potencia inadecuada expresaron que los cerdos vacunados ¢on
la “cepa” C, con una dosis protectiva para los cerdos del 50% (DPCsp), © menos,
pueden convertirse en poirtadores, y las cerdas prefiadas pueden fransmitir el
virus de campo en forma herizontal, y por la via de la piacenta, al ser expuestas al
VFPC virulento. Una minima potencia de 100 DPC, fue recomendada. La
descendencia de las cerdas vacunadas con la "cepa” C es protegida hasta las
cinco semanas de edad, de la infeccidn letal, pero no contra la multiplicacian y
distribucion del virus, Estudios extensivos con vacunas modernas de MLV han
mostrado que por lo menos 50% de los cerdos pueden ser vacunados con éxito a
la edad de 6 semanas. La influencia supresiva de lo$ anticuérpos maternales
puede ser reducida utilizandc una dosis vacunal incrementada y enionces ya
pueden ser vacunades los cerdos recién nacidos, después de alimentarse del
calostro (47,48,49,74,78,81).

La vacunacién masiva de cerdos con aerosoles ha sido ensayada en el pasado
con resultados variables. Muy recientemente ha sido informada la inmunidad
satisfactoria en los cerdos expuestos a aerosoles de la "cepa” C propagada en
cuitivos celulares, aplicando la vacuna en cuartos con temperatura y humedad
controlada {27,41).

La experiencia en Europa ha proveido dudas sobre si es posible erradicar la FPC
de areas enzodticas, mediante régimen estricto y sistematico de vacunacion
aplicado por un largo tiempo y apoyando la vacunacién con policias veterinarios y

con medidas zoosanitarias. Una buena conclusion que se ha obtenido es que los
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regimenes no sistematicos, o incompletos, basados en medidas meramente
suplementarias para el control de la enfermedad, daran como resultado el que el
numero de brotes aumente, meses después de que la vacunacién ha sido
descontinuada. Para que la vacunacion sea efectiva, esta debe ser obligatoria y
los animales vacunados deben ser identificados, para reconocerlos facilmente,
con un marcaje en la oreja. Debido al movimiento de los cerdos vacunados,
tienden a ser reemplazados rapidamente por un lote de cerdos jovenes no
inmunitarias. Elementos significativos son el tipo de cerdo, el tipo de granja, la
densidad de la poblacidn de los cerdos comerciales, el transporte, la presencia

del virus en la cadena de alimentos, el grado de extension (80).

Bajo ciertas condiciones una cerda prefiada se puede infectar antes, o poco
después de la vacunacién, puede permanecer dando a la camada la leche
infectada persistentemente. Aunque la camada infectada gradualmente sucumbird
a la FPC, la infeccion puede ser perpetuada subclinicamente algunas veces en
los lechones, los cuales tienen menos inmunidad maternal antes de comenzar la
vacunacién. Por estas razones, la vacunacién complementaria debe ser
continuada por lo menos durante un afio después de empezar la campana de una
vacunacion masiva. Se sabe que menos del 5% de los cerdos presentan
resistencia natural (genética) a la FPC. La inmunidad puede ser adquirida en
forma pasiva mediante la aplicacion por via parenteral de sueros
hiperinmunitarias; o en los lechones recién nacidos, mediante la ingestién de
calostro, procedente de ias madres inmunitarias, La inmunidad adquirida en
forma activa se puede inducir mediante la infeccion cuando los cerdos reciben
dosis subletales del virus virulento o mediante la aplicacion de vacunas, tales
como: a)Virus vivo lapinizado (de alto y bajo pasaje); b} Virus vivo atenuado en
cultivos celulares; c)Virus inactivado; d)Virus de !a diarrea viral bovina

{experimental) (10).
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l.a primera forma de proteccion contra la FPC utilizada en los EUA, consistio en la
aplicacién de suero hiperinmunitaria. Posteriormente se utilizd la aplicacion
simuitdnea de suero hiperinmunitaria con virus virulento y se enconiré que este
método conferia inmunidad estable y duradera. Sin embargo, este método tiene
la desventaja de que difunde el virus virulento, razén por la que este tipo de
inmunizacion fue el primero en ser descontinuade en los EUA, e incluso también

en México (10},

Las vacunas de virus vivo poco atenuado lapinizado (de bgjo pasage) se
recomendaba aplicarlas simultdneamente ¢on suerc hiperinmunitaria. Algunas de
estas vacunas han sido obtenidas, Unicamente mediante pases en congjos.
Otras, mediante pases en conejos y en los cerdos; estas Ultimas son mas
patdgenas. Algunas pueden liegar a producir inmunidad por dos afos. Tienen la
desverttaja de que producen reacciones posvacunales, en ccasiones severas, que
difunden el virus vacunal poco atenuadc de los cerdos vacunados a los
susceptibles puestos en contacto, y en esta forma el virus puede revertir a la
virulencia, después de varios pases en los cerdos. Si se aplican sin suero, o
acompanadas de suero con potencia insatisfactoria, se puede producir de un
20%-40% de mortalidad (10).

En varios paises de Europa, Asia vy América, se utiliza la vacuna de virus vivo
iapinizado {de alto pasaje), "cepa” China, que de acuerdo con la literatura ha dado
resuitados aftamente satisfactorios. Las vacunas de virus vivo atenuado mediante
pases en cuitivos celulares, pueden ser elaboradas en: a) lineas celulares de
rifidh de cerdo; b) células de rifidn de bovine; ¢) leucocitos de cerdo, etc. En la
practica se prefiere a las vacunas preparadas en lineas celulares, libres de
contaminantes, ya que los cultivos primarios pueden contener virus u otros
agentes infecciosos. Estas vacunas son muy recomendables porque producen

excelente inmunidad y de acuerdo con sus laboratorios productores, con algunas
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de ellas no hay blogueo sérico, ni blogueo por anticuerpos matemos. Aigunas se
recomienda aplicarlas con suero hiperinmunitaria y otras sin suero. Algunas de
estas vacunas vivas poco atenuadas tienen la desventaja de que se difunde el
virus de los vacunados a los animales susceptibles puestos en contacto. Las
vacunas inactivadas tienen la ventaja de que no difunden el virus. Sin embargo,
se pueden encontrar lotes de vacunas mal inactivadas, que puede ocasionar
brotes de la FPC. A partir de la tercera semana después de la vacunacion,
estimulan inmunidad que puede duran hasta 10 meses. Estas vacunas
inactivadas son inefectivas si se aplican en combinacidn con suero, aunque hay
controversias al respecto. Es preferible aplicarlas por via subcutanea, porque por
via intradérmica son menos efectivas. Después de vacunar 3 veces a las madres,
los lechenes recién nacidos adquieren proteccion, a través del calostro, que les
puede durar hasta las 13 semanas de edad. Es poco efectiva cuando se aplica a
fechones de madres inmunitarias. Pero generalmente es efectiva en los cerdos
mayores de 10 semanas de edad. Se prefiere aplicarla dos veces, con un
intervalo de separacién de 7 a 14 dias. Los cerdos vacunados en esta forma, al
ser expuestos con virus virulento, lo excretan durante el 2° y 5° dia después de la
exposicion; y al aplicar tres vacunaciones se .impide esta excrecion de virus
virulento,  Se elaboran principalmente con sangre infectante desfibrinada,
adicionada de cristal violeta (10,65).

En varias pruebas experimentales realizadas por Baker y cols. se encontré que el
virus de diarrea viral bovina (BVD) “cepa’” New York 1, protegid contra un gran
numero de “cepas” virulentas de la FPC, incluyendo 8 de las mas virulentas
colectadas por el Departamento de Agricultura de los EUA. En los cerdos SPF,
protegid al 100% contra la “cepa” de explosidn Ames. La "cepa’ BVD-Andy 1
proviene de la BVD-NY 1, es una “cepa&’ que fue pasada 17 veces en los cerdos.
Ne produce ninguna enfermedad en los cerdos y ha sido estudiada en México, en

donde se encontré gue protege contra el virus virulento Ames (83%). También se
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ha estudiado en el INIP, SAGAR, México, la "cepa” vacunal PAV-250, obtenida en
la Universidad de Cornell mediante 250 pases en cultivos celulares (3,6,11).

Esta vacuna tiene la ventaja de que, ademas de su alto indice de proteccién, no
se difunde de los cerdos vacunados a los cerdos susceptibles puestos en
contacfo, segun pruebas realizadas en cerdos. Esto la coloca en un planc
superior a las existentes, que si se diseminan. Las vacunas con esta
caracteristica son las elegibles para una campana de erradicacion basada en la
vacunacion extensiva, ya que al no difundirse, no se corre el riesgo de que
reviertan a la virulencia, De modo que se puede incluso vacunar a los cerdos de
una granja sin peligro de que aborten las hembras gestantes que estén en
contacto con los vacunados. Al utilizar otras vacunas, poco atenuadas que si se
transmiten por contacto a las hembras gestantes susceptibles, se podran
presentar mortalidad de fetos; 0 algunos lechones de los que logren nacer vivos,
podran ser portadores del virus de la FPC, lo cual podria estabiecer focos de
infeccion. También se ha estudiado en México, en pruebas de laboratorio, la
vacuna PAV-250 combinada con la “cepa” DVB Andy 1, con resultados de 100%
de proteccion; Lee y cols, 1988, estudid en Taiwan la “cepa” China {LPC) con
exceientes resultados de inocuidad y proteccion. La “cepa” de DVB-NY 1, no es
patogena para los cerdos (11,13,14,48).

La vacunacién de las hembras gestantes es un tema delicado, puesto que la
utilizacién de virus vivo, poco atenuado en el primer mes de la gestacion, puede
producir alteraciones en los productos, tales como: ascitis, edema subcutaneo en
el mezocolon, edema subcutdneo y perirrenal, zonas de congestion en el higado,
asimetria de la cabeza, malformacion de las patas y del morro y diseminacion de
virus virulento. Si se vacuna al final de la gestacidn pueden nacer lechones
muertos, o bien, lechones débiles. Por otra parte la vacunacién de las hembras
gestantes con virus muerto puede realizarse en cualquier momente y no debe

producir ningun problema, excepto cuando se utilizan lotes de vacunas mal
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inactivadas y que por lo tanto podran contener virus virulento; o lotes de vacunas
con potencia insatisfactoria, que no inmunizaran (10,64).

En el INIP {ahcra iINIFAP, CENID-Mcrobiologia-SAGARPA) se ha comprobado la
potencia de diferentes tipos de vacunas y de sueros comerciales contra la FPC.
Se estudiaron cinco vacunas de virus vivo atenuade, producidas en cultivos
celulares, las cuales mostraron ser inocuas y con potencia satisfactoria (100%),
por lo que fueron consideradas como recomendables. Sin embargo, hay que
tomar en cuenta que de acuerdo con las investigaciones de Philips los virus vivos
vacunales poco atenuadas, utilizados entonces, se fransmitian de los cerdos
vacunados a los cerdos susceptibles puestos en contacto. Por ofra parte, las
"cepas” poco atenuadas podrian ser peligrosas al vacunar hembras gestantes; e
incluso para las hembras gestantes puestas en contacto con los vacunados con
estas vacunas. Por otro lado, se ha comprobado que la vacuna PAV-250, no es
patégena para las cerdas en gestacion, o en celo (10,11,12).

Un lote estudiado de una vacuna lapinizada de bajo pasaje (aplicada sin suerc)
causd 100% de morbilidad y 80% de mortalidad. Los sobrevivientes resistieron
perfectamente a la exposicion con virus virulento. Este tipo de vacunas
representa un peligro, porque se ha demostrado que independientemente de que
los virus vacunales poco atenuados se apliquen con suero hiperinmunitaria o sin
él, se diseminan de los cerdos vacunados a los cerdos susceptibles puestos en
contacto. Algunos artrépodos también pueden contribuir a la diseminacién del
virus. Las vacunas lapinizadas de bajo pasaje que requieren ser aplicadas con
suero hiperinmunitaria contra ta FPC, tienen también la desventaja de que
siempre se necesitard que existan laboratorios productores de suero
hiperinmunitaria. Esto significa que siempre habra focos de infeccion en los
iugares donde sean producidos 10s sueros, puesto que para ello se requiere de
utilizar grandes cantidades de virus virulento, el cual sera inoculado en los cerdos
gue generalmente estan a la intemperie. Por otra parte, iniciaimente se probaron

los suercs hiperinmunitarias contra la FPC de 4 diferentes laboratorios
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comerciales y se encontrd que 2 de ellos protegen 0%, mientras que los ofros 2
producian un 90% de proteccién. Posteriormente, se repitieron las pruebas con
otros [otes de uno de los sueros que protegié 0% y se encontrd que después
protegio al 40% vy que la maxima proteccion que ofrecié fue de 90%, lo cual adn
estd abaje del minimo aceptable, que oficialmente es del 100%. Estudios
posteriores realizados por Madrid y Correa (no publicado), con 3 diferentes
suercs comerciales, dieron resultados similares (0, 14 y 89% de proteccion). Al
estudiar un lote de una vacuna contra la FPC, inactivada con cristal violeta, se
observé gque produjo abscesos en el lugar de la inoculacion y que confirid 0% de

proteccion (10,64).
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1.9. Vacunas.

Lés vacunas que se han empleado para conirolar los brotes de FPC en las
diferente épocas han sido clasificadas por generaciones (Cuadro 2).

Cuadro 2. Vacunas que fueron empleadas para el control de Fiebre Porcina

clasica
Generacion Fecha “eepa®” Inmunidad | Seguridad
Primera 1908- Virus  vivo virulenio|Rapida  y|Baia, disemina
1936 (sangre desfibrinada) Duradera
mas suerg
hiperinmunitaria
Segunda 1936- Virus inactivado con|10meses |Baja
1956 cristal violeta
Tercera 1960- Virus de bajo pasaje en| Varios afios | Baja
1970 conegjo (Lapinizada) o
en conejo cerdo {origen
cerdo)
Vacuna heterotipca del Parcial Baja
virus vivo de Diarrea
Viral Bovina
Cuarta 1968- Virus modificado  en|Parcial Baja
1970 leucocitos  de  cerdo
“cepa CJ") .
Quinta 1975- Virus inactivado Parcial Baja
1992
Sexta 1962- China, GPE, C!, CR20, | Variable de|Seguras
1992 Minesota, PAV-1, PAR-|“cepa” a
147, PAV-250 “‘cepa’
Séptima 1075- Thiverval Varios Afios | Segura
1992

Adaptado de Ramirez y Reynoso (1993)(111)

1.10. "Cepas” vacunales permitidas en México.

Aciuaimente la SAGARPA ha estabiecido como Unica ““cepa™ permitida para la
efaboracién de las vacunas empleadas en la Campana Contra la Fiebre Porcina
Clasica, la “cepa” PAV-250 siendo la compaitia “Productora Nacional De
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Bioldgicos Veterinarios” una de las responsables de elaborar y distribuir dicha

vacuna.

Las vacunas que se elaboran para ser empieadas en la Campafia MNacional
Contra la Fiebre Porcina Clésica deben cumplir con las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM-036-Z0C-1996 publicadas en el Diario Oficial de ia

Federacion con fecha 29 de octubre de 1996 que se resumen a continuacion:

Requisitos minimos que deben cumplir las semillas de trabajo de las vacunas

contra la Fiebre Porcina Clasica.

» El virus semilla de trabajo, debe estar libre de bacterias aerobicas vy
anaerobicas, mycoplasmas, hongos, levaduras, asi como de cualgquier otro
agente biolégico contaminante.

» El virus semilla de trabajo debe ser neufralizado por suero hiperinmunitaria
monoespecifico contra el virus de la FPC.

¥ El virus semilla de trabajo debe estar libre de virus de ta Diarrea Viral Bovina y
del virus de la Enfermedad de Aujesky.

> El virus semilla de trabajo, después de ser aplicado en los cerdos, no se debe

diseminar.

Requisitos minimos que deben cumplir cada lote de vacuna antes de salir al

mercado.

Las vacunas contra la FPC, ya sean importadas o producidas en el pais, deben
demostrar, por medio de pruebas de laboratorio, que cumplen con los siguientes

reguisitas minimos:

» EI100 % de la muestra representativa del lote de vacuna debe tener vacio.
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> El 100% de la muestra representativa del lote de vacuna licfilizada debe tener
un porcentaje de humedad igual o menor al 4%.

» El lote o sublote de vacuna que no redna los requisitos de vacio y humedad
antes especificados debe exhibir en su etiqueta una fecha de caducidad de
seis meses, contados a partir de la fecha de produccion.

» la vacuna debe estar libre de bacterias aerobias y anaerobias, mycoplasmas,
hangos, levaduras, asi como de cualquier otro agente bicldgico contaminante.

> El virus vacunal debe ser neutralizado por suero hiperinmunitaria
monecespecifico contra el virus de la FPC.

> La vacuna debe estar libre de virus de la Diarrea Viral Bovina y def virus de la
Enfermedad de Aujesky.

Las pruebas se deben efectuar en el Centro Nacianal de Servicios de Diagndstico

en Salud Animal y/o en un laboratoric aprobado por la Secretaria de Agricultura,

Ganaderia y Desarrollo Rural.

Pruebas “in vivo”,

» El 0.01 (la centésima parte) de una dosis de vacuna debe proteger por lo
menos al 80 % de los cerdos desafiados con una “cepa” virulenta del virus de
la FPC, con un titulo de 10 ® DLCs, %. Asimismo, cuando menos el 80% de los
cerdos controles no vacunados, debe morir o enfermar de FPC durante el
periodo de observacion post-desafié: 14 dias. En caso de que no enfermen o
mueran el 80% de los cerdos testigos, la prueba debe repetirse.

» La vacuna no debe causar alteraciones en la salud de los cerdos vacunados
con 5 dosis administradas en una sola aplicacion.

> El 100 % de los cerdos que cohabiten con cerdos vacunados deben resuitar
negativos a la prueba de sueroneutralizacion-inteferencia viral para la

deteccion de anticuerpos séricos contra ei virus de [a FPC.
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» La prueba de cohabitacién se realizara cada 20 lotes que provengan de la
misma semilla de trabajo y en casc de constatacién esporadica, cada seis

meses.
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2.0 Justificacion.

la Campafia de Erradicacién contra la Fiebre Porcina Clasica se basa en la
vacunacion masiva y ha establecido que la vacuna PAV-250 es la vacuna Unica
para la Campana. Esto obliga a estudiar mas de cerca la respuesta inmunitaria
contra los antigenas de las cepas de campo y de la misma PAV-250, para que en
un futuro se pueda establecer un método de diagnéstico que permita diferenciar a
los animales vacunados de los infectados y asi permitir la eliminacion de los
cerdos portadores asintomaticos de las piaras.
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3.0. Objetivo general.

Evaluar si existe o existen algunas diferencias en el reconocimiento de las
proteinas de la cepa vacunal PAV-250 y de la cepa de campo VC-89-126 (de alta
patogenicidad), para que sean identificadas en forma diferencial, tanto por los
sueros de animales infectados con la cepa de campo como por los cerdos

vacunados.
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3.0.1 Obijetivos particulares.

1. Titular ias ¢epas de campo y vacunal por la técnica de inmunoperoxidasa.

2. Purificar los virus {cepa de Campo y Vacunal).

3. Establecer la dosis “infectanie” no letal para el virus de campo, para
administrarla a los animales.

4, Establecer los patrones electroforéticos de las proteinas de !a cepas de campo
y vacunai de ia FPC.

5. Evaluar el reconocimiento de las proteinas del virus de campo y del virus
vacunal, mediante inmunotransferencia utilizande sueros de animales
vacunados y/o infectados.

6. Evaluar la respuesta seroldgica de los animales vacunados vy de los infectados
con el virus de campo.
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4.0. Materiales y métodos.
4.1 Virus de la Fiebre Porcina Clasica utfilizados.

Virus Vacunal.- Se empled la cepa vacunal PAV-250, lote 93-01 (proporcionada
por los laboratorios Litton de México), producida en células PK-15.

Virus de Campo.- La cepa de campo VC-89-126, de alta patogeicidad, fue
proporcionada por la Dra. Susana Mendoza Elvira. Esta cepa fue cultivada en
células PK-15 las cuales fueron mantenidas con medio minimo esencial (MEM)
(Gibco} adicionado de suero fetal bovino libre del virus de DVB, infectandolas con
25 ml de MEM conteniendo virus con un titulo de 10"* DICC/m! y s& cosechd
después de cuatro dias de la inoculacion. La cosecha consistid en romper las
células por medic de congelacidn y descongelacion, el proceso se repitié 3 veces,
El virus cultivado se concentré por medio de licfilizacion. Ambos cultives, virus
vacunal y virus de campo, se titularon por la técnica de inmunoperoxidasa (IP).
Ambos virus se distribuyeron en alicuotas que se emplearcn: a) una parte para el
desafio de los animales que recibieron fratamiento; b) otra parte se empleé para el
. establecer el patron electroforético de los virus tanto de campo como vacunal y ¢)
una tercera, parte para las pruebas de inmunotransferencias (101). La titulacién se
realizd por el Método de Reed y Muench (30)

4.2 Determinacion de la dosis inmunizante del virus de campo VC-89-126
productora de un periodo de incubacién y de un curso largo de la
" enfermedad.

En un ensayo se procedié a determinar en cerdos, la dilucién de virus patdgeno
V(C-89-126, que fuera capaz de producir la enfermedad, con un pericdo de
incubacion largo, para asi lograr que los cerdos inoculados alcanzaran a producir
anticuerpos, antes de merir. Para llevar a cabo este estudio se emplearon 2
cerdos susceptibles a la FPC, de 45 dias de edad, a los cuales se les administron

diluciones logaritmicas desde 10" hasta 10 y se les aplico 1 m! a cada uno de los
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cerdos, iniciando con la dilucién mas alta (10°"") hasta la dilucion mas concentrada

(10). La administracién de las diluciones hizo con un intervalo de tres dias, por

via intramuscular, (IM) (Cuadro 3). A los cerdos se les registraron sus signos

clinicos y su temperatura rectal hasta el dia 38 postinaculacion.

Cuadro 3. Calendario para determinar la dosis inmunizante no letal del virus

patégeno VC 89-126 de FPC.

Dia Dilucién administrada Dosis*
1 10" 1mi
3 1077 1 ml
6 107 1 ml
9 10°® 1ml
12 107 1 mi
15 107 1ml
18 10° 1 ml
21 107 1 ml
24 107 Am
27 107 1 mi
30 107 1 ml

* Las dosis se administraren por via intramuseular (iM)

4.3. Formacion de los grupos experimentales y los tratamientos empleados.

Se emplearon 28 cerdos de 45 dias de edad, procedentes de una granja en la cual

no se realiza vacunacidn contra la Fiebre Porcina Clasica (FPC). Los animales s¢

distribuyeron en 5 grupos, cuatro grupos de cuatro cerdos experimentales y dos

centinelas en los grupos A, B. C ¥ E; y un quinto grupo formado solo por cuatro

cerdos sin centinela, grupo D {Cuadro 4).
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Grupo A.- Fue empleade como Grupe Control Positivo, ya que no recibid
vacunacion y solo se incculd con el virus de campo VC-88-126 al dia 15 del
experimento. El grupo fue formado por cuatro cerdos que recibieron la inoculacion
con el virus de campo VC-89-126 y dos cerdos gque se emplearon como
centinelas; los cuales permanecieron en contacto con los cerdos experimentales,
de este grupo, durante todo el experimento.

Grupo B.- Recibid dos dosis de vacuna (2 ml) con el virus vacunal PAV-250, la
primera al dia uno y la segunda se aplicé a los 10 dias. Se inoculé con el virus de
campo VC-89-126 al dia 15 del experimento. Este grupo fue formado por cuatro
cerdos experimentales y dos cerdos centinelas.

Grupo C.- Recibié una sofa dosis de vacuna con el virus vacunal PAV-250 (2 ml),
el dia uno y se inoculd con el virus de campo VC-89-126, el dia 15 del
experimento. El grupo fue formado por cuatro cerdos experimentales y dos cerdos
centinelas.

Grupo D.- Este grupo no recibié ninguna dosis de vacuna con la cepa vacunal
PAV-250, ni se le inoculé con el virus de campo VC-89-126. Este grupo fue
formado con cuatro animales experimentales sin la presencia de centinelas.
Grupo E .- Este grupo recibié dos dosis de vacuna con la cepa vacunal PAV-250
{2 ml), la primera dosis el dia uno y la segunda el dia 10. No s¢ lg inoculd con el
virus de campo VC-89-126. El grupo fue formade por cuatro cerdos
experimentales y dos centinelas. Los tratamientos de los grupos se resumen en el
Cuadro 4.

Los grupos de cerdos ya formados fueron alojados en unidades de aislamiento
independientes y separadas con corrales individuales y cerrados para evitar el
contacto entre los animales de cada grupo. Los grupes A, B y C, que recibieron la
inoculacién con el virus de campo VC-89-126, se mantuvieron en una sola érea de
aisiamiento en corraletas individuales, y los grupos D y E, que no recibieron
inoculacion con el virus de campo VC-89-126, se mantuvieron en otra Unidad de
Aislamiento. La alimentacion y la limpieza de cada grupo fue realizada por
personal diferente para cada unidad de aisiamiento, con la finalidad de evitar la

posible contaminacidn de los grupos por el mismo personal.
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Cuadro 4.- Distribucién de los grupos experimentales y los tratamientos
{vacunados, desafiados o sin tratamiento) gue recibieron.

GRUPO VACUNACION CON PAV-250 (2mi) DESAFIO AL DIA
EXPERIMENTAL Dosis al dia 4 Dosis al dia 10 |15 CON VC-89-126
10 DICCso/ mi

A - “ +

B + + +

C + - +

D - - -

E + + .

L.os grupos A, B, C y E estuvieron formados por cuafro animales experimentales y dos
centinelas y el grupo D se formé sélo de cuatro animales experimentales,

4.4, Serologia

A los animales se les tomo6 una muestra de sangre al momento de recibirlos, fa
cual se empled para determinar que jos animales fueran negativos al VFPC, por la
técnica de inmunoperoxidasa. Posteriormente se les tomaron 7 muestras de
sangre, a intervalos de 5 dias, a partir del inicio del experimento. Las muestras. de
sangre se transportaron al laboratorio para ser centrifugadas a 1,500 xg/ 5 min. y
separar el suero. Los sueros fueron almacenados a —20 °C para su empleo
posterior en las pruebas de inmunotransferencia. Los animales de todos los
grupos fueron sacrificados a los 30 dias de iniciado el exberimento.

4.5 Cuantificacion de proteinas.

Los liofilizados fueron rehidratados en el menor volumen de agua
(aproximadamente 1mi) destilada, tanto el virus de vacuna PAV-250 como el virus
de campo VC-89-126. Ademas, se le determiné la concentracion de proteinas a
las muestras del medio de cultivo (Gibco BRL, Cataioge 41500-067), a suero fetal
bovino (SFB) {Gibco BRL Catalogo, 16000-036) v a las células PK-15 no
incculadas; los monoestratos fueron lavados con PBS 1X estéril, para remover las
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células muertas, las monocapas v su medio de cuitivo fueron sonicadas durante
tres periodos de tres minutos, a una velocidad de 80 ciclos por segundo. La
técnica empleado para determinar la cantidad de proteinas en las muestras
mencionadas fue por la técnica de Bradford, el cual consiste brevemente en:

Se preparé una solucién estandar de alblimina sérica bovina, que contenia 100
ug/ml. Se colocaron cantidades crecientes de la solucion estandar de albimina,
desde 10 hasta 100 pl, de tal manera que en el primer tubo habia 10 pug
aumentado sucesivamente en los demas tubos hasta llegar a 100 ug de proteina.
Se colocaron 100 pl de la muestra problema. Se prepard un tubo blanco con 100
ul del disolvente en el cual se encontraba la muestra problema. A todos lo tubos se
ie adicionaron 5 ml del reactive de Bradford, el cual se mezclé por inmersién.
Después de 5 minutos de incubacion, a temperatura ambiente, la lectura se
realizé a 585 nm en un espectrofotdmetro Beckman modelo DUB4 (6). Las

muestras fueron ajustadas a una concentracion de entre 1y 2 ngful.
4.6 Comparacién del patrén electroforético de los virus estudiados.

Para evaluar y comparar el patron electroforético de cada uno de los virus en
estudio, de FPC, se utilizaron los siguientes virus y controles; a) el virus vacunal
PAV-250, b) el virus de campa VC-89-126, ¢) el medio de cultivo, d) células PK-15
no inoculadas (morocapas sonicadas) y e) suero fetal bovino.

Las electroforesis del virus de campo VC-89-126 y del virus vacunal PAV-250 se
realizaron de acuerdo a la téchica de Laemlli (1970), en geles discontinuos de
poliacrilamida, bajo condiciones reductoras, usandose el gel concentrador al 4% y
el gel separador a una concentractdn del 12.5 % (46). En cada pozo del gel se le
colocaron 15 pl de la muestra y se realizo la corrida a una intensidad de corriente
de 15 mA, por 2 horas, en una camara Hoefer Scientific Instrument, modelo No
SE250 y con una fuente de poder Hoefer Scientific Instrument modelc No
PS5250/25. Como control de peso molecular se empled un marcador de peso

molecular de amplio rango, el cual contenia las siguientes proteinas de peso
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molecular conocido: miosina de mdscule de conejo (205 Kd} B- galactosidasa de
E cofi (116 Kd), fosforitasa b de musculo de conejo (97.4 Kd), albumina sérica
bovina {66 Kd), ovoalblimina de huevo de gallina (45 Kd) y anhidrasa carbdnica de
eritrocitos de bovino (29 Kd).

Los geles se tifieron con la técnica de Hitchcok y Brown (1983) empleando nitrato
de plata como base de la tincion (35). Los geles ya preparados se colocaron en
solucion fijadora por toda la noche, una vez transcurrido el tiempo se retiraron de
la solucion fijadora y se lavaron tres veces con 500 ml de agua destilada por 30
minutos cada lavado. Después se prepard la mezcla de tingion, que consistio de:
NaCH 0.1 M (30 ml), NH4OH al 34% (3 ml). Se agitd suavemente y se le adiciond
gota a gota 1 g AgNO;: disuelté previamente en cinco mi de agua destilada, con
agitacion suave, y por ultimo se adicionaron 115 ml de agua destilada. 'Preparada
la mezcla se colocaron dentro los geles y se dejaron por 30 minutos en ésta
solucién, Transcurrido este tiempo se procedid a lavarlos tres veces, con 500 mi
de agua destilada, por un minuto. El revelado de las bandas se realizd
preparando una solucion que contenia: acido citrico 0.05 g, formaldehido QP al
40% 1 ml y aforando con agua destilada a un iitro. Los geles se dejaron en esta
solucion hasta la aparicion de las bandas y la reaccidn se detuvo empleando una
solucidn de 10 ml de acido aceético al 7%, en 200 ml de agua destilada, por una
hora. Posteriormente se determind la movilidad relativa (Rf) de cada banda
observada, para determinar su peso molecular, en base a ia ecuacion de regresién
lineal, usando como referencia las proteinas de peso molecular conacido mediante

ia siguiente férmula:

Movilidad relativa = Distancia de migracién de cada banda

Distancia de migracién del frente de corrida
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4.7 Electrotransferencias.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12.5% (SDS-PAGE), empleando un peine
continuo para el corrimiento de cada uno de los virus empleados (VC-89-126 y
PAV-250), de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente,

Posteriormente que se realizaron las electroforésis, se cortaron pedazos de papel
de nitrocelulosa (Inmobiton-P, Millipore ) de poro de 0.45 um, del tamafo del gel y
se coloca en un “cassett” del equipo de elctrotransferencia (TE 22 Mihty Small
Transphor, Hoefer Scintific Instrument, San Francisco, CA), el cual se prepard de
la siguiente manera; se coloco el acrilico, luego 1a fibra, el papel filtro, el papel de
nitrocelulosa, el gel, papel filtro, fibra y por tltimo el ofro acrilico; de tal manera que
el catodo quedd del lado del gel. Ef amortiguador de transferencia se prepard con
Trisma base 25mM pH 8.3, glicina 0.192M, SDS 1% y metanol al 20%. Se
conectd el sistema a la fuente de poder (EC-135 EC-Aparatus Corporation, St.
Petesburgo, Florida). La transferencia se realizé a 30 V de corriente constante,
durante toda la noche, con agitacién continua (PCM- agitador magnético) y reflujo
de agua fria. Al finalizar la transferencia se procedio a cortar el fragmento de
papel, donde se encontraban los marcadores de peso molecular, ademas del
extremo opuesto del papel y se tifieron con solucién de negro amido, para verificar
que la transferencia se realizd de manera adecuada. El resto de papel se cortd en
tiras de 2 mm de grosor, para emplearlas en ias inmunotransferencias. Cuando
no se realizaron las inmunotransferencias, al momento las tiras se enjugaron con

agua destilada, se secaron y se almacenaron secas a —20 °C.

4.8 Tablero de ajedrez.

Para conocer la dilucion adecuada del suero y del anticuerpo anti-lgG de cerdo
peroxidado, se realizé la prueba de tablero de ajedrez, para localizar la dilucidn
optima de ambos. Se colocaron tiras con el antigeno viral, a las cuales se les

aplicaron diluciones de suerg, en sentido horizontal y las diluciones del anticuerpo
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anti-lgG de cerdo en sentido vertical, de tal manera que la dilucién de suero y de
anti-lgG 6ptima, fue la dilucidn en la cual las bandas se aprectaron con claridad.
Dichas diluciones fueron: para el suero problema de 1,40 y para el suero anti-IgG
fue de 1.200.

4.9 Inmunotransferencia.

Para la realizacién de las inmunotransferencias se procedié de la siguiente
manera: las tiras de papel con el antigeno viral se colocaron en placas con 8
carriles, se humedecieron previamente con solucién de lavade durante 5 min. Se
escurrieron sobre papel filtro retirando, 1a mayor cantidad de solucién de lavado.
Bloqueo de los espacios libres de las membranas.- Cada tira fue blogueada
con 800 pl de amortiguador Tris-HCI, 0.1M, pH 7.4-Caseinato de calcio al 5%, en
agitacién suave por 30 min. a temperatura ambiente. Posteriormente fueron
lavadas con 800 pl de amortiguador de Tris-HCI 0.1M pH 7.4-Tween 20 al 0.05%.
Incubacion con el anticuerpo primario.- Los sueros de los animales se diluyeron’
1:40 con amortiguador Tris-HCI 0.1M pH 7.4-Caseinato de calcic al 5% colocando,
a cada una de las tiras, 800 pl de ia dilucién incubandolas por una hora con
agitacion moderada, a températura ambiente. En cada corrida se incluyeron
controles, tanto positives como negativos. Al terminar el tiempo de incubacién, las
tiras se lavaron 4 veces con 800 i de amortiguador de Tris-HCI 0.1M pH 7 4-
Tween 20 al 0.05%.

Incubacién con el anticuerpo secundario.- A cada tira se fe adicion6 830 pl del
conjugado anti-lgG de cerdo, marcado con peroxidasa (Sigma Immuno
Chemicals), diluido 1:200 en amortiguador Tris-HCI 0.1M pH 7.4-Caseinato de
calcio al 5%, se incubd por una hora a temperatura ambiente con agitacién suave
después de o cual se lavaron 4 veces con 800 ul de amortiguador de Tris-HCI

0.1M pH 7.4-Tween 20 0.05%. Adicionalmente se empled otra serie de tiras para
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Revelado.- Para demostrar la reaccion entre los dos anticuerpos se prepard como
sustrato, una solucién con: 0.6 mg/ml de 4-cloro-a-naftol (Sigma C8890), perdxido
de hidrogeno 0.015%, en amortiguador de trietanclamina 0.02 M pH 7.2. se
adicionaron 800 pl del sustrato a cada tira, se incubaron a temperatura ambiente
con agitacién, suave por 20 minutos hasta la aparicion de las bandas vy
posteriormente se lavaron 4 veces con 800 pl de amortiguador de Tris-HC! 0.1M

pH 7.4-Tween 20 al 0.05% vy se secaron al aire.
4.10 Deteccion de glicoproteinas.

Para detectar las glicoproteinas virales, tanto de la cepa vacunal como de la cepa
de campo, otro lote de tiras elaboradas en las electrotransferencias se lavaron 10
minutos en TBS, se retirdé el TBS de lavado y se adiciond la solucion de
Concanavalina-A marcada con peroxidasa (Sigma) a una concentracion de 10
ng/ml, diluida en amortiguador Tris-HCI 0.1M pH 7 4-Caseinato de calcio al 5%.
Se incubd por una hara a temperatura ambiente, con agitacion suave, después de
lo cual se lavaron 4 veces con 800 pl de amortiguador de Tris-HC| 0.1M pH 7 .4-
Tween 20 0.05%. y se adiciond la solucion de revelado.

Revelado.- Se prepard, como sustrato, una solucion con: 0.6 mg/ml de 4-cloro-o-
naftol (Sigma C8890), peroxido de hidrégeno 0.015%, en amortiguador de
trietanclamina 0.02m pH 7.2. Se adicionaron 800 p! del sustrato a cada tira, se
incubaron a temperatura ambiente, con agitacién suave, por 20 minuto hasta la
aparicién de las bandas y posteriormente se lavaron 4 veces con 800 ul de

ameortiguador de Tris-HC! 0.1M pH 7.4-Tween 20 0.05% vy se secaron al aire.

4.11 Deteccion de anticuerpos contra Actinobacillus pleuropneumoniae y
Pasteurella multocida.

Para detectar anticuerpos en contra de A. pleuropneumoniae y contra \ P.
mulfocida se empleé el equipo de diagndstico PLEURQTEST y PASTEUROTEST.
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L a prueba consistid en colocar 5 gotas dei suero problema y adicionar una gota de
cada antigeno, de los serotipos 1, 3, 5 vy 7 de A. pleuropneumoniae y por
separado para FP. multocida mezclaron con un aplicador de madera, se agita por 2
minutos con movimientos ondulatorios y se realizé la lectura, dando como

resultado positive cualquier grado de aglutinacidn.

4.12 Deteccion de antigenos contra el Virus de {a Diarrea Viral Bovina (VDVB)
y contra el Virus de la Enfermedad de la Frontera {(VBD).

Para intentar detectar los antigenos contra el Virus de Diarrea Viral Bovina y
contra el virus de la Enfermedad de la Frontera se procedié de igual manera que
para las inmunotransferencias sélo que en lugar del suero problema se empled
como control un suerp hiperinmune contra estos dos virus y se revelé de la misma

manera.
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5.0. Resultados

5.1. Virus de la FPC

El titulo obtenido por la técnica de inmuncperoxidasa, para el virus vacunal PAV-
250, fue de 1 x 10 3% TCIDss/ 0.2 ml, mientras que para el virus de campo VC-89-
126 el titulo fue de 1 x 10 > TCIDsy /0. 2mL.

5.2. Determinacién de la dosis minima infectante productora de un periodo
de incubacion y curso largo del virus de campo VC-89-26.

Durante el ensayo preliminar hecho con los cerdos que fueron inoculados con
diluciones cada vez mas concentradas del virus de campo VC-88-128, estos
manifestaron elevacidn de la temperatura rectat a partir del dia 24 de iniciado &l
protocolo de inmunizacion, a los cuatro dias posteriores a ia administracion de la
dilucion 10°3% y a los siete dias de Ia dilucién 107°, ambos cerdos presentaron los
signos clinicos de la FPC, los cuales fueron: elevacion de la temperatura,
anorexia, postracion, hacinamiento, pelo hirisuto, signos nerviosos, movimientos
tonicos cidnicos, parpadeo continuo, congestidn de la conjuntiva ocutar, flancos
hundidos. Uno de elios murid el dia 30 y el olrg mosird diarréa, hipotermia y murid
a los 38 dias de iniciado el protocolo. En base a los resultados obtenidos se
determinG usar la dosis de 10 ~*° /ml para inocular a los cerdos de la etapa

siguiente.

5.3. Signologia.

Durante el transcurso del experimento en los animales inoculados se observaron

los signos clinicos mencionados a continuacién:

Grupoe A.- Este Grupo se formd por 4 cerdos experimentales y 2 cerdos
centinelas.  Sdlo los  cerdos experimentales de este grupo recibieron la
63



inoculacion con el virus de campo VC-89-126 el dia 15 del experimento. La
anorexia se presento tanto en los cerdos experimentales como en los centinelas, a
los tres dias posteriores a la inoculacién de los 2 ml del virus de campo (cepa VC-
89-126).Dos de los cerdos experimentales alcanzaron temperaturas rectales de 41
°C o mas; sin embargo, estos cerdos que presentaron la temperatura mas alta,
murieron a los 19 y 20 dias de iniciado el experimento. En los cerdos centinelas de
este grupo Ia temperatura rectal se incrementd hasta los dias 21 y 22 (dia 11 y 12
postinoculacién) del experimento y no rebasd la temperatura reportada en la
literatura. La diarrea se presentd en dos de los cerdos experimentales y en tos dos
centinelas; presentdndose en los cerdos experimentales al dia 20 del experimento
{dia 10 postinoculacion) y en los cerdos centinelas al dia 25 del experimento (dia
15 postineculacion). Dos de tos cerdos experimentales y uno solo de os centinelas
presentaron vomito, el cual se registrd simultaneamente a la diarrea. La
incoordinacion muscular que presentaron los cerdos de este grupo se registro al
dia 20, para los cerdos experimentales y al dia 25 para los cerdos centinelas (dia
10 y 15 postdinoculacion). La parélisis del tren posterior se presenté posterior & la
incoordinacion muscular, la cual se caracteriza por la perdida de la movilidad de
las extremidades posteriores de los animales, o que les impide ponerse en pie.
Las convulsicnes se observaron en todos los cerdos, tante experimentales como
en los centinelas, a partir del dia 20 y 25 respectivamente del experimento (Dia 10
y 15 postinoculacion). Este signo se presentd en todos los cerdos experimentales
al dia 25 y en uno soio de los centinelas al dia 28 det experimento (dia 15 y 18

postinoculacion).

Grupo B.- Este Grupo estuvo formado por 4 cerdos experimentales y 2 centinelas.
Los cerdos experimentales recibieron dos dosis de vacunacidn, los dias 1y 10 del
experimento y la inoculacion del virus de campo VC-89-126 el dia 15 del
experimanto.

Los cerdos experimentales de este grupo ne presentaron anorexia durante todo el
experimento; sin embargo, los dos cerdos centinelas presentaron anorexia a los

cinco dias posteriores a la inoculacidn de los cerdos experimentales con 2 mi de
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virus de campo de ta cepa VC-89-126. En los dos cerdos centinelas se presenté
un ligero aumento en la temperatura durante los Gitimos tres dias, la figbre fue de
41 a 42 °C (dias 27 al 30 del experimento, dias 17 al 20 postinoculacién). Los
cerdos experimentales no presentaron elevacion de temperatura en el transcurso
del experimento. En los cerdos experimentales no se presenté diarrea, en los
cerdos centinelas esta se presenté al dia 25 del experimento (dia 15
postinoculacidn). El vomito no se presentd en los cerdos experimentales; sin
embarge, en los cerdos centinelas si se presentd vomito el cual se registrd
despues de iniciada la diarrea. LLos cuadros nerviosos y convulsiones, tales como
incoordinacidn muscular y paralisis del tren posterior no se presentd en los cerdos
experimentales, estos signos si se presentaron en los cerdos centinelas a partir

del dia 25 del experimento (dia 15 postinoculaciony).

Grupo C.- El Grupo se formd con 4 cerdos experimentales y 2 centinelas. Los
cerdos expserimentales recibleron una sola dosis de vacuna el dia 0 del
experimento.

La anorexia no se presentd en los cerdos experimentales, esta solo se presentd
en los centinelas dia 25 del experimento (dia 15 postinoculacion). La elevacion de
la temperatura rectal sélo se presentd en los cerdos centinelas, la cual se
incremento hasta los dfas 25 y 29 del experimento (dia 15 y 19 postinoculacion),
en ambos casos la temperatura rectal rebasé la reportada en la literatura (41 °C),
pero esta elevacion solo se observd por tres dias en un de los cerdo y en el otro
solo fue observada por un dia. La diarrea se present en los dos centinelas,
presentandose al dia 26 del experimento (dia 16 postinoculacién), El vémito sdlo
se presenté en los cerdos centinelas, después de iniciada la diarrea. Los signos
nerviosos tales come; incoordinacion muscular, pardlisis del tren posterior y
convulsiones, s6lo se presentd en los cerdos centinelas, a partir det dia 27 del

experimento (dia 17 postinocuiacion).
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Grupo D.- Este Grupo se formo sdélo de 4 cerdos experimentales que no recibieron
ningun tratamiento. Sdlo se les aplicd solucidon salina fisiolégica, en lugar de las
dosis de vacuna PAV-250 y de la inoculacion del virus de campo VC-89-126.

En este Grupoc no se presentarcn los signos clinicos caracteristicos de Fiebre
Porcina Clasica

Grupo E.- Este Grupo se formé por 4 cerdos experimentales y por 2 centinelas.
Los cerdos experimentales recibieron dos dosis de vacuna PAV-250, fos dias 1 y
10 del experimento, sin recibir la inoculacién del virus de campo VC-89-126. En
este Grupo no se presentaron 108 signos clinicos caracteristicos de Fiebre Parcina
Clasica.

Los cerdos de todos [0s grupos que sobrevivieron fueron sacrificados a los 30
dias de iniciado el experimento. Los signos clinicos observados en los grupos

experimentales se resumen en el Cuadro 5.
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Cuadro 5.- Signos clinicos observados en fos grupos experimentales.

Signos clinicos Grupo experimental
A B C D E
No 2D 1D No 2D
Vacuna ; vacuna | vacuna | vacuna vacuna
Si Si Si No No
desafio | desafic | desafid | desafid desafid

Anocrexia *414 0/4 014 0/4 0/4
~2(2 212 212 0/2

Hipertermia 0/4 0/4 0/4 0/4 0r4
0i2 0r2 02 012

Diarrea 214 0/4 0/4 /4 0/4
212 2/2 242 0/2

Vémito 2/4 0/4 0/4 0/4 0/4
112 212 212 0f2

Convulsiones 444 0/4 0/4 0/4 0/4
2{2 242 0/2 0/2

Incoordinacién muscular 414 04 0/4 0/4 0/4
22 2(2 212 012

Paralisis del tren posterior 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4
1/2 212 0/2 0/2

Depresion 4/4 0/4 0/4 0/4 0r4
2{2 112 02 02

Secrecion ocular 113 0/4 0/4 0/4 0/4
112 02 0/2 0/2

Apilamiento 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4
2{2 0/2 0/2 0/2

Pérdida de peso 2/4 014 014 0/4 0/4
212 112 012 0/2

Postracién 444 0/4 0/4 0/4 0/4
212 212 112 012

Temblor muscular 414 0/4 /4 0/4 04
2{2 112 0/2 0/2

Muerte 3/4 0/4 O/4 0/4 0/4
1/2 012 0/2 0/2

*X/4 = cerdos experimentales; **X/2 = cerdos centinelas; No Vacuna = Sin administracion de
dosis de vacuna; Si desafido = inoculacién con la cepa de campo VC-89-126; No Desafi6= No
se inoculo con cepa de campo VC-89-126; 2D vacuna = Se administraron dos dosis de
vacuna PAV —250; 1 D vacuna = Se administré una dosis de Vacuna PAV -250.
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5.4, Hallazgos a la necropsia

Después del sacrificio de los animales se procedid a realizar la necropsia,
buscando las lesiones macroscépicas caracteristicas de la enfermedad, como
fueron: petequias en rifiones y vejiga, piel ciandtica, infartos en el bazo, Uiceras en

valvula ileccecal y otras lesiones.

Grupo A.- Los cerdos experimentales de este Grupo sélo recibieron la dosis de
desafic el dia 15 del experimento.

La inflamacidon de los nédulos linfaticos acompafiada de hemorragias y edema,
solo se observaron en uno de los cerdos centinelas. Todos los cerdos
experimentales presentaron petequias en los rifiones, desde escasas hasta
abundantes, principalmente en los cerdos que duraron mas tiempo con la
enfermedad; en 2 de los cerdos experimentales se presentaron hemorragias en la
vejiga y en uno de los cerdos centinelas se presentaron petequias en los rifiones y
hemorragias en la vejiga. La piel ciandtica se presentd en todos los animales del
Grupo principalmente en las orejas, abdomen y extremidades, tanto antericres
como posteriores. Los infartos en el bazo se presentaron en todos los cerdos,
tanto experimentales como centinelas, el tamafio de los infartos fue variable
presentandose desde pequefios y escasos hasta grandes y abundantes, siendo
mas caracteristicos en los cerdos centinelas. Todos los cerdos presentaron
ulceracién alrededor de la valvula ileocecal, en uno de los cerdos centinelas,
ademas se encontraron ulceraciones en ¢l intestino y areas de congestion. En los
4 cerdos experimentales y en uno de los centinelas se observarcn lesiones
pulmonares sugestivas de neumonias por Aciinobacillus pleuropneumoniae ylo
Pasteurella multocida, por lo cual se realizaron pruebas serologicas para tratar de

determinar si estos microorganismos estaban involucrados {(Cuadro 7).

Grupo B.- E! Grupo estuve formado por 4 cerdos experimentales y 2 centineias.
Los cerdos experimentales recibieron dos dosis de vacunacion fos dias 0 y 10 del

experimento y |a dosis de desafic el dia 15.
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£n los cerdos experimentales no se observaron nédules linfaticos hemerragicos y
con edema; este tipo de lesién, solo se observd en uno de los cerdos centinelas
encontrandose en los ganglios linfaticos submaxilares, los cuales estaban
inflamados e infartados. Sdlo uno de los cerdos experimentales v los dos cerdos
centinefas presentaron escasas petequias en los rifiones a nivel subcapsular.
Ninguno de los cerdos del Grupo presentd piel ciandtica ni infartos en el bazo. La
vélvula ileccecal e intestino con ulceraciones sélo se observd en uno de los cerdos
centinelas, observandose ulceraciones botonosas rodeando la vélvula ileocecal
con escasas lesiones en el intestino. La lesiones pulmonares solo se observaron
en une de los cerdos centinelas, como focos hemorragicos en el ichulo apical
izquierdo. |

Grupo C.- El grupo se formd por 4 cerdos experimentales y 2 centinelas. Los
cerdos experimentales recibieron una sola dosis de vacuna el dia 1 del
experimento. Sélo unc de los cerdos centinelas presentd los ganglios
submaxilares ligeramente inflamados, con escasas hemorragias. En fos rifiones de
uno de los cerdos centinelas se observaron petequias a nivel subcapsutar. La piel
ciandtica, infarto en bazo valvula ileocecal e intestino con ulceraciones no se
abservo en los cerdos de este Grupo. Las lesiones pulmonares que se observaron

en el cerdo centinela fueron lesiones neuménicas hemorragicas.

Grupo D.- Este grupo se formé solo de 4 cerdos experimentales, no recibieron

ningdn tratamiento, ni se observaron lesiones macroscopicas a la necropsia

Grupo E.- Este Grupo se formé por 4 cerdos experimentales y 2 centinelas. Los
cerdos experimentales recibieron dos dosis de vacunacion los dias 0 y 10 del
experimento sin recibir dosis de desafio. En este grupo no se observaron lesiones
macroscopica a la necropsia.

Las lesiones macroscdpicas de todos los grupos se resumen en el Cuadro 6,
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Cuadro 6.- Lesiones macroscopicas observadas a la necrdpsia en los grupos

experimental.

Lesidn Grupo experimental
A B C D E

No 2D 1D No 2D

Vacuna | vacuna | vacuna | vacuna | vacuna
Si Si Si No No

desafié | desafid | desafid | desafid | desafié
Nodulos linfaticos *0/4 /4 0/4 0/4 0/4
hemorragicos y con edema | **1/2 212 112 0/2
Rifiones yfo vejigas con 414 114 0/4 0/4 0/4
petequias y hernorragias 1/2 212 12 0/2
Piel ciandtica 4/4 0/4 0/4 O/4 0/4
22 0/2 212 0/2
Infartos en &l bazo 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4
212 012 0/2 /2
Valvula ileocecal e 444 0/4 O/4 0/4 - 04
intestinos con ulceras 212 12 0f2 0/2
En el fracto respiratorio 444 0/4 0/4 0/4 0/4
1/2 112 112 /2

*X/4 = cerdos experimentales; **)}/2 = cerdos centinelas; No Vacuna = Sin administracién de
dosis de vacuna; St desafié = inoculacion con la cepa de campo VC-89-126; No Desafit= No
se inoculo con cepa de campo VC-89-126; 2D vacuna = Se administraron dos dosis de
vacuna PAV =250; 1 D vacuna = Se administré una dosis de Vacuna PAV -250.

5.5. Deteccién de anticuerpos contra Actinobacillus pleuropneumoniae y
Pasteurella mulffocida.

Por otro lado en la necropsia se observaron lesiones a nivel pulmonar sugestivas
de neumonias causada por A. pleuropneumoniae y P. multocida por 1o que se

decidié tratar de detectar anticuerpos contra estos agentes patogenos.

Grupo A.- En este grupo solo se registrd anticuerpos contra el serctipo 1 de A.
pleuropneumoniae en 2 de los cerdos experimentales y en uno de los cerdos
centinela. Los cerdos experimentales en 3 se detectaron anticuerpos contra P.
multocida y en uno de los cerdos centinelas.
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Grupo B.- No se registraron anticuerpos contra A. pleuropneumoniae en los
cerdos experimentales y centinelas. Los 4 cerdos experimentales presentaron
anticuerpos en contra de P. multocida,

Grupo C.- Solo uno de los cerdos presentd anticuerpos en contra del serotipo 5 de
A. pleuropneumaoniae. Los 4 cerdos experimentales y uno de los centinelas fueron

positivos a anticuerpos contra P. multocida.

Grupo D.- En este Grupo formado sélo por 4 cerdos experimentales sélo se

resultaron positivos 2 de los cerdos a P. muffocida.

Grupo E.- S6lo uno de los cerdos experimentales dio positive a |la prueba contra el
serotipo 5 de A. pleuropneumoniae. Uno de |os centinelas dio positivo al serotipo 1
y los dos dieron positivos al serotipo 5 de A. pleuropneumoniae. Contra FP.
mulfocida uno de los cerdos experimentales y 1os dos centinelas dieron resultado
positivo.

Los resuitados de |a serologia $& resumen en el Cuadro 7.

Cuadro 7.-Resultados de la serologia de los grupos experimentales.

Grupo A. pleuropneurnoniae P
multocida
1 3 5 7

A NoVacuna 2{4 0/4 0/4 0/4 3/4
Si desafio 12 0/2 112 074 112

B 2D vacuna 0/4 o/4 0/4 0/4 444
Si desafio /2 0/2 0f2 012 0f2

C 1Dvacuna 0/4 0/4 1/4 0/4 4/4
Si desafio /2 Q12 072 0/2 112

D Novacuna 0/4 /4 0/4 0/4 214
No desafio

E 2 Dvacuna 0/4 0/4 1/4 0/4 1/4
No desafid 112 0/2 212 0/2 212

*X/4 = cerdos experimentales; **X/2 = cerdos centinelas; No Vacuna = Sin administracion de
dosis de vacuna; Si desafié = inoculacién con la cepa de campo VC-89-126; No Desafio= No
se inoculo con cepa de campo VC-89-126; 2D vacuna = Se administraron dos dosis de
vacuna PAVY -250; 1 D vacuna = Se administré una dosis de Vacuna PAV —250.
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5.6. Cuantificacién de proteinas.

Basandose en la curva esténdar se determind que la cepa de campo VC-89-126
tenia una concentracion de proteinas de 1.44 ug/ul y que 1a vacuna preparada con

ta cepa PAV-250 contenia 1.85 ug/ul (Gréfica 1).

Grafica 1.- Curva esténdar de proteinas. Para ésta curva se empleo albamina
sérica bovina a una concentracion de 1.096 ng/ul
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5.7. Patron electroforético de las cepas.

Una vez realizada la electroforesis se determind el peso molecular de cada banda
proteica, interpclando los valores de movilidad relativa (Rf, Grafica 2) de cada
banda, en la curva estandar formada por los pesos moleculares. En ei gel se
incluyd un lisado de células, ya que no se pudo realizar la purificacion de los virus
y se descartaron todas las bandas de ambos virus que coincidieran con el peso
molecular de alguna de las proteinas del lisado de las células.

En el virus de campo VC-89-126 se detectaron 2 proteinas con pesos
moleculares de 195 y 258 Kd, que no se observaron en el virus de vacuna PAV-
250; la proteina con peso molecular de 145 (PAV-250) y 151 (VC-89-126) se
puede considerar una misma, asi como las de 113 y 108, ya que la variacién de 5
Kd es minima. Otras de las proteinas que se encontraron en una de las cepas
fueron 2 proteinas de 75 y 68 que sélo se registraron en la cepa vacunal PAV-250
y que no se detectarcn en la cepa de campo VC-89-126. Las proteinas de bajo
peso molecular queé solo se presentaron en la cepa de ¢campo son las 3 proteinas
de 31,29y 7 Kd.

El gel correspeondiente a la electroforesis de la cepas vacunal y virus de campo se
muestra en la Figura 2 y el resumen de los pesos moleculares de las proteinas de

ambos virus se muestran en ef Cuadro 8.
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Grafica 2.- Curva estandar de pesos moleculares para el patron
electroféretico y la prueba de inmunotransferencia. (1= Miosina de misculo
de conejo, 2= § Galactosidasa de E. Coli, 3= Fosoforilasa B de mtsculo de
conejo, 4= Albumina sérica bovina, 5= Ovoalbumina de huevo de gallina, 6=
Anhidrasa carbonica de eritocitos de bovino.
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Figura 3- Patrén electroforético del virus de campo VC-89-126 (VC}, el lisado
de células PK-15 con suero fetal Bovino (CEL) y la cepa vacuna! PAV-250
{VV) tefiide con la técnica de nitrato de plata.
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Cuadro 8.- Proteinas del virus de la Fiebre Porcina Clasica reportadas en la
literatura y presentes en las cepas PAV-250 y VC-89-126.

PROTEINAS REPORTADAS EN LA LITERATURA

DETECTADAS EN EL

Referencia P.M. Mendoza 1995 PRESENTE TRABAJO.
ticepal! “cepa” “capa” llcepal!
PAV-250| VC-89- PAV-250 | VC-89-126
126
NR, EE 2526 257.8 2583
248.7
NR, EE 231.1
NR, EE 1217
NR, EE 203.9 209.1
107.5
NR, EE 187.3 188.8 184.77
183.2
NR, EE 174.8
NR, EE 169.8 169.5
NR, EE 154 6
NR, EE 152.3 151.68
NR, EE 141.9 1431 145.47
NR, EE 1399 1315
33 125 128.7
8, 22,63, 102 120 i21.6 113.29
118 117.0
1186 1135
115
62 110 110.9 108.5 108.70
106.7
NR, EE 105.7
102.8 103.8
38, 62, 102 g7 97.4 957 99.98
93-860 |95.7
91.3 92.3
102 89-87 |87.2 8986 88.40 88.27
65 84 84.0 82.4 '
811
8, 23,29, 33, 38,62,63 (80 798 7469
75 74.3
70-69
65 66.6 68.24
62 60.4
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8, 22, 51, 59, 63, 69, 71, |65-56 60.65
85, 102, 103, 58-51
57 57.0
55-53 55.1
53-54 |54.5
51 51.34 51.34
8, 23, 85, 99, 102. 48 497
48-44 :
47
38, 51, 63, 102. 46-24 43.47
45
102. 42-39
102 38 37.9 36.5
85, 101, 102, 4231
35-32 35.0 342
33 335 33.84
29, 38, 102. 31 30.6 313
30 30.5
102 2724 1294
28.0 26.8 28.65
275 26.0
62 26-25 247
62. 70, 71. 2423 |238 23.0
21.4
85, 102. 31-19° {205
19 18.11
14 12.45

NR = No Reportadas; EE = Encontradas Experimentalmente

5.7. Electrotransferencias.

Una vez realizada la electrotransferencia se comprobo que las proteinas fueran
transferidas al papel de nitrocelulosa, cortando los extremos de las tiras donde se
encontraban los pesos moieculares y una fraccion del papel que contuviera los
antigenos tanto vacunales como de campo y se tifieron con la solucién de negro
amido para posteriormente colocarlos junto a las tiras gue reaccionaron con los
anticuerpos de fos sueros problema.
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5.9. Tablero de ajedrez.

Una vez realizado el tablero de ajedrez, para determinar la dilucién optima del
suero problema, asi como del antisuerc anti-lgG de cerdo marcado con
peroxidasa, se determiné que la dilucion adecuada del suero problema era la de

1:40 y la del suero marcado con peroxidasa fue de 1:200.

5.10. Inmunotransferencia.

Con las tiras recortadas de 2 mm de grosor se realizaron las
inmunotransferencias, Los sueros se trabajaron simultaneamente ¢on el antigeno
de campo y con el vacunal, para tratar de encontrar alguna diferencia entre ambos

antigenos.

Grupo A.- Los cerdos experimentales presentaron respuesta de anticuerpos en
contra de las proteinas del antigeno de campo VC-89-126, principalmente en los
muestreos del tercero al quinte detectandose proteinas con diferentes rangos de
peso molecutar, que fuercn desde los 28 hasta los 198 Kd, siende variable Ia
respuesta de cerdo a cerdo, ya que en algunos de ellos se detectaron respuestas
contra 8 proteinas, mientras gue en otros solo se detectaron 2 proteinas.

La respuesta de los cerdos centinelas se presento hasta el quinto sangrado,
siendo més marcada sélo en uno de los cerdos, ya gue en el otro sdlo hubo
respuesta en contra de una sola proteina en el sexto sangrado. El resumen de las
proteinas detectadas por inmunotransferencia se ilustra en el Cuadro 8 y en la

Figura 4
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Cuadro 9.- Respuesta seroldgica de los cerdos del Grupo A, que solo recibieron
desafio con la “cepa” de campo V(C-89-126 ante la prueba de inmunotransferencia
empleando como antigenos las cepas virales de campo VC-89-126 y la vacunal
PAV-250. :

CERDOS EXPERIMENTALES
CERDO 11, VC-89-126
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG 162.02 163.893 NEG ND ND

125.91 146.24
79.08- 125.41
67.82 113.2
64.43- 97.07-
58.15 79.08
52.49 64.43

85.25
49.87
CERDO 11, PAV-250
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG NEG NEG ND ND
CERDO 12, V(C-89-126
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG 170.54 188.84 146.24 NEG ND
163.93 162.02
146.24
79.08
CERDO 12, PAV-250
MUESTREQ
1 2 3 4 5 <] 7
NEG NEG NEG 79.08 NEG NEG ND
CERDO 13, VC-89-126
MUESTREQ
1 2 3 4 5 8 7
NEG NEG NEG NEG 198.87 ND ND
138.94
12511
113.20
97.07
58.15
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36.67
31.45
CERDO 13, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
63.23 NEG NEG NEG NEG ND ND
CERDO 14, VC-89-126
MUESTREOQO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG 97.07 147.04 ND ND
79.08 113.20
102.17-
79.08
75.13-
67.82
58.15
£5.25
38.60
28.87
CERDO 14, PAV-250 ]
MUESTREO
1 2 3 4 5 <] 7
106.4 NEG NEG NEG NEG ND ND
CERDOS CENTINELAS
CERDO 15, VC-89-126
MUESTREO
1 2 3 4 5 B 7
NEG NEG NEG NEG 146.24 ND - 102.17-
113.2 64.43
g7.07- 59.66
79.08 53.85
36.67- 36.67-
31.65 31.45
CERDO 15, PAV-250
MUESTREQ
1 2 3 4 5 <] 7
NEG NEG NEG NEG NEG ND 28.28-
2563
CERDO 16, VC-88-126
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG ND NEG 79.08- 154.81 102.17-
79
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67.82 102.54- 64.43
87.87 58.15
79.27- 36.67-
71.51 31.45
CERDO 18, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
66.6 NEG ND NEG NEG 119.67 NEG

{Nos. 11-14 = cerdos experimentales, Nos.15 y 16 = cerdos centinelas, NEG = Negativos, ND

= No determinado)
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Figura 4.- Inmunotransferencias realizadas con los sueros de los cerdos del
Grupo A, que s6lo recibieron desafié con la “cepa” de campo VC-89-126.
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El Grupo A se formd por cuatro cerdos experimentales (Nos. 11-14) y dos cerdos
centinglas (Nos, 15,16). Como antigeno para las pruebas se empled ia "cepa” de
campo VC-89-126 y |a “cepa” vacunal PAV-250. Los muestreos se realizaron con
un intervalo de cinco dias. Las letras a-g corresponden & los muestreos; siendo a
= primer muestreo (dia 1), b = segundo muestres (dia 5), ¢ = tercar muestrec (dia
10}, d = cuarte muestrec (dia 15), & = quinto muestreo (dia 20), f = sexto muestreo

(dia 25), g = séptimo muestreo (dia 30) Con. Neg. = Controi negativo.
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Grupo B.- En este Grupo la respuesta serclégica de los cerdos experimentales se
presenté entre el quinto y el séptimo muestreo en contra del antigeno de campo
VC-89126 siendo mas marcada la respuesta del cerdo nimero 26, ef cual montd
respuesta en contra de casi todas las proteinas que se registraron en el patrén
electroforético.

La respuesta de los cerdos centinelas fue muy reducida ya que en uno de los
cerdos (Mo 27} sdlo se detectd respuesta contra siete proteinas y en el otro (No.
28) s6lo se registré respuesta en contra de 3 proteinas. Los resultados se
resumen en e Cuadro 10 y en la Figura 5

Cuadro 10.- Respuesta serologica de los cerdos del Grupe {B), que recibieron 2
vacunaciones y desafio con cepa de campo, detectadas por la prueba de
inmunotransferencia, empleando como antigenos las cepas virales de campo VC-
89-126 y la vacunal PAV-250.

CERDOS EXPERIMENTALES

CERDO 23, VC-89-126

MUESTREO :
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG 31.45 NEG 147.04 162.02 153.63

139.66 153.93 146.24
126.00 146.24 138.94
113.67 138.94 128.66
64.52 132.00 113.20
58.20 125.41 107.54
52.51 119.15 102.17-
31.38 113.20 7513
107.54- 59.66
g2.22 53.85
83.24 48.61

64.43
58.15
55.25
CERDOQ 23, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 S 6 7
NEG NEG NEG 52.49 NEG NEG NEG
CERDO 24, VC-89-128
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
101.7 NEG 75.04 NEG 154.81 162.02 119.15

147.04 153.93 107 .54-
139.66 132.00 67.82
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132.65 119.15 61.21 .
126.65 97.07 -55.25
113.67 -83.24 51.16
107.96 79.08 '34.84
97.60- | 7138
7927
64.52
58.20
CERDO 24, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 8 7
NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
- CERDOQ 25, VC-83-126
MUESTREQO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG NEG NEG 162.02 153,93
153.93 128.66
146.24
138.94
132.00
119.15
87.62-
79.08
58.15
CERDQ 2§, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG 24.34 NEG NEG 179.51
2312 132.00
119.15
102.47-
7518
64.21-
55.25
49.87
CERDO 26, V(C-89-126
MUESTREO
1 2 3 4 ) 6 7
NEG NEG ND NEG 171.60 179.51 184.16
162.99 174.92 179.51
154.81 170.53 174.97
147.04 162.02 170.54

83




132.65 150.04 157.93
126.00 146.24 150.04
113.67 138.94 141.24
102.54 132.00 132.00
87.60- 126.41 125.41
79.27 119.51 113.20
84.52 113.20 107.54
58.20 107.54 79.02
55.28 79.02 61.21
64.43 5815
58.15 52.49
5525 47.38
34.84 45.01
40.63
CERDO 286, PAV-250
MUESTREOQO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG ND NEG NEG NEG NEG
CERDOS CENTINELAS
CERDO 27, vC-838-126
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG NEG 154.81 153.93 153.93
97 .80 97.07 102.17
79.27 87.62 64.43
36.62 79.02 34.84
31.38 71.38 28.28
36.67
2087
CERDO 27, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG NEG NEG NEG 58.15
42.76
28.38
CERDO 28, VC-89-126
MUESTREQO
1 2 3 4 5 B 7
NEG NEG NEG 97.07 102.54 102.17 ND
79.08 87.47 87.62
67.53

CERDO 28, PAV-250
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MUESTREO

1

2

3

4

5

S]

7

NEG

NEG

NEG

64.43

NEG

NEG

ND

{Nos. 23-26= cerdos expertmentales Nos. 27 y 28 = cerdos centinelas Neg = Negativo, ND =

No determinado)
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Figura §.- |nm\inotransferencias realizadas con-los.susros.de los cerdos del
Grupo B, que recibieron 2 dosis de vacuna PAV-250 y desafié con la “cepa”

de campo VC-89-126.
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El Grupo B se formé por cuatro cardos experimentales (Nos. 23-26) y dos cardos
ceniinelas (Nos. 27,28). Como-antigeno para‘las prushas se empled:la “cepa” de
campo VC-89-126 y la “cepa” vacunal PAV-250. Los. muestreos se.realizaron con
un intervalo de cinco dias. Las letras a-g corresponden a los muestreos; siendo a
= primer muestreo{dia 1), b = segundo muestreo (dia:5), ¢ = tercar muestreo:(dia
10}, d = cuarto muestreo (dia 15), e = quinto muestreo (dia 20), f:= sexto muestreo.
{dia 25), g = séptimo muestreo (dia 30) Con, Neg. = Control negativo.

86

TESIS GO
FALLA DE ORIGEN




Grupo C.- Los cerdos experimentales motaron una respuesta inmune a partir del
cuarto muestreo y hasta el final del experimento en contra del antigeno de campo
V(C89.126 siendo en general la misma respuesta en todos los cerdos, en contra
del antigeno vacunal PAV-250 respuesta fue minima.

En los cerdos centinelas hubo respuesta en contra del antigeno de campo siendo
limitada la respuesta ya que sélo se registré respuesta contra aigunas proteinas y
contra el antigeno vacunal la respuesta fue minima. Los resultados de las
inmunotransferencias y los pesos moleculares se resumen en el Cuadro 11 y en la
Figura 6.

Cuadro 11.- Respuesta serolégica de los cerdos del Grupo C, que recibieron una
dosis de vacuna y el desafioc con "cepa’ de campo ante la prueba de
inmunotransferencia, empleando como antigencs [as “cepas” virales de campo
VG-89-126 y |la vacunal PAV-250.

CERDQOS EXPERIMENTALES

CERDO 17, VC-89-126

MUESTREO
1 2 3 4 b 6 7
NEG NEG NEG NEG 154.81 184.16 119.15

147.04 162.02 102.17-
119.15 153.93 64.43
113.67 146.24 81.21
97.40- 138.94 556.25
79.27 132.00 52.49
64.52 125.41
£8.20 119.15
52.51 113.20
34.78- 102.14-
31.38 87.62
79.02-
71.78
54.43
58.15
5525
38.60-
31.45

CERDQ 17, PAV-250

MUESTREQO

1 2 3 4 5 6 7

73.91 NEG NEG 75.13 NEG NEG NEG
66.60
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CERDQO 18, VC-89-126

MUESTREQ

1 3 3 4 5 6 7]
NEG NEG NEG NEG 15481 | 17961 | 179.51
147.04 | 17054 | 17054
12541 | 162.02
11367 | 15393 | 150.04
97.40- | 14255 | 146.24
7927 | 13894 | 138.94
6452 | 13200 | 132.00
5820 | 125.41
5251 | 11915 | 119.15
11320 | 113.20
107.54- | 107.54-
87.62 75.13
79.08-
7138 62.80
64.43 56.68
5815 | 52.49
55.25 31.45
38.60- | 30.30
31.45
CERDO 18, PAV-250
MUESTREO
1 5 3 4 5 6 7
73.91- NEG NEG 67.82 NEG NEG NEG
| 6660
CERDO 19, VC.89-126
T MUESTREO
1 2 3 4 5 3 7
NEG NEG 5707 | 14624 | 18066 | 18416 | 18416
8762 | 9222 | 17807 | 17951 | 171.52
6782 | 17160 | 17497 | 17497
167.24 | 17054 | 170.54
162,99 | 18623 | 162.02
15481 | 162,02 | 153.93
147.04 | 15393 | 146.24
13966 | 14624 | 138.94
13265 | 13894 | 132.00
12600 | 13200 | 11915
11967 | 12541 | 107.54-
11367 | 11915 | 79.02
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97.40- 113.20 64.43
79.27 107.54- 61.21-
67.93 79.08 52.49
64.52 64.43 47.28
58.20 58.15 45
52.51 52.49 40.63-
47.38 34.84
34.84-
21.45
CERDOQ 18, PAV-250
MUESTREOQO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG 61.21 NEG NEG NEG
CERDO 20, VC-89-126
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG 113.20 154.81 162.02 179.51
87.62 147.04 153.93 153.93
126.00 146.24 146.24
113.67 130.94 142.55
64.52 132.00 135.43
58.20 125.41 132.00
119.15 119.15
113.20 107.54
107.54- 102.97-
9222 71.28
83.24 61.21-
62.43 5249
58.15 49.87
55.25 45.01
34.84
CERDO 20, PAV-250
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
CERDOS CENTINELAS
CERDO 21, VC-89-126
MUESTREO
1 2 3 4 ) 6 7
NEG NEG NEG 146.24 NEG 97.07- NEG
138.94 87.62
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132.00 79.08-
119.15- 71.38
113.20 36.67-
97.07- 61.45
79.08
61.21
36.67-
29.87
CERDO 21, PAV-250
MUESTREOQO
1 2 3 4 5 6 7
106.46 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
CERDOQ 22, VC-89-126
MUESTREQ
1 2 3 4 5 5] 7
NEG NEG NEG 146.24 147.04 153.93 102.17-
97.07- 107.96- 79.02
79.08 97.60 71.38-
79.27 68.43
75.29-
67.93
CERDO 22, PAV-250
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG 1563.93 NEG NEG NEG
87 .62-
7513
{Nos. 17-20 = cerdos experimentales, Nos. 21 y 22 = cerdos centinelas NEG = Negativos}
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Figura 6.- Inmunotransferencias realizadas con los sueros de los cerdos del
Grupo C, que recibieron una dosis de vacuna PAV-250 y el desafié con la
“cepa” de campo VC-89-126.
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El Grupo C se formé por cuairo cerdos experimentales (Nos. 17-20) y dos cerdos
centinelas (Nes. 21,22), Como antigeno para las pruebas se empled la “cepa” de
campo VC-89-126 y la "cepa” vacunal PAV-250. Los muestrecs se realizaron con
un intervalo de cinco dias. Las letras a-g corresponden a los muestrecs; siendo a
= primer muestreo (dia 1), b = segundo muestreo (dia 5), ¢ = tercer muestreo (dia
10), d = cuarto muestrec (dia 15), e = quinto muestreo {dia 20), f = sexto muestreo
{dia 25), g = séptimo muestreo (dia 30) Con. Neg, = Cantrol negativo.
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Grupo D.- En este Grupo formade por cuatro cerdos experimentales, que no
recibieron ningun tratamiento, se registrd respuesta confra el antigeno de campo
principalmente al sexto y séptimo sangrado.
Contra el antigeno vacunal casi no se registré respuesta. Los resultados se
muestran en et Cuadro 12 y en la Figura 7.

Cuadro 12.- Respuesta de los sueros de los cerdos del Grupo D que no recibieron
ningin tratamientc a la prueba de inmunctransferencia, empleando como
antigenos la “cepa” viral de campo VC-89-126 y ia vacunal PAV-250.

CERDOS EXPERIMENTALES

CERDO 1, VC-89-126

MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
ND NEG 83.2 NEG 153.93 162.99 162.02
146.24 154.81 153.93
55.25 136.11 146.24
132.65 138.94
126.00 125.41
102.5- 119.51
83.63 102.17-
75.2- 867.82
71.51 62.8
58.2 56.68
52.49
47.38
38.60
CERDO 1, PAV-250
MUESTREQO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
CERDO 2, VC-89-126
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG ND 52.49- 162.99 153.93
47.38 154.81 146.29
132.65 132.00
126.0 119.15
102.54- 102.17-
83.67 75.13
79.27- 64.43-
71.91 55.25
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58.2 51.16
34.78- | 3310
31.38 | 2987
CERDO 2, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG ND NEG NEG NEG
CERDO 3, VC-89-126
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG NEG NEG | 9251- | 97.07-
8346 | 79.02
5251 | 3145
4499 | 2987
CERDO 3, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 g 7
NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
CERDO 4, VC-89-126 7
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG [ 5525 | NEG | 11967 | 15393
33.1 87.87- | 146.24
29.87 7927 | 3200
3138 | 11915
102.17-
7510
64.43-
55.25
51.16
33.10
29.87
CERDO_4, PAV-250
MUESTREQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG | 4063 | 12641 | NEG NEG
33.10

(Nos. 14 = cerdos experimentales, NEG = Negativo, ND= No determinado)
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Flgura 7.- Inmunotransferenc:as reahzadas con los sueros. de los cerdos del

e o ey e e

TSN

El: Grupo b sa' formd. solamente: por cuatro cerdos. experimentales (Nos: 1:4);
Como antigeno. para. las pruebas se empled: la:"cepa’ de:campo VC89-126 v la
“cepa” vacunal PAV-250. Los muestreos se reaiizaron- con un intervaie de cinco
dias. Las.letras a-g; comresponden-a los: muestreos; siendo.a = pnmar mueslrea:
{dia- 1}, b: = segundo muestreo. (dfa.5), ¢.= tercer. muesireo (dia:10}; d:= cuarto
muestreo. {dfa: 15), e-= quinto muestreo (dia 20}, fi= sexto muestreo. (dia 25); g:=
séptumo muestreo (dla 30) Con. Neg, = Controlnegativo. )
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Grupo E.- La respussta de los cerdos experimentales se registro a partir del tercer
sangrado, principalmente en contra del antigeno de campo VC-89-126; siendo
mas marcada al sexto y septimo sangrado; y fue siendo casi nuta contra el
antigenc vacunal PAV-250.

Los cerdos centinelas también respondieron en contra del antigeno de campo
mientras que contra el antigeno vacunal la respuesta fue negativa. Los resuitados
se muestran en el Cuadro 13 y la Figura 8.

Cuadro 13.- Respuesta serolégica de |os cerdos dei Grupo E que sdlo recibieron
dos dosis de la vacuna PAV-250 ante la prueba de inmunotransferencia,

empleando como antigenos las “cepas” virales de campo VC-89-126 y la vacunal
PAV-250,

CERDQOS EXPERIMENTALES

CERDO 5, VC-89-126

MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG 162.02 | 97.07- | 97.07- | 97.49- | 102.17-
125.4 83.24 83.24 87.8 67.82
61.21 75.13- 79.8- 79.27-
34.84 67.82 67.42 71.51
29.82 47 37-
40.59
CERDO 5, PAV-250
MUESTREOQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG NEG 153.93 NEG NEG NEG
47.38-
38.60 B
CERDO 6, VC-89-126
MUESTREOQ
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG ND ND 79.02- | 16298 | 153.93

67.82 147.04 146.24
34.84- 119.67 138.94
29.87 97.67- 132.00
87.8 102.17-

34.78- 69.43
31.38 61.21
58.15
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1

| 5525
CERDO 6, PAV-250
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG ND ND NEG NEG NEG
| CERDO 7, VC-89-126
MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7
NEG NEG | 102147- | 1132 | 11915 | 16299 | 153.93
8324 | 97.07- | 10217- | 154.81 | 11915
79.08- | 79.08 87.62 | 13986 | 