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RESUMEN

QUEZADA MONROY JUAN FRANCISCO. Determinacion de la presencia del virus de
Fiebre Porcina Clasica en las fracciones solidas y liquidas de excretas porcinas por medio
de las pruebas de inmunofluorescencia directa, inmunoperoxidasa directa y ELISA de
captura (bajo la asesoria de los MC. Roberto G. Martinez Gamba, Gerardo Ramirez

Hernandez, Carmen Mercado Garcia)

El presente estudio tuvo eomo objetivo detectar la presencia del virus de Fiebre Porcina
Clasica (vFPC) a partir de residuos organicos. Se evaluaron un total de 122 muestras de
material de carcamo de recoleccién, excretas solidas y liquidos separados de 10 granjas
ubicadas en la region central de México, las cuales tienen implementado un sistema de
tratamiento de excretas por medio de un separador de s6lidos y liquidos. Todas las muestras
se evaluaron por medio de las pruebas de inmunofluorescencia directa, inmunoperoxidasa
directa y ELISA de captura para evidenciar la presencia del vFPC. En el caso de la
inmunoperoxidasa se evaluaron 122 muestras y 112 para la prueba de
inmunofluorescencia, todas las muestras resultaron negativas a la presencia del virus. En
relacion a la prueba de ELISA de captura se trabajaron 44 muestras de las cuales 42
resultaron negativas (95.45%) y 2 resultaron positivas (4.55%). Las 2 muestras positivas
pertenecieron a la Granja 1 ubicada en el estado de Guanajuato, estas correspondieron al
carcamo y a los sélidos, para las cuales se obtuvo una densidad optica de 53.96% y 50.49%
respectivamente. El virus de Fiebre Porcina Clasica puede ser aislado a partir excretas
porcinas solidas y de muestras del carcamo. La prueba de ELISA de capturé resultd ser mas
sensible debido a su capacidad para detectar proteinas especificas del vFPC. Las pruebas de

inmunoperoxidasa directa e inmunofluorescencia directa no detectaron al virus.



Introduccion

El estiércol de corral es una mezcla de excretas y materiales de cama, que son
suficientemente densos para ser manejados como solidos. El estiércol liquido, sin embargo,
es una mezcla de heces y orina, las cuales también pueden estar mezcladas con agua limpia

y de lluvia, ademas de contener pequefias cantidades de material de cama y alimento'.

En el pasado, el llenado de estercoleros con estiércol de corral generaba temperaturas
suficientemente altas para destruir a los patogenos. En la actualidad, la mayor parte de las
granjas porcinas tecnificadas emplean sistema de limpieza basados en el arrastre hidraulico
de las excretas, lo que ha alterado la composicion de las mismas, por lo tanto los procesos
microbianos termofilicos no pueden ser una garantia para la destruccion de patogenos

durante el almacenamiento de las excretas en un estercolero'.

Por otro lado, el estiércol liquido no genera un proceso de fermentacion lo suficientemente
efectivo como para destruir a los posibles agentes infecciosos y probablemente algunas de

las enfermedades pueden ser diseminadas por este tipo de estiércol'.

A partir del establecimiento de la Norma Oficial Mexicana (NOM-001-ECOL-1996) y para
cumplir con las especificaciones de ésta en relacion a las descargas a partir de granjas
porcinas, se ha implementado en muchas granjas porcicolas de México el sistema de
separacion solido-liquido y el posterior tratamiento de estos ultimos en lagunas de
oxidacién aerdbicas, anaerdbicas o facultativas. La actual normatividad es mejor atendida
por los porcicultores que pertenecen al estrato tecnificado, por su capacidad para establecer

en sus granjas diferentes tecnologias y reducir el impacto ambiental de las excretas. Sin



embargo, los productores que pertenecen al estrato semitecnificado tienen limitaciones

i o : ‘1123
técnicas y econdmicas para realizar esta actividad™ .

Todo lo anterior ha traido consigo la obtencion de un producto del proceso que son los
solidos separados, los cuales son especialmente ricos en nutrimentos por la alta
concentracion de los mismos en las dietas para cerdos, y por la pobre digestion de los
mismos que realiza esta especie. Uno de los métodos que se emplean para el manejo y el
aprovechamiento de la parte solida del estiércol porcino, es su incorporacion en las raciones
de rumiantes o de los mismos cerdos. Si bien, se ha demostrado que el estiércol sdlo tiene
valor equivalente al de un forraje y no es una fuente importante de suministro de energia o

¥ » . " 4
proteina, su costo lo hace una materia prima atractiva para muchos productores.

El aprovechamiento de las excretas porcinas para la alimentacion tanto de cerdos como de
rumiantes sin un tratamiento biolégico o quimico es comin en algunas granjas, aunque se
recomienda una previa fermentacion para garantizar un producto libre de microorganismos
patogenos, ya que se ha reportado la sobrevivencia de algunos virus en heces de cerdo; tal
es el caso del virus de la Fiebre Porcina Africana que sobrevive 60 a 100 dias, el de la
Enfermedad de Aujeszky de 3 a 15 semanas, el de la Fiebre Aftosa de 21 a 103 dias y el

. - I, 45,6
Parvovirus Porcino por 14 semanas ek

Un estudio realizado con ensilados de excretas porcinas a los cuales se les inocularon los
virus de la Enfermedad de Aujeszky y de Ojo Azul, se evidencié la presencia del primero a
los 60 minutos después de la inoculacion y del segundo a los 60 minutos y 24 horas post

o .y 7
inoculacion, pero no a las 72 horas’.



Otros virus, como el Rotavirus porcino, el cual causa diarrea en lechones de 2 a 4
semanas, se transmite por via orofecal y se excreta en heces por largos periodos de tiempo,
incluso por las hembras gestantes; este virus presenta una relativa resistencia a los
desinfectantes y a variaciones de temperatura. Se sabe poco acerca de la viabilidad del virus
en heces a bajas temperaturas pero la conserva por 7-8 meses a 18-20° C. En el estudio
realizado por Dores Ramos e al®, el Rotavirus porcino se mantuvo viable en heces por 32

meses a 10° C.

Los Adenovirus se transmiten muy probablemente por via orofecal. El virus es excretado
en heces en su mayoria por cerdos destetados, los adultos raramente excretan el virus pero

tienen altos niveles de anticuerpos séricos’.

En el caso de los Enterovirus, estos son estables a pH entre uno y nueve, resistentes a
muchos desinfectantes, pero solo el hipoclorito y el etanol al 70% los inactivan

completamente'’.

El virus de la enfermedad de Teschen sobrevive por mas de 168 dias a 15° C. Se mantiene
viable por largos periodos de tiempo en estiércol liquido pero es inactivado si el estiércol es
aireado; también se inactiva en estiércol liquido por radiaciones ionizantes y por digestion

anaerébica'’.

En el Tabla 1 se muestran los tiempos de inactivacion en estiércol liquido a diferentes

temperaturas de algunos virus que afectan a los cerdos.

Otros virus que pueden permanecer viables en el estiércol son: el Circovirus Porcino, el virus de la

Diarrea Epidémica Porcina y el virus que causa la Fiebre Porcina Clasica.'" "



Tabla 1. Tiempo de inactivacion para varios virus porcinos en estiércol liquido a diferentes

11
lempcraturas 3
Origen Concentracion Twempo de inactivacion bajo diferentes temperaturas
Virus estiércol Inicial
(TCIDw/pl) 5 C 20°C 35°C 40° C 45°C s0° C 35°C
Influenza Porcino 10°% 9 semanas 2 semanas =24 hrs * =24 hrs * ND >2hrs M0min. | hora
Porcina
Parvovirus Porcino 10°" =40 =40 21 9semanas 19 dias* 5 dias 8 dias
Porcino
Aujeszky Porcino 10°* 15 semanas 2 semanas 5 hrs 2hrs 43 min 200 min 10 min
Fiebre Porcino 1o*? >6 semanas® 2 semanas 4 hrs >3 hrs * *>Ist ¥ .
Porcina
Clasica
Gastroenteniis — Porcing 10*? >8 semanas® 2 semanas 24 hrs *5 hrs.* 2 hrs. I'h 30 min
transmisible 30 min
s e
TCUNSD 5% doss nfectiva en cultivo celular
NI no registrado
* El tiempo de inactivackin completa no se alcanzo
** Instantineo

Fiebre Porcina Clasica

Historia

La Fiebre Porcina Clasica (FPC) es una enfermedad viral altamente contagiosa que afecta a

los cerdos, presentando una alta morbilidad y mortalidad. La primera descripcion de la

enfermedad se realiz6 en Tennessee, Estados Unidos (E.U.) en el afio de 1810. Los

primeros brotes fuera de E.U. se presentaron en Inglaterra en el afio de 1862 para luego

diseminarse por todo el continente europeo. Fue reportada en América del sur y sur de

Africa en los afios de 1899 y 1900 respectivamente. La Organizacion Internacional de

Epizootias (OIE) tiene incluida a esta enfermedad en la Lista A debido a que la considera

una enfermedad altamente transmisible y de rapida diseminacién, ademas de tener un

impacto en el comercio de animales y sus derivados. Actualmente es una enfermedad de

distribucion mundial con la excepciéon de los siguientes paises: Australia, Bélgica,

Inglaterra, Irlanda, Islandia, Nueva Zelanda, Portugal, Paises Escandinavos, Panama, Chile,

Uruguay, Suiza, Canada y Estados Unidos

14,15, 16



En el caso de México, la enfermedad fue introducida en el afio de 1876 por la importacion
de ganado porcino proveniente de Estados Unidos. La falta de un programa de camparia en
nuestro pais permitio que esta enfermedad se diseminara en todo el territorio nacional,
principalmente en la zona porcicola del Bajio donde se convirtid en una enfermedad

e . 7
enzootica que merma la economia de los prc;duclcurcs1 1

En 1973 se inician de manera conjunta y organizada las actividades para estructurar un
programa de control en el noroeste de México, sin embargo es hasta el aiio de 1980 en el
que mediante acuerdo del C. Secretario de Agricultura y Recursos Hidraulicos, se establece
en el territorio nacional de manera obligatoria y permanente, la Campafia para el Control y
Erradicacion de la Fiebre Porcina Clasica. En 1983 se publica en el Diario Oficial de la
Federacion la declaracion de libres de FPC de 58 municipios del norte de Sonora. En 1990
la Secretaria pone a consideracion de productores, industriales, médicos veterinarios
especialistas y organismos vinculados con la porcicultura, el nuevo programa de

campaﬁa' &

En el afio de 1991 se publica en el Diario Oficial de la Federacion el Acuerdo mediante el
cual se declara libre de FPC la region sur del estado de Sonora, por lo que se procedi6 a
gestionar ante el Gobierno de los Estados Unidos su reconocimiento a fin de establecer el
intercambio comercial con dicho pais y Canada, el 29 de octubre de 1996 se publica en el
Diario Oficial de la Federacion, la Norma Oficial Mexicana NOM-037-ZO0-1995,
Campaiia Nacional contra la Fiebre Porcina Clasica, la cual es de observancia obligatoria y
tiene por objeto diagnosticar, prevenir, controlar y erradicar la FPC en todo el pais. El 28 de

octubre de 1997 las gestiones realizadas por nuestro pais tienen éxito y el estado de Sonora



obtiene el reconocimiento de libre por los socios comerciales del Tratado de Libre

; A st 15
Comercio de Norteamérica .

Debido a los avances significativos obtenidos en esta campana v a la viabilidad de su
erradicacion, el 18 de diciembre de 1997 se publica el Acuerdo mediante el cual se amplia
en el territorio nacional el Dispositivo Nacional de Emergencia de Sanidad Animal
(DINESA) con objeto de diagnosticar, prevenir, controlar y erradicar la Fiebre Porcina

Clasica'”.

Distribucion de la enfermedad en México

De acuerdo a la situacion actual de la Campaia Nacional contra la Fiebre Porcina Clasica,

México se encuentra dividido en (Figura 1):

a) Zona libre: Baja California, Baja California Sur, Chihuahua, Campeche. Coahuila.
Comarca Lagunera, Durango, Nayarit, Nuevo Leén, Quintana Roo, Sinaloa. Sonora,

Tamaulipas, y Yucatan'’.

En la fase libre se realiza el control de la movilizacion de cerdos, productos y subproductos,
vigilancia epizootiologica, monitoreo seroldgico permanente, prohibicion de la vacunacion
y del uso de escamocha para la alimentacion de cerdos, notificacion y erradicacion de los

posibles focos que pudieran presentarse'’.

b) Zona de erradicacion con vacunacion: Aguascalientes, Colima, Guanajuato, Jalisco,

Michoacan, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Veracruz y Zacatecas'".

En la fase de erradicaciéon con vacunacion se realiza el control de la movilizaciéon de

cerdos, productos y subproductos, la vigilancia epizootiologica. el reforzamiento del



sistema de control cuarentenario y se debe de contar con un fondo contingente o de
aseguramiento para emergencias en casos de brotes, queda prohibido el uso de escamocha

para la alimentacién de cerdos y la vacunacién de cerdos se realiza de manera controlada'’.

Al momento de la impresion de esta tesis la zona de erradicacion con vacunacion cambiard

4 zona de erradicacién.

¢) Zona de control: Chiapas, Distrito Federal, Estado de México, Guerrero, Hidalgo,

Morelos, Oaxaca, Tabasco y Tlaxcala'”.

En la fase de control se lleva a cabo la vacunacién intensiva de cerdos, a través de DINESA
en explotaciones de traspatio y se promueve en tecnificadas. El control de la movilizacion
de cerdos, productos y subproductos de origen porcino, la vigilancia epizootiolégica,
notificacion de focos, diagnéstico de casos, control de brotes y el monitoreo de piaras.
Asimismo el consumo de escamocha se autoriza siempre y cuando sea sometida a coccién

por 30 minutos a 100° g

Figura 1. Situacién Epizootioldgica y avances de la Campaiia

Nacional para la Erradicacién de la Fiebre Porcina Clisica.



Especificamente en México, la presencia del vFPC en las excretas porcinas puede ser un
factor de riesgo cn algunas zonas del pais donde estd presente esta enfermedad, ademis de
que esta enfermedad constituye uno de los factores que limitan el desarrollo de la
porcicultura nacional y restringe las posibilidades de exportacién, ya que diversos paises
interesados en la adquisicion de carne de cerdo producida en el pais, condicionan los

tratados comerciales a la ausencia de dicha enfermedad.
Etiologia

El vFPC (Figura 2) pertenece a la familia Flaviviridae, género Pestivirus, que se encuentra
relacionado antigénicamente con el virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) y con el virus
de la Enfermedad de las Fronteras (vEF). Tiene un diimetro de 40-50nm con una
nucleocdpside de 29nm. Es un virus RNA envuelto con una membrana isométrica en el
centro. Presenta proyecciones de 6-8nm en la superficie del virion. Su densidad es de entre

1.12-1.17 g/mL ademis de tener un coeficiente de sedimentacion de 140-180 S

Figura 2. Fotografia del virus de Fiebre Porcina Clisica

" , . 9
por microscopia electrénica.’



Los Pestivirus se pueden clasificar en dos biotipos de acuerdo a los cambios morfologicos
que se suceden durante el crecimiento viral en un cultivo celular; los no citopatogénicos se
replican sin mostrar efectos visibles mientras que los virus citopatogénicos ocasionan una

W " < ~ . . s 18
lisis de las células. En el caso del vFPC la mayoria son no citopatogénicos.

El vFPC en relacion a su grado de virulencia se divide en cepas de alta, moderada y baja
virulencia. Las cepas de alta virulencia inducen una infeccion aguda y ocasiona una alta
mortalidad. Las cepas de moderada virulencia provocan una infeccion cronica y las de baja

virulencia inducen una infeccion subclinica.”

Los tiempos de infeccion también varian segin el tipo de cepa, en las de alta y moderada
virulencia el tiempo de infeccion es después del nacimiento; en el caso de las de baja

virulencia la infeccion se presenta durante la etapa fetal.””

Epidemiologia

El vFPC sobrevive en el estiércol por un tiempo prolongado y algunos estudfos sugieren
que la inactivacion ocurre de forma mas rapida en la fase liquida del estiércol que en la fase
solida. En el estiércol liquido sobrevive por un minimo de 70 dias a 17° C y por 84 dias a

4° C. Ademas el virus unido al sélido puede ser protegido contra la inactivaciéon" "1,

En el Tabla 2 se observa el efecto de la combinacién de diferente pH y temperatura sobre

la vida media del vFPC.

La supervivencia de este virus en el medio ambiente es afectada por muchas variables
fisicas o quimicas como son la temperatura, humedad, pH, presencia de materia orgéanica y

. ; : : 15
la luz ultravioleta, la cual lo inactiva rapidamente .



Tabla 2. Vida media (horas) del vFPC en relacién al pH y la temperatura’”.

Temperatura pH3.0 pH3.5 pH 4.0 pH 7.0
4°C 70 (25-118) 174 (156-197) 260 (224-299) n*
21°C 5(5-6) 5 (4-5) 11(10-14) 50 (24-77)
37°C n* n* 0.7 7

Los datos son presentados en promedios por hora v entre paréntesis se muestran los rangos.
* El valor no fue determinado

Este agente puede permanecer viable en carne congelada por mas de 85 dias, los
tratamientos de ahumado y curado no parecen inactivarlo por lo que sobrevive entre 17 y
188 dias. Es inactivado por pasteurizacion y coccion, al tratar la carne por un minuto a 71°
C y 30 minutos a 65° C, pero a 62.5° C por 30 minutos el virus permanece activo. Es
estable en pH de entre 4 y 10. Al ser un virus envuelto presenta sensibilidad al éter, cresol,
formalina (1%), cloroformo, fenol, cuaternarios de amonio, aldehidos (glutaraldehidos y

formaldehido) e hidréxido de sodio al 2% '°.

La FPC se transmite principalmente por contacto directo entre cerdos infectados y cerdos
susceptibles a través de secreciones, excreciones, semen, sangre; pero también se puede
transmitir a través de ropa, vehiculos, equipo, canales y productos procesados; otra forma

de transmision es el uso de desperdicios de cocina en la alimentacién de los cerdos'.
Patogenia

El virus entra por via oronasal, en ocasiones también por la conjuntiva, mucosa genital e
incluso por abrasiones presentes en la piel. Una vez que el virus entra en el huésped, este se

replica en las células epiteliales de las criptas tonsilares, siendo este el sitio primario de



replicacion. De la tonsila el virus es llevado via vasos linfaticos a los nodulos linfaticos
que drenan la region tonsilar (mandibular, retrofaringeos y parotideos). Una vez que llega a
nodulos linfaticos se replica y pasa a la corriente sanguinea periférica por donde se
disemina a bazo, médula o6sea, placas de Peyer, nédulos linfaticos viscerales, vejiga,
rifiones y encéfalo. En caso de infectar a hembras durante la gestacion, el virus atraviesa la
barrera placentaria y puede causar momias, abortos, mortinatos e incluso la tolerancia

. ) 4
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Signos clinicos
Esta enfermedad tiene varias presentaciones:

La presentacion aguda se caracteriza por un corto periodo de incubacion, los animales
presentan signos como son depresion, fiebre (42° C), anorexia, los ojos muestran una
marcada descarga asociada a conjuntivitis (Figura 3) la cual puede progresar hasta que los
parpados estén completamente adheridos, constipacion seguida por una severa diarrea
acuosa de color amarillenta grisaceo (Figura 4), el vomito es poco comun, y se presenta
como un fluido de color amarillento debido a una alta concentracion de bilis. Los animales
se amontonan (Figura 5), presentan convulsiones, incoordinacion de los cuartos traseros y
una cierta coloracion pirpura en abdomen, hocico, parte media de las piernas y orejas. Otro
hallazgo importante es la disminucion de la cuenta leucocitos, que baja hasta 3000/mm’,

siendo la cuenta normal de 11-22000. La muerte se presenta entre los 10 y 20 dias".



Gilles O, Duesl

Figura 3. Presencia de conjuntivitis y exudado®'.

Figura 5. Al presentar ficbre los animales buscan una fuente

de calor y se les observa amontonados.



La presentacién crénica tiene un corto periodo de incubacion y se divide en tres fases: la
primera fase se caracteriza por depresion, fiebre, anorexia y leucopenia; la segunda por una
recuperacion clinica y la tercera por una exacerbacion de los signos como son anorexia,
depresion, aumento en la temperatura corporal, retraso en ¢l crecimiento, lesiones en piel y

los animales frecuentemente permanecen con la espalda arqueada (Figura 6), la muerte se

14

presenta entre uno y tres meses

Figura 6.Cerdo con cifosis (espalda arqueada)™.

La presentacién congénita puede tener como resultado abortos, momificaciones (Figura 7),
malformaciones, nacidos muertos cuando la infeccion se presenta en las primeras etapas de

la gestacion'.

Cuando la infeccién ocurre entre los 50-70 dias de la gestacidn, puede inducir el nacimiento
de lechones con una viremia persistente, permaneciendo clinicamente sanos al momento
del nacimiento y sobrevivir por varios meses. Después del nacimiento pueden presentar
anorexia, retraso en el crecimiento, depresion, conjuntivitis, dermatitis, diarrea, problemas
locomotores hasta llegar a la paresis posterior y tremor congénito, Esle curso de la

enfermedad es denominada Late-on-setr (sistema retardado). Estos animales de manera



constante eliminan grandes cantidades de virus y son un reservorio de la enfermedad. Los

. . % - il
animales llegan a sobrevivir mds de 6 meses pero eventualmente mueren"* %,

Figura 7. Feto momificado.

Lesiones

Se observan hemorragias de varios tamaifios causadas por la degeneracion hidrépica y
necrosis de células endoteliales del sistema vascular en conjuncién con defectos en el
mecanismo de coagulacion. Reacciones inflamatorias catarrales, fibrinosas y hemorrigicas
estin presentes en el aparato digestivo, respiratorio y urogenital. Las hemorragias en los
rifones (Figura 8) pueden ser de varios tamaiios desde petequiales hasta equimdticas, estas
se presentan en la superficie de la corteza. Las petequiales también pueden ser observadas
en la vejiga, laringe, epiglotis, corazén, mucosa intestinal y piel. La piel puede llegar a estar

ciandtica'" .



Figura 8. Rifién de cerdo con hemorragias petequiales™.

Los nédulos linfiticos llegan a estar edematosos, aumentados de tamaiio y hemorrigicos: la

presencia de las hemorragias difusas les dan un aspecto veteado (Figura 9) .

Vi Orschot LT

Figura 9. Hemorragias en un linfonédulo mandibular',

Por efecto de una trombosis que obstruye el flujo sanguineo en los capilares se observan
infartos en diferentes érganos. La trombosis puede ser causada por una degeneracion
hidrépica de las células endoteliales con tendencia de los eritrocitos a agruparse. Los

infartos en el bazo son oscuros de varios tamaiios, levantados levemente sobre la superficie



(Figura 10). También se observan infartos en vejiga y tonsila (Figura 11), en este dltimo

" " . e . 4
6rgano también causa necrosis o una tonsilitis supura{wu' :

Sc puede observar infartos y hemorragias en el pulmén en la fase aguda de la enfermedad.
Como consecuencia de infecciones bacterianas secundarias se¢ puede desarrollar una
pleuritis y bronconeumonia de catarral a fibrinosa. El corazén puede estar flicido y

presentar congestion del miocardio'.

¥ .'Q“
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H . . a5
Figura 1 1. Necrosis en tonsilas™.



En los animales que mueren por esta enfermedad el estomago se encuentra vacio excepto
por la presencia de bilis y de pequeas cantidades de alimento. El fondo estd marcadamente
congestionado y hemorrigico, la superficic de la mucosa puede contener petequias y
erosiones que van de medianas a severas, una enteritis catarral moderada o necrética puede
estar presente en el intestino. En el ciego y en el colon se puede presentar necrosis y

ulceraciones en forma botén (Figura 12) i

Van Oirschot J. 1.

- . 4
Figura 12. Ulceras botonosas en el cicgo y en el colon".

En un porcentaje alto de los casos se presenta un infiltrado perivascular de linfocitos o
células polimorfonucleares con proliferacion de células endoteliales, microgliosis y

= 4
necrosis focal'*.

En la infeccién persistente se presenta una atrofia del timo y una disminucion severa de
linfocitos y células germinales en Grganos linfoides periféricos'”.

En una infeccién crénica puede haber plasmocitosis y glomerulonefritis'.

Las lesiones cronicas en las costillas son causadas por una repentina calcificacion de

células cartilaginosas maduras™,



Prevencion

Los cerdos nacidos de hembras vacunadas son protegidos por 5-8 semanas contra la
mortalidad pero no contra la replicaciéon y la diseminacion del virus. La vacunacion se
realiza a las 6 semanas de vida y para elevar la inmunidad del hato se revacuna a los 5

I!TICSCSM.

Diagnosticos diferenciales

Algunas enfermedades pueden ser confundidas con la FPC, entre ellas: Enfermedad de
Aujeszky, erisipela porcina, salmonelosis, pasterelosis (neumonia), envenenamiento con
warfarina, cualquier causa que ocasione abortos, momificaciones, nacidos muertos o
lechones débiles, enfermedad del corazéon de mora, trombocitopenia purpurea,, fiebre

y 4 T .
porcina africana y encefalomielitis viral™.

Pruebas diagnésticas

El diagnostico esta basado en la deteccion del antigeno, aislamiento viral y la demostracion
de anticuerpos. Algunos métodos de diagnostico son la inmunofluorescencia directa e
indirecta, ya sea en cultivo celular o en cortes de criostato (tonsila, ganglio, bazo),
inmunoperoxidasa para la deteccion del virus como de anticuerpos. Estas pruebas utilizan
anticuerpos policlonales contra el vFPC; la prueba de ELISA para la deteccion de
anticuerpos como del virus. Esta ultima se denomina ELISA de captura y detecta proteinas
especificas del vFPC como es la glicoproteina EQ; el de exaltacion del virus de la
enfermedad de Newcastle (END), el de interferencia, RT-PCR y la seroneutralizacion, que
se considera la prueba mas sensible y especifica para la deteccion de anticuerpos, aunque

pudieran haber sido inducidos por el virus que causa la diarrea viral bovina, para lo cual los



sueros serian probados para la deteccion de anticuerpos especificos contra esta

enfermedad'® %
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Justificacion

Los agentes causales de casi todas las enfermedades virales y bacterianas son eliminados ya
sea por heces u orina; este material es recolectado formando asi el estiércol. Por esta razon
el estiércol juega un papel importante en la diseminacion de las enfermedades infecciosas.
La identificacion del virus de Fiebre Porcina Clasica en el estiércol es por lo tanto

importante'.
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Hipoétesis

El virus de la Fiebre Porcina Clasica no sobrevive en estiércol liquido, en solidos y liquidos

separados.
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Objetivo

1.- Determinar la presencia del virus de la Fiebre Porcina Clasica en excretas porcinas
liquidas del carcamo de recoleccion, en la fraccion solida y liquida separados de 10 granjas

porcinas ubicadas en la region central de México.

2.- Comparar diferentes técnicas de diagndstico para la identificacion del vFPC a partir de

excretas porcinas.
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Materiales y Métodos

Localizacion

El analisis de las muestras se llevo a cabo en el Departamento de Produccion Animal:

Cerdos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional

Autonoma de México.

Granjas evaluadas

Se utilizaron muestras de excretas solidas y liquidas de 10 diferentes granjas localizadas en

5 estados de la region central de México que tienen un separador de solidos y liquidos, y

que ademds vacunan contra FPC. Las caracteristicas de las granjas se muestran en el

Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las 10 granjas evaluadas

No. granja Estado No. animales  Vacunacién Tipo Tipo de
totales contra FPC  separador zona*
Granja 1 Guanajuato 4,000 ¥l Cilindrico Erradicacion con
(Figura 14) vacunacion
Granja 2 Guanajuato 7.500 v Cilindrico Erradicacié.n con
vacunacion
Granja.3 Guanajuato 9.000 Vv Cilindrico Erradicacién con
vacunacion
Granja 4 Edo. De Mex. 2,800 v Cascada Control
(Figura 15)
Granja 5 Morelos 1,450 \ Caseads oot
Granja 6 Edo. De Mex. 3,508 v Cancnda Eotnl
Granja 7 Pucbla 1,500 y Cilindrico Erradicacion con
vacunacion
Granja 8 Pucbla 5.000 3 Cilindrico ]:.rradlcaczé_n con
vacunacion
Giija® T 6.000 J Cascada Erradicacion con
vacunacion
Granja 10 Querétaro 1,200 v Caseadsl Erradlcactctn i
vacunacion

*Estatus de la granja al momento del muesiren Fecha de muestreo octubre de 2000

24



Figura 14. Separador de s6lidos de tipo cascada™.

Mouestras

De cada granja se colectaron 200ml de material del circamo de recoleccion a partir de
cinco lugares diferentes, hasta completar | litro de muestra. Una vez obtenido el primer
litro se realizé el mismo procedimiento para la obtencién de un segundo litro. Las muestras
se depositaron en recipientes de vidrio estériles, se identificaron y se transportaron en una

caja de poliuretano con refrigerantes.



Del aparato de separacion de solidos y liquidos se tomaron pequefias muestras a intervalos
de 5 minutos hasta completar 1 litro, la muestra se tomo directamente de la manguera que
conduce el efluente a la laguna de fermentacion. Esto mismo se realizo para obtener un

segundo litro.

De cada litro obtenido del carcamo de recoleccion y del aparato de separacion de solidos y

liquidos se tomaron 3 muestras de 2.5ml que se colocaron en viales de 4ml.

Para cada granja se realizaron dos repeticiones de acuerdo con el método descrito por

Monteith y Shannon®® (1986).

En el caso de los solidos separados, se colectaron muestras de 500g en cinco lugares
diferentes del deposito; a partir de estas se realizo una mezcla de la cual se obtuvieron
500g, esta se considerd la muestra de cada granja, la cual se transporté en bolsas de plastico
y en refrigeracion. De cada muestra de solidos separados se tomaron 5g, que se colocaron

en viales de 4 ml con medio de cultivo celular sin suero.

Todos los viales se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta el momento de procesar las
muestras por las pruebas de inmunofluorescencia directa, inmunoperoxidasa directa y

ELISA de captura. El total de muestras se presenta en el Tabla 4.
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Tabla 4. Cantidad de muestras por granja y total de las mismas.

Total de
muestras por
No. granja  Carcamo |  Carcamo2  Separador |  Separador2  Sélidos granja
Granja 1 3 3 3 3 3 15
Granja 2 3 3 3 3 3 15
Granja 3 3 3 3 3 3 15
Granja 4 3 3 3 3 3 15
Granja 5 3 3 3 3 3 15
Granja 6 3 ] 3 3 3 3 15
Granja 7 3 3 3 3 3 15
Granja 8 3 3 3 3 3 15
Granja 9 3 3 3 3 3 15
Granja 10 3 3 3 3 3 15
Total de muestras 150

Procedimiento experimental

Cada muestra se evalud para detectar la presencia del vFPC por medio de las siguientes

metodologias:
Recuperacion del virus

Las muestras de heces se homogenizaron a partes iguales con medio de cultivo celular
(MEM?) sin suero fetal bovino (SFB®). Previamente se prepararon botellas de plastico® para
cultivo celular de 25cm de crecimiento con células de rifion de cerdo (PK15). Las botellas
se infectaron con las muestras homogenizadas y se dejaron incubar 60 minutos en la estufa

para cultivo celular, posteriormente se congelaron. Veinticuatro horas después se
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descongelaron y el contenido se decant6 en tubos vacutainer los cuales se centrifugaron a
2800 rpm por 25 minutos, posteriormente las muestras fueron filtradas de manera estéril a

través de membranas® de 0.22pm.
Cultivo Celular

1. Se preparé una placa® para cultivo celular de 96 pozos con células PK15, la cual se dejé

incubar por 24 hrs.

2. Transcurridas las 24 horas se decanté el MEM con SFB y se depositaron 50ul de cada
una de las muestras por cuadruplicado, las muestras fueron incubadas por 60 minutos en la

estufa para cultivo celulara 37° C.

3. Una vez terminado el tiempo de incubacion se decantd la placa y se adicionaron 200 pl

de medio de cultivo sin SFB dejando incubar 48 hrs. a 37° C.

4. Al término de este tiempo se recolectd el sobrenadante de cada una de las muestras y se
colocaron en tubos vacutainer estériles. Los sobrenadantes se mantuvieron en congelacion

hasta el momento de realizar la prueba de ELISA de captura.

6. Una vez hecho lo anterior, la placa se fijo con acetona al 30% por 10 minutos.

“Minimum essential medium Sigma Aldrich Alemania Cat. M-0643

*TerraCell Internacional Canada Cat. CS-C08-500-1
“Botellas de plistico Nunclon Dinamarca Cat. 163371
“Membranas Sartorius Alemania Cat. 11107-25-N

“Placas para cultivo celular Nunclon Dinamarca Cat 163320
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7. Se decant6 la acetona y se seco la placa al aire, posteriormente se dejo por 3 hrs. en la

estufa de cultivo celular para que secard completamente.

Las placas de este modo preparadas se utilizaron en las pruebas de inmunofluorescencia
directa e inmunoperoxidasa directa. Las placas que no se trabajaron el mismo dia, se

mantuvieron en congelacion.
Inmunofluorescencia directa
Los pasos para realizar la prueba fueron los siguientes:

1. A la placa previamente fijada con acetona al 30% se le di6 un lavado con 100l con

solucién buferada de fosfatos (PBS) con Tween' 80 al 0.05% por 5 minutos.
2. Se decantd y secd para eliminar el exceso de solucion de lavado (SL).

3. Se agregaron 25pl del conjugado de isocianato de fluoresceina contra Pestivirus® a una
dilucion 1:5 en cada pozo, se adicionaron 25l de PBS y se dej6 incubar 30 minutos a

37° C. El conjugado se diluyo en PBS.
4. Al terminar la incubacion se le volvieron a dar 3 lavados de 150pl vy al final se seco.

5. Se observo la placa en el microscopio de fluorescencia.

‘Sigma Aldrich USA Cat. P-1754

*Biotecnologia Industrial Cat. 7610035
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Inmunoperoxidasa directa
Los pasos para realizar la prueba fueron los siguientes:

1. La placa previamente fijada con acetona al 30%, al momento de ser utilizada se le realizo
un lavado con 100pl con una SL que contenia: PBS y Tween 80 al 0.05% por 5 minutos,

pasado este tiempo se decanto y se seco la placa para eliminar el exceso de SL.

2. Se agregaron 25ul por pozo de un antisuero policlonal” contra FPC conjugado con
peroxidasa contra el vFPC diluido en una solucion de dilucion (SD) que contenia: PBS,
Tween 80 al 0.01% y suero de caballo al 5%, el conjugado se manej6 a una dilucion de 1:6

y se dej6 incubar 60 minutos a 37° C.

3. Al terminar la incubacion se le dieron 3 lavados de 100 pl por pozo con la SL, se decanto

y seco.
6. Se adicionaron 50pl de sustrato e indicador y se dejé a temperatura ambiente por 15-20

minutos®.

La preparacion del sustrato e indicador fue segin las especificaciones del producto de
Ceditest (Ver anexo 2).

*Biotecnologia Industrial Cat. 7610030
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ELISA de captura

Las muestras se manejaron de la siguiente manera, las que correspondian al carcamo 1 de la
Granja 1 se mezclaron, tomando la cantidad necesaria de cada una de las muestras para
completar los 150l que requeria la prueba y se manejaron como una sola muestra. Lo

mismo se realizo para el resto de las muestras de la Granja 1 y de las demas Granjas.

Los sobrenadantes se trabajaron a una dilucion 3:4 y se analizaron mediante el kit
comercial ~ CHEKIT-CSF-Virus-II', para lo cual se sigui6 el procedimiento descrito por

el fabricante®® (Ver anexo 3).

Esta prueba maneja ciertos valores en porcentaje para determinar si una muestra es

positiva, negativa o sospechosa. Los valores se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores para la prueba de ELISA de captura.

Valor % Interpretacion

<30% Negativo
30 - 40 % Sospechoso

> 40% Positivo

'Laboratorio Bommeli Suiza
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Analisis estadistico.

Se determind el porcentaje de granjas positivas tanto para los solidos, los liquidos y

material del carcamo de recoleccion. Para esto se utilizo una estadistica de tipo descriptiva.
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Resultados

No se les realizaron las pruebas a 28 muestras debido a que al momento de descongelar las
muestras los criotubos que se utilizaron para la conservacion no resistieron el cambio de
temperatura y explotaron. Estas correspondian a las siguientes granjas: Granja 1: 3 muestra.

Granja 2: 1 muestras. Granja 5: 3 muestras. Granja 7: 9 muestra. Granja 8: 12 muestras.
Imunoperoxidasa.

Al realizar el analisis de las muestras por medio de la prueba de inmunoperoxidasa, las 50
muestras del circamo, las 47 muestras provenientes del liquido obtenido del separador y las
25 muestras del solido procesadas resultaron negativas a la presencia del virus. (Tablas 1, 2

y 3).

Tabla 6. Nimero de muestras del carcamo que fueron analizadas
por la prueba de inmunoperoxidasa.

Nimero de muestras Resultado
Circamo 1 Circamo2  Positivo Negativo

Granja 1 2 2 0 4
Granja 2 3 2 0 5
Granja 3 3 3 0 6
Granja 4 3 3 0 6
Granja 5 3 3 0 6
Granja 6 3 3 0 6
Granja 7 s/m 3 0 3
Granja 8 s/m 2 0 2
Granja 9 3 3 0 6
Granja 10 3 3 0 6

Total 23 27 0 50

s/m: Sin muestra
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Tabla 7. Namero de muestras del separador que fueron analizadas
por la prueba de inmunoperoxidasa.

Numero de muestras Resultado

Separador 1 Separador 2 Positivo_Negativo

Granja 1 2 3 0 5
Granja 2 3 3 0 6
Granja 3 3 3 0 6
Granja 4 3 3 0 6
Granja 5 2 1 0 3
Granja 6 3 3 0 6
Granja 7 3 s/m 0 3
Granja 8 s/m s/m s/m s/m
Granja 9 3 3 0 6
Granja 10 3 3 0 6

Total 25 22 0 47

s/m: Sin muestra

Tabla 8. Numero de muestras del solido que fueron analizadas
por la prueba de inmunoperoxidasa.

Nimero de Resultado
muestras
Sélidos _ Positivo  Negativo
Granja 1 3 0 3
Granja 2 3 0 3
Granja 3 3 0 3
Granja 4 3 0 3
Granja 5 3 0 3
Granja 6 3 0 3
Granja 7 s/m s/m s/m
Granja 8 1 0 1
Granja 9 3 0 3
Granja 10 3 0 3
Total 25 0 25

s/m: Sin muestra
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Muestras negativas

Controles

Figura 15. Del lado izquierdo en la parte superior se observa el control positivo y el
negativo en la parte inferior. Del lado derecho se observan las muestras que resultaron
negativas por la prueba de inmunoperoxidasa.

Inmunofluorescencia.

En 10 de las muestras que se analizarian por esta prucba no hubo la cantidad suficiente.
Estas corresponden a las siguientes granjas: Granja 1: | muestra. Granja 2: 2 muestras.
Granja 4: 1 muestra. Granja 5: 2 muestras. Granja 7: | muestra. Granja 9: 2 muestras.

Granja 10: | muestra.

Al realizar el andlisis de las muestras por medio de la prueba de inmunofluorescencia, las
42 muestras del circamo, las 45 muestras provenientes del liquido obtenido del separador y
las 25 muestras del sélido procesadas resultaron negativas a la presencia del virus. (Tablas

4,5y6).
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Tabla 9. Numero de muestras del carcamo que fueron analizadas
por la prueba de inmunofluorescencia.

Nimero de muestras Resultado
Circamo 1  Circamo 2 Positivo  Negativo

Granja 1 2 2 0 4
Granja 2 3 s/m 0 3
Granja 3 3 3 0 6
Granja 4 3 2 0 5
Granja 5 2 2 0 4
Granja 6 3 3 0 6
Granja 7 s/m 2 0 2
Granja 8 s/m 2 0 2
Granja 9 2 2 0 +
Granja 10 3 3 0 6

Total 21 21 42

s/m: Sin muestra

Tabla 10. Numero de muestras del separador que fueron analizadas
por la prueba de inmunofluorescencia.

Nimero de muestras Resultado
Separador 1 _Separador 2 Positivo Negativo

Granja 1 3 3 0 6
Granja 2 3 3 0 6
Granja 3 3 3 0 6
Granja 4 3 3 0 6
Granja 5 2 s/m 0 2
Granja 6 3 3 0 6
Granja 7 3 s/m 0 3
Granja 8 s/m s/m s/m s/m
Granja 9 3 2 0 5
Granja 10 2 3 0 5

Total 25 20 45

s/m: Sin muestra
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Tabla 1 1. Nimero de muestras del solido que fueron analizadas
por la prueba de inmunofluorescencia.

Nimero de Resultado
muestras
Solidos Positivo Negativo

Granja 1 3 0 3
Granja 2 3 0 )
Granja 3 3 0 3
Granja 4 3 0 3
Granja 5 3 0 3
Granja 6 3 0 3
Granja 7 0 0 0
Granja 8 1 0 1
Granja 9 3 0 3
Granja 10 3 0 3

Total 25 25

s/m: Sin muestra

Prueba de ELISA de captura.

Al realizar la prueba de ELISA de captura, de las 18 muestras provenientes del carcamo, 17
resultaron negativas (94.44%) y una muestra correspondiente a la Granja 1 resulté positiva
a la presencia del virus de FPC (5.56%). El valor obtenido para esta muestra fue de

53.96039604% (Tabla 7).

Las 17 muestras provenientes del separador, resultaron negativas a la presencia del virus de

FPC (100%) (Tabla 7).

De las 9 muestras de solidos, 8 resultaron negativas (88.88%) y una muestra
correspondiente a la Granja 1 resulté positiva a la presencia del virus de FPC (11.12%). El

valor obtenido para esta muestra fue de 50.4950495%.(Tabla 7).



Los resultados obtenidos para todas las muestras analizadas se encuentran referidas en el

Anexo 1.

Tabla 12. Presencia del vFPC a partir de muestras del carcamo, separador y s6lidos,
utilizando la prueba de ELISA de captura.

Ciarcamo 1 Carcamo 2 Separador 1 Separador 2 Sdélidos

Granja 1 (-) (+) (=) (=) (+)
Granja 2 (-) {~) (-) (=) G~
Granja 3 (=) (=) (=) (=) (=)
Granja 4 (-) (=) (-) (=) (=2
Granja 5 (-) (-) (=) (=) (=)
Granja 6 (-) - (-) (-) (-) <)
Granja 7 s/m (-) (-) s/m s/m
Granja 8 s/m (-) s/m s/m (-)
Granja 9 (=) (=) (-) (=) (=)
Granja 10 (-) {-) (=) (-} (=)

s/m: Sin muestra, (<) negativo, (+): positivo
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Discusion

Las muestras que resultaron positivas en la prueba de ELISA de captura pertenecen a una

zona de Guanajuato donde solo se presento un brote de FPC en el afio de 2003.

Entre las causas por las cuales no se pudo detectar al virus por medio de inmunoperoxidasa
e inmunofluorescencia se puede deber a ciertas propiedades viricidas del estiércol, entre

ellas se encuentra la actividad bacteriana o proteolitica®'.

La inactivacion viral en excretas o mezcla de aguas residuales es causada por la actividad
microbiana, en muchos casos, los niveles de algunos virus han sido reducidos por la adicion
de proteasas, demostrando que la actividad proteolitica es en parte responsable de este

efecto’".

Otro componente viricida que tiene el estiércol es el amonia. Usualmente el estiércol de
cerdo tiene un pH alcalino de entre 7.5 a 8. Bajo estas condiciones, una porcion pequeiia de
amonia esta presente en forma de moléculas no ionizadas (NH3), las cuales se sabe tienen
propiedades viricidas. Este efecto se demostré por la acidificacion del estiércol a un pH de
6.5, en el cual los iones de amonia predominan. Al incrementar la temperatura, aumenta la
produccion de amonia siendo este el responsable de la inactivacion. Esta actividad también
se ve influenciada por el pH, para lo cual este debe ser mayor a 8 y con esto el amonia

pueda tener un efecto viricida®'.

Otra de la causa por la cual el virus no puede ser aislado puede ser debido a que estos son
adsorbidos o se adhieren a las particulas de estiércol y por esta causa removidos con el

material sedimentado al momento de la centri fugacién'.
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También se ha observado que el nimero de patoégenos es reducido durante el tratamiento

. = 31
aerobio del estiéreol™ .

kXl encontrar muestras positivas con la técnica de ELISA de captura y no con las técnicas
inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa se puede deber a que la técnica de ELISA es mas
sensible y especifica para la deteccion del vFPC, ya que los anticuerpos que utiliza son
especificos contra la glicoproteina gp44/48 que se encuentra presente en este virus. Esta
técnica utiliza placas que se encuentran cubiertas con anticuerpos especificos contra la
glicoproteina E0, la cual es un glicoproteina de envoltura (gp44/48). Si la glicoproteina se
encuentra presente en la muestra habra una unién especifica con los anticuerpos anti-
glicoproteina que se encuentran fijados en los pozos de la placa, y para evidenciar esta

reaccion se utiliza un conjugado anti-glicoproteina marcado con peroxidasa.

Las muestras que resultaron positivas por la prueba de ELISA de captura pertenecen a una
granja en la cual se estaba vacunando. Se ha mencionado que la vacunacion no proporciona
una proteccion absoluta e incluso permite que el virus se establezca de manera endémica en

la piara infectada®.

La vacunacion solo aumenta el umbral de infeccion de los cerdos, pero no impide la
infeccion, y cuando ocurre, s6lo reduce las manifestaciones clinicas, la excrecion de virus y
la mortalidad. Es por este motivo que el virus puede entrar a una piara vacunada y se puede

difundir a través del manejo de los animales o sus desechos™.

En un estudio realizado por Lozada™, se encontrd una eficacia de la vacuna de un 64% y en
otro de 36%. sin poder determinar a que se debié la menor potencia de la vacuna cuando se

aplicaba a nivel de campo. Una posibilidad es que se hayan vacunado animales que tenian
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todavia anticuerpos maternos o que los animales estaban infectados con el virus que causa
el Sindrome Respiratorio y Reproductivo del Cerdo (PRRS), el sindrome del Ojo Azul
(SOA) o existia algan otro factor inmunosupresor que impidio que se desarrollara una
respuesta inmune adecuada, tal y como se observo en la Granja 1, donde el Médico
Veterinario encargado menciond que se habian presentado brotes de PRRS y SOA en el

area de servicios y gestacion.

En ese mismo estudio se realizo una encuesta serologica donde se pudo determinar que en
algunas de las granjas que no estaban vacunando y consideradas como negativas
clinicamente a FPC habia animales seropositivos, lo que sugeria que el virus de campo se

encontraba de manera endémica’.

Cuando se presenta un brote en una granja intensiva, un inconveniente aparte de los costos
por concepto de mortalidad son las grandes cantidades de estiércol que puede estar
contaminado. Este no puede ser manejado en la forma usual, es decir, para fertilizar tierras
de cultivo o utilizarlo como alimento para los mismos animales, debido a que algunos virus
pueden permanecer viables por largos periodos de tiempo en el estiércol dependiendo de las
condiciones de almacenamiento y su disposicion; lo anterior es un riesgo de diseminacion

del virus en la misma granja o en granjas contiguas™**.

Los niveles de virus presentes en el estiércol después de un brote para el caso de Fiebre
Aftosa y la Enfermedad de Aujeszky son bajos, tal vez 102-107 esto debido a que no son
enfermedades hemorragicas y las excretas de los animales enfermos no contienen grandes
cantidades de sangre. En el caso de enfermedades hemorragicas como la Fiebre Porcina

Africana se puede presentar un titulo de 10 TCIDs; ml” en sangre. La Fiebre Porcina
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Clasica es también una enfermedad hemorragica por lo que hay presencia de sangre en las
heces, y si bien esta no excede el 1% del volumen total del estiércol, pueden contener una
media de 107 TCIDso ml™'. No hay datos disponibles que mencionen los niveles requeridos

. . s . ]
para infectar a los cerdos a partir de estiércol contaminado™ **.

En otro estudio en el cual se inocularon cerdos con el vFPC via intranasal e intramuscular,
permanecieron en las instalaciones por 8 dias, al termino de este tiempo fueron sacados de
los corrales y sacrificados, 24 horas después se colocaron nuevos animales susceptibles a
ser infectados, estos se dejaron por 35 dias, al termino de este tiempo estos animales fueron
sacrificados. De todos los animales se tomaron muestras de tejido, sangre, heces e hisopos
con exudado nasal. Dos muestras de heces fueron colectadas de los corrales al momento de
sacar a los primeros animales y al momento de introducir a los segundos. De los animales
infectados, todas las muestras de tejido fueron positivas y 4 muestras de exudado nasal
resultaron positivas. En un solo cerdo el virus pudo ser aislado a partir de heces colectadas
de manera directa del colon con un titulo de 10", De las excretas colectadas de los corrales
al momento de despoblar y repoblar, el virus no pudo ser aislado. De los animales que se
utilizaron para repoblar los corrales, la sangre fue negativa al aislamiento viral y a prueba
de RT-PCR, no se detectaron anticuerpos y las muestras de tejido fueron negativas. Esto
indica que el periodo de incubacién fue muy corto para que el virus pudiera eliminarse por

. 6
las excresiones®®.

Esto concuerda con los resultados obtenidos por Depner ef al’® donde encontr6 que el vFPC

puede ser aislado de fluidos nasales y heces entre los 10 y 14 dias post inoculacion®’.
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Actualmente se considera que en las zonas porcicolas del altiplano, el vFPC se encuentra

de manera endémica en algunas piaras comerciales y de explotaciones de traspatio.”

El hecho de haber encontrado muestras positivas al vFPC no quiere decir que el virus
estuviera viable. La prueba de ELISA de captura detecta la glicoproteina EO del virus y
estas pueden ser proteinas de membrana procedentes de virus destruidos por lo diferentes
procesos de inactivacion que se llevan a cabo en el estiércol. En el caso de solo existir
proteinas virales las pruebas de inmunoperoxidasa e inmunofluorescencia resultan
negativas, ya que estas necesitan de la replicacion del virus en el citoplasma de las células

para que este sea detectado.
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Conclusiones

El virus de Fiebre Porcina Clasica puede ser aislado a partir excretas porcinas solidas y de
muestras del cdrcamo, esto no indica que el virus es viable o que la cantidad de virus sea

suficiente para infectar a los cerdos.

La prueba de ELISA de captura resultd tener mas sensibilidad para detectar el virus de
Fiebre Porcina Clasica, debido a su capacidad para detectar proteinas especificas del virus,

en este caso la glicoproteina EO.

Las pruebas de inmunoperoxidasa directa e inmunofluorescencia directa no fueron capaces

de detectar al virus, lo que no quiere decir que el virus no estuviera presente.

Se recomienda dar algin tratamiento a las excretas solidas y liquidas para eliminar o

disminuir la presencia del virus.
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ANEXO 1

Resultados de la prueba de ELISA de captura.

Identificacién  Interpretacion  Resultado Identificacion Interpretacion Resultado
Granja 1 1 -26.73 (=) Granja 6 1 -24.25 -)
2 53.96 (+) 2 297 -)
3 -19.80 -) 3 -14.85 -)
4 -12.87 -) 4 -30.69 (-)
5 50.49 ) 5 -17.82 )
Granja 2 1 -28.21 ) Granja 7 1 s/m s/m
2 -2.47 (-) 2 -27.72 -)
3 -11.88 -) 3 13.36 )
4 -20.79 (-) 4 s/m s/m
5 -6.43 -) 5 s/m s/m
Granja 3 1 -18.81 (-) Granja 8 1 s/m s/m
2 -22.27 (-) 2 -15.84 (-}
3 -10.39 (-) 3 s/m s/m
4 2227 -) 4 s/m s/m
5 -29.70 ) 5 -18.81 )
Granja 4 | -24.75 (-) Granja 9 1 -20.29 -)
2 -21.28 (-) 2 -22.27 (-)
3 -13.36 () 3 -23.76 )
4 -12.87 ) 4 -22.77 )
5 -8.41 (-) 5 -10.39 (-)
Granja 5 1 -7.92 () Granja 10 1 -22.27 (-)
2 -20.29 (-) 2 -22.77 (-)
3 -15.34 (-) 3 -19.80 (-)
4 -25.24 ) 4 -28.71 (-)
5 -11.88 (-) 5 -21.281 (-)

I: Carcamo 1, 2: Carcamo 2, 3: Separador 1, 4: Separador 2, 5: S6lidos, s/m: sin muestra.
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ANEXO 2

Reactivos necesarios para la preparacion del sustrato ¢ indicador para la prueba de

inmunoperoxidasa.

Solucion A: 0.4% de 3 amino 9 etilcarbazol en 1 ml de N, N-dimetilformamida (4mg por 1

ml) *2.

Solucion B: 0.05M de acetato de sodio con un pH 5
Solucion C: Solucién de peroxido de hidrégeno al 30%.%
La solucién final se prepard de la siguiente manera:

1ml de la solucién A + 19ml de la solucién B + 10 pul de la soluciéon C2.
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ANEXO 3

Instrucciones para la realizacion de la prueba de ELISA de captura del kit comercial

CSF-VIRUS-II del Laboratorio Bommeli .

1.- Determinar la cantidad de solucion de lavado para lavar las placas Ejemplo: 10 ml de

solucion concentrada al 10x y 90 ml de agua destilada.

2.- Determinar la cantidad de solucion diluente para las muestras, controles y conjugado.

Ejemplo: 1 parte de la solucién A, 1 parte de solucion B y 3 partes de agua destilada.

3.- Depositar 50 pul de la solucion diluente en los pozos correspondientes.

4.- Depositar 150 pl de las muestras y controles sin diluir, homogeneizar. La dilucion final

de las muestras y controles es de 3:4.

5.- Dejar incubar 60 minutos a 37° C en una camara humeda.

6.- Realizar 3 lavados de 300 pl, decantar y secar.

7.- Adicionar 200 pl por pozo del conjugado diluido 1:200 utilizando el diluente de

muestras y conjugado.

8.- Dejar incubar 60 minutos a 37° C en una camara himeda.

9.- Repetir el paso 6.

10.- Adicionar 200 pl del cromégeno en cada pozo.

I 1.- Realizar la lectura de la placa en un fotometro en un longitud de onda de 405nm.
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