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RESUMEN

Uno de los factores que limitan el desarrollo de la porcicultura nacional, incluida la rural, es la
presencia de enfermedades. Es el caso de la Fiebre Porcina Clasica (FPC) y de la enfermedad de
ojo azul también enzdotico en México. El objetivo de este trabajo fue evaluar las subpoblaciones
de los linfocitos CD4* CD8, CD4°'CD8*, CD4°CD8", CD4 CD8', en cerdos sanos Pelén Mexicano y
el efecto de la vacunacon contra la FPC-PAV-250 y el virus de la enfermedad del ojo azul. El
estudio se dividi6é en dos etapas en las primera, se logré cuantificar las cuatro subpoblaciones. En
la segunda, doce cerdos Pelén Mexicano de dos meses de edad fueron divididos en cuatro grupos.
El primero fue vacunado contra la FPC-PAV-250. El segundo fue vacunado con la vacuna contra
la FPC-PAV 250 y tres dias despuésfue inoculado via oronasal, con el virus de la enfermedad del
ojo azul (VEOA). El tercero sélo se inoculd con VEOA. El cuarto sirvié como testigo. El analisis de
las subpoblaciones linfocitarias y de la respuesta celular se hizo por citometria de flujo. Los
resultados de la primera etapa mostraron que la subpoblacion CD4-CD8+ resultd con valores
superiores, para esa edad, a los reportados en la literatura para cerdos los convencionales. En la
segunda etapa se evaluaron las temperaturas rectales, signos clinicos y la respuesta inmune
humoral. No se observaron signos clinicos en ninguno de los tratamientos. La temperatura sélo se
incremento a las 24 y 48 horas en los grupos que se inocularon con el VEOA. Los valores de las
biometrias hematicas no tuvieron ningun cambio significativo (p<0.05). La respuesta humoral en los
animales con doble tratamiento fue mas tardia con respecto a los otros grupos. En los animales de
los grupos dos y tres se encontré un descenso en los linfocitos CD4*CD8" (p<0.05) a partir de la
primer semana. Los linfocito CD4'CD8" aumentaron (p<0.05) desde la primer semana en los
animales del Grupo 1y 3. Los resultados demuestran que las alteraciones en las subpoblaciones
linfocitarias en cerdos Peléon Mexicano inoculado con Rubulavirus porcino son iguales a las
observadas por otros autores en cerdos convencionales. Que la respuesta celular en los cerdos del
Grupo 2 responde a un efecto del virus de ojo azul y no de la vacuna. La vacuna PAV 250 gener6
incremento en las subpoblacion CD4°'CD8" y CD4 CD8'.

Palabras claves: Cerdo Peléon Mexicano, subpoblaciones linfocitarias, fiebre porcina clasica,

vacuna PAV 250, enfermedad del ojo azul.



ABSTRACT

One of the factors that determine the national development of the pig production including the
rural one is the presence of diseases. It is the case of the Classical Swine Fever (CSF) and of
Blue Eye Disease (BED) both enzootic in México. The aim of this study were to evaluate the
sub-populations of lymphocytes CD4* CD8’, CD4'CD8*, CD4'CD8*, CD4'CD8, in healthy
Mexican hairless pigs and the effect of vaccinations against CSF (PAV-250 strain) and the oral
inoculation of the BED virus. This study was divided in two stages; in the first one we were
able to demonstrate and to quantify the four lymphocytes sub-populations. For the second
stage twelve 2 months old Mexican hairless pigs were divided in to four groups. The First
group was vaccinated with CSF PAV-250. The second group was vaccinated again CSF (PAV
250) and three days later they were intranasally inoculated with the virus of the blue eye
disease (BEDV). The third group was only inoculated with the BEDV. The fourth group served
as a control. The lymphocyte subpopulations and the cellular immune response was
measured through a become flow cytometric analysis. The results of the first stage showed
that subpopulation CD4'CD8" were higher for that age to the values reported previously in
literature for conventional pigs. In the second stage body temperatures, clinical signs, humoral
and cellular immune response were evaluated. In all four experimental groups, no clinical
signs were observed. The body temperature showed an increase after 24 and 48 hours post
inoculation in the groups with BEDV. The haematic values of biometry did not have any
statistical significance (p<0.05). The humoral response in the animals with double treatment
was more delayed with respect to the other groups. From the first weak of the study there was
a depletion of lymphocytes CD4"CD8" (p<0.05) in the animal of groups 2 and 3. Lymphocytes
CD4°CD8" increased (p<0.05) from the first week in the animals of group 1 and 3. The results
showed that the alterations in sub-populations of lymphocytes in Mexican hairless pigs
challenged with BEDV are similar to those observed by other authors in conventional pigs.
That the cell immune response in the pigs of group 2 responds to an effect of the BEDV and
not of the CSF vaccine. PAV 250 Vaccine generates increase in sub-populations CD4 CD8"
and CD4°CDS8'.

Key words: Mexican hairless pigs, lymphocytes sub-populations, Classical Swine Fever, PAV
250, BED, BEDV.
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2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes

La porcicultura en México es una actividad que histéricamente ha sido
arraigada a las zonas rurales, constituyendo por un lado una fuente de ingreso y
por otro un excelente fuente de alimentacion. Los cambios en la porcicultura
mexicana en los ultimos 25 afios han transformado basicamente al pequefio y
mediano productor, en un productor empresarial, dependiente de las industrias
productoras de alimento. Los cambios también han llegado en los aspectos
genéticos, transformandose paulatinamente las razas autéctonas por las
llamadas razas modernas."

En Meéxico, no existia el cerdo antes de la llegada de Colén a tierras
americanas; fueron los conquistadores espafioles los que lo trajeron a América,
estando actualmente generalizada su crianza y reproduccioén en el continente.

Fueron cuatro las razas porcinas colonizadoras: Céltica, Ibérica,
Napolitana y Asiatica, la falta de un control entre ellas propicié su cruzamiento,
teniendo como consecuencia la creacion de un biotipo, diferente: al cerdo Peldn
Mexicano (Sus scrufa domesticus). Actualmente el cerdo Pelon Mexicano se
localizan en Veracruz, Puebla, Tabasco, Campeche y Yucatan. En el Pacifico
se les encuentra en los estados de Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
Guerrero, Oaxaca y Chiapas; a principios del siglo constituian el 95% de los
inventarios porcicolas, en la década de los sesentas la poblaciéon sélo ascendia
a dos millones de cerdos que representaban menos de un 30% del total de
cerdos de México.?

2.1.1. Cerdo Pelén Mexicano
La caracteristica principal del cerdo Pelén Mexicano, es la falta de cerdas
en toda la superficie de la piel, presentando un color gris pizarra o negro total



con arrugas en la region maxilar, abdominal y del cuello, por su color de piel no
se observan casos de fotosensibilidad o eritema solar como en las razas de
color blanco.??® Son animales de gran rusticidad, adaptados a las condiciones
del medio ambiente en el que viven. Por tales caracteristicas son explotados en
las comunidades rurales en forma poco tecnificada; consumen gran cantidad de
plantas forrajeras, raices y tubérculos, se alejan varios kilbmetros de las casas
de sus propietarios en busca de alimento y frecuentemente andan en piaras,
son buenos para el pastoreo.?*

La constante introduccion de razas mejoradas de cerdos en las
explotaciones porcinas, ha hecho que el cerdo Pelén Mexicano esté en peligro
de ser absorbido hasta la extincion,® por considerarse una variedad no
mejorada y sin atributos comerciales, sin pensar que su germoplasma es un
recurso Unico y no renovable.®

Es probable que las poblaciones de cerdos pelones posean algunas
caracteristicas utiles determinadas genéticamente, especialmente en lo que se
refiere a resistencia de enfermedades y a la adaptacion a las condiciones
naturales. Igualmente pueden ser una base importante para la mejora de razas
comerciales que se quieran introducir a condiciones tropicales.’

Mucho se habla de la adaptabilidad de las razas indigenas a las
condiciones adversas del medio ambiente, igualmente se presume que pueda
existir resistencia a parasitos y a algunas enfermedades virales o bacterianas.
El cerdo Pelon Mexicano a nivel rural no recibe ningun control de las
enfermedades existentes en las regiones donde se cria.?

La importancia que tienen los cerdos de razas indigenas como posibles
portadores de agentes infecciosos y con ello generador de valiosa informacion,
es determinante dentro de los programas de control y erradicacion de
enfermedades, debiéndose hacer conciencia sobre la necesidad de atencién a
este grupo.®

Uno de los factores que determina el desarrollo de la porcicultura
nacional, incluida la rural, es la presencia de enfermedades. Hoy en dia

sabemos que los agentes etiologicos que afectan a nuestras cerdos son mas



problematicos y dificiles de controlar, en especial si hablamos de agentes
virales. Un excelente ejemplo es el caso de la Fiebre Porcina Clasica,
considerada como uno de los padecimientos que generan grandes pérdidas
economicas en el pais, ademas de la posibilidad de que se llegue a
desencadenar otro tipo de agentes bacterianos y virales, como el virus de la

enfermedad del ojo azul también enzdotico en México.?®

2.1.2. Fiebre Porcina Clasica

La Fiebre Porcina Clasica (FPC) es una enfermedad de distribucion
mundial, que causa grandes pérdidas e impacto econémico en la porcicultura,
debido a que produce elevada morbilidad y mortalidad. En México a partir del
afo de 1973, se inician las primeras acciones para integrar un programa para el
control de esta enfermedad, pero es hasta 1980 que se establece la “Campafa
para el control y erradicacion de la Fiebre Porcina Clasica”.*

La ausencia de sistemas adecuados para el control de la movilizaciéon de
cerdos, de practicas de bioseguridad en las explotaciones pecuarias y de
bioldgicos seguros y eficaces, favorecieron la difusion del padecimiento en
amplias zonas del pais. 4

La Fiebre Porcina Clasica es causada por un virus que pertenece a la
familia Flaviviridae, género Pestivirus. Se excreta en las secreciones lagrimales,
nasales, orina y heces. La principal forma de transmisién es por contacto directo
entre cerdos infectados y los susceptibles, con excreciones y secreciones de
losanimales enfermos. El virus infecta y se replica inicialmente en las células
epiteliales de las criptas tonsiliares y de ahi se difunde a los tejidos linfoides,
multiplicaAndose en las células del tejido reticulo endotelial.>®

Como resultado de la diseminaciéon, el nivel de viremia es alto,
ocasionando leucopenia 'y trombocitopenia; manifestdndose una
inmonosupresion, lo que hace al animal mas susceptible a las infecciones
secundarias. La causa principal de muerte no se conoce, se considera que el
animal muere al ocurrir una liberacion masiva de substancias vasoactivas y el

consecuente choque.>”’



La infeccion puede ser aguda, cronica y crénica tardia, dependiendo de
la virulencia del agente (alta, moderada, baja). Entre los signos principales
estan la fiebre (41°C), al mismo tiempo habra leucopenia marcada, es posible
encontrar trombocitopenia, conjuntivitis, cianosis, ataxia, convulsiones,
anorexia, depresion, letargo, tremor muscular y apatia. Ademas se observa
eritema y pustulas en las piel. Los signos nerviosos, en particular las
convulsiones, ocurren en las ultimas etapas de la enfermedad.>’

En casos agudos, la muerte normalmente sobreviene entre los cuatro y
ocho dias posteriores a la infeccion, en los casos agudos después de 9 a 19
dias. En la forma cronica de la FPC se pueden observar tres fases. En la primer
fase encontramos anorexia, depresion, elevacion de la temperatura vy
leucopenia. La segunda fase aparece semanas después en donde los cerdos
parecen mejorar y la tercer fase nuevamente se observa anorexia y depresion
previamente a la muerte.®®

Los cerdos recuperados de la infeccion generalmente excretan virus
hasta que los anticuerpos especificos se desarrollan. Asi los cerdos infectados
con virus virulentos, excretaran grandes cantidades de virus durante 10 a 20
dias, mientras que en infecciones en los recién nacidos, con cepas de baja
patogenicidad, se caracterizan por periodos cortos de excrecion viral. 8°

En casos cronicos encontramos hemorragias multiples de varios
tamanos, causadas por necrosis de las células endoteliales que recubren el
sistema vascular y ulceras algunas veces de forma botonosa en valvula
ileocecal y ciego, son comunes.’

La rapida difusion de la enfermedad, mortalidad, leucopenia y lesiones a
la necropsia son suficientes para integrar con mucha certeza un diagndstico
presuntivo. Las pruebas de laboratorio se basan en la deteccién del antigeno
viral, aislamiento del virus, o demostracién de anticuerpos contra el virus. .

En México, a partir del afio 1973 se iniciaron las primeras acciones, con
la finalidad de integrar un programa en la zona noroeste y en 1980 se establece
la “Campafia para el control y erradicaciéon de la fiebre porcina clasica”. Desde

esa fecha la campafa se basd en mantener acciones de vacunacion intensiva.



A partir de 1990 se reorganiza la campafia bajo las bases de concertacion y
participacion directa de los productores. La campafa se integra por 3 fases:
control, erradicacion y libre.%™

La fase de control de la FPC, se ha realizado con base en la vacunacion
intensiva de los cerdos, disminuyendo la incidencia a través de los afios.
Actualmente se cuenta con la vacuna PAV 250, elaborada con virus vivo
modificado, que es inocua para los animales y proporciona excelente
inmunidad.'® Cuando en una regién que esta en fase de control no se presentan
brotes de FPC durante un afo, estd regién podra pasar a la fase de
erradicacion, y si pasa un afio mas sin brotes de FPC, entonces podra pasar a
la fase libre de FPC."

Las vacuna contra la FPC que ha demostrado mayor eficacia y
seguridad es la vacuna PAV 250 cultivada en la linea celular PK 15. En México,
por ley, cada lote de vacuna producido, es probado en cuanto a su inocuidad,
potencia y no diseminacién, por la Direccion General de Sanidad Animal
(SAGARPA)™

Desde que se realizaron los primeros estudios, el virus vacunal PAV
250, (Pig Attenuated Virus) demostré que no se diseminaba de los cerdos
vacunados a los susceptibles puestos en contacto. Por lo cual no existen
posibilidades de que se torne virulento, y se transmita de cerdo a cerdo. La
vacuna PAV-250 puede ser aplicada en animales de uno a 21 dias de edad, a
dosis doble, sin que sea patégena para ellos.*"°

Al analizar el historial epizootiol6gico de la FPC en México, se llega a la
conclusion, de que por sus caracteristicas, la vacuna PAV 250 ha sido la mejor
vacuna para el control y erradicacion de esta enfermedad en el pais. '

En México se ha descrito el incremento a la infeccion de la pasteurelosis
por medio de cepas vacunales del vFPC, debido a la inmunosupresion de la
vacuna, que favorece la infeccion por Pasteurella muiltocida)."" Este
experimento clasico demuestra la predisposicion a la colonizacion bacteriana.
La frecuencia actual de FPC, no es tan alta como lo fue en las décadas

anteriores a la de los 80’s; sin embargo, se han observado clinicamente una



serie de interacciones microbianas, generadas por los cambios en el sistema
de crianza intensiva lo que obliga a considerar estas interacciones, para lograr
combatir esta enfermedad que sigue siendo la amenaza mas costosa de la

porcicultura.™

2.1.3. Enfermedad del ojo azul

La Enfermedad del ojo azul (EOA), es un padecimiento de los cerdos
que actualmente es uno de los mas graves en el centro del pais; demostrando
tener un significado econdmico importante para la porcicultura nacional, ya que
durante los brotes se ven afectados los parametros productivos y reproductivos
de la granjas afectadas. Este padecimiento es de origen viral y afecta a los
cerdos de diferentes edades. La EOA causa encefalitis, signos reproductivos y
opacidad de la cérnea. Los signos dependen de la edad del animal.'" '

Las primeras descripciones de la enfermedad se presentaron en la
ciudad de la Piedad Michoacan. En ese momento se observaron brotes de
encefalitis y opacidad de la cérnea en lechones. El cuadro nervioso presentd
caracteristicas clinico patolégicas diferentes a los cuadros de encefalitis
previamente descritos en México.'?"°

La enfermedad ha sido diagnosticada unicamente en México, hasta la
fecha la unica zona libre de la enfermedad es la noroeste. Por el contrario, los
estados de Michoacan, Jalisco y Guanajuato representan la zona con mayor
incidencia de la misma. También se ha diagnosticado en los estados de
México, Querétaro, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla entre otros.'

El virus de la EOA ha sido clasificado como un miembro de la familia
Paramyxoviridae, género Rubulavirus, constituido por una cadena acido
ribonucleico (ARN), en sentido negativo con una envoltura lipoproteica
encerrado en una nucleocapside helicoidal simétrica. El Rubulavirus porcino
(RvP) reconoce especificamente moléculas que contienen &cido N-

acetilneuraminico.®®



La presencia de receptores celulares, constituye un factor determinante
en la susceptibilidad a la infeccién viral; ademas, de otros mecanismos que
favorecen, inhiben e incluso regulan, el proceso de infeccion.'’

En el control, regularizacién o erradicacion de una infeccion viral, el
conocimiento de los mecanismos inmunologicos es indispensable. No obstante,
diversos virus han logrado evolucionar evadiendo o controlando el sistema
inmunitario de su hospedero. Hasta el momento se ha identificado a los cerdos
como la unica especie susceptible a generar signos clinicos de la infeccion por
el Rvp; experimentalmente el virus puede infectar ratones, ratas, conejos,
embriones de pollo y perros sin que estos Ultimos lleguen a presentar signos
clinicos de la enfermedad.' La infeccién producida por el Rvp se trasmite por
contacto directo a través de secreciones. La via de entrada en forma natural es
la oronasal. Experimentalmente se ha demostrado que el virus inicia su
replicaciéon en mucosa nasal y tonsilas, de ahi se difunde por vias aéreas a los
pulmones.?!

Los signos clinicos dependen principalmente de la edad del animal. En
lechones menores a 20 dias se presentan signos mas severos asi como la tasa
de mortalidad mas alta. Los animales se ven postrados, deprimidos o con
problemas nerviosos. Los primeros signos son: fiebre, eritema cutaneo, pelo
erizado y lomo arqueado; ésta semiologia se acompafa de constipacion y en
ocasiones diarrea. Posteriormente los animales presentan signos nerviosos
progresivos; tales como: incoordinacion, hipersensibilidad, debilidad, rigidez,
temblores musculares, posturas y marchas anormales. Mas tarde, hay
postracion, letargia, con algunos movimientos involuntarios, mirada perdida,
pupila dilatada y ceguera.?"®

La muerte se presenta entre las 30 y 48 horas después de la postracion.
En algunos casos el curso es de 48 horas, pero lo mas frecuente es que sea de
3 a 5 dias. Simultaneamente, algunos animales presentan conjuntivitis, ojo
hinchado, lagrimeo, parpados pegados y en 1 al 10% de los afectados hay
opacidad de cornea uni o bilateral. Con frecuencia solo se observa la opacidad

corneal, sin signos nerviosos en los lechones.?*%°



En cerdos de mas de 30 kilos los signos nerviosos son raros y pocos
animales mueren. El unico cambio observado es la opacidad de la coérnea en 1
al 4% de los cerdos. Cuando llegan a presentarse los signos nerviosos existe:
anorexia, depresion, incoordinacidbn, marcha en circulo y movimientos
pendulares de la cabeza, entre otros. También se presenta conjuntivitis y
opacidad de la cornea.' Se ha sugerido retrazo en el crecimiento y disminucion
en el consumo de alimento.?* En animales de pie de cria, es poco frecuente que
los animales adultos desarrollen opacidad corneal. En sementales, solo existen
reportes de campo en donde se asocian los trastornos reproductivos de los
verracos a la presencia del virus de la EOA.%

Los cambios macroscépicos que se le atribuyen a la infeccién por el virus
de la EOA, son escasos y ocasionalmente estan ausentes. Frecuentemente se
observa congestion meningea con aumento variable del volumen del liquido
cerebroespinal y neumonia, la cual se aprecia en los bordes ventrales de los
I6bulos craneales y con extension del 1 al 5% del parénquima. Los pulmones no
se colapsan. La opacidad de la cérnea por edema se aprecia con baja
frecuencia en los cerdos muertos por la enfermedad, ésta generalmente es
unilateral. En cerdos mayores de 30 dias y convalecientes, la cérnea
edematosa llega a tener un grosor de hasta 3mm, el humor acuoso es escaso.?®

Los principales cambios histologicos se localizan en el sistema nervioso
central. En animales infectados se presenta meningoencefalitis no supurativa
que afecta principalmente al talamo, cerebro medio y corteza cerebral.?>?

El diagnostico del agente etiolégico se realiza mediante pruebas de
aislamiento viral, e identificacibn por inmunoflorescencia, microscopia
electronica a partir de encéfalo, tonsilas, pulmén y monoestratos de células
infectadas. La deteccién de anticuerpos se efectua por medio de técnicas como
la de inhibicion de la hemaglutinacion, virus sueroneutralizacion, ELISA y
PCR.2

No hay tratamiento especifico que pueda usarse en contra del virus, la
medicacion en contra de infecciones bacterianas ayuda para disminuir la

mortalidad y los retrasos en el crecimiento.??°



Al seguir las medidas sanitarias preventivas, se reduce al minimo el
riesgo de adquirir la enfermedad.

Pocos estudios experimentales se han realizado para comprobar el
efecto de bacterias y virus en el cerdo Pel6on Mexicano. Vizuet demostré que el
cerdo Peldn es susceptible al Rubulavirus productor de la Enfermedad del ojo

azul, cuando éste es inoculado por via intramuscular y oronasal.?’

2.1.4. Respuesta inmune del cerdo.

En el cerdo, asi como en otras especies domésticas, existe un conjunto
de barreras mecanicas, quimicas y biolégicas. que limitan en gran medida el
ingreso de agentes infecciosos al organismo. Cuando estas barreras son
superadas, las células del sistema inmune innato y del sistema inmune
adquirido se encargan del control. Entre las células que participan en la
respuesta inmune innata se encuentran: los granulocitos, neutréfilos, basdfilos,
eosinodfilos, células presentadoras de antigenos(CPA) (macréfagos y células
dendriticas), células NK (importantes en infecciones virales). Otros mecanismos
importantes dentro del sistema innato de defensa son: el complemento, las
citocinas e interferones, siendo estos dos Gltimos de gran importancia en la
“comunicacion” del sistema inmune.?’%°

El sistema inmune adquirido esta compuesto por los linfocitos By T. Los
primeros se encargan de la produccién de anticuerpos, importantes para
neutralizar virus y toxinas bacterianas. Los segundos se dividen en linfocitos T
citotoxicos vy linfocitos T cooperadores. Ambos se activan una vez que las CPA
han procesado los diferentes antigenos y los presentan asociados al complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés), clase | para el
caso de los linfocitos citotoxicos, o a la clase Il para los linfocitos cooperadores.
La inmunidad adquirida es muy importante en todos los animales domésticos,
ya que presenta la caracteristica de tener “memoria inmunok’)gica".”'29

En el cerdo se han identificado las 1gG, IgM, IgA, e IgE, aunque también
se ha supuesto la existencia de la IgD como en la especie humana. Estudios

serolégicos describen 4 subclases de 1gG, siendo la IgG1 la que predomina en



el cerdo. La IgG comprende alrededor del 88% del suero, 80% del calostro y 20-
30% de la leche. Los niveles séricos de la IgA son de aproximadamente 3%,
14% en calostro y 82% en leche. En cuanto a la IgM, comprende un 14% del

suero, 6% del calostro y 18% de la leche.?®

2.1.5. Caracteristicas de los linfocitos porcinos.

De acuerdo a sus funciones y a algunas moléculas que se expresan en
la superficie, los linfocitos T se pueden dividir en linfocitos CD4 o cooperadores
y en linfocitos CD8 o citotdxicos. Los linfocitos CD4 son los responsables de
regular la respuesta inmune, con la produccién de citocinas como la IL-2, el
IFNy, la IL-4 y la IL-10 que activa a los macréfagos, linfocitos B y T; basandose
en el patron de las citocinas, los linfocitos cooperadores se dividen en Th1 y
Th2. Los linfocitos CD8 se encargan de la citotoxicidad, restringida por las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad Clase | y son
importantes en las infecciones intracelulares. El cerdo es la Unica especie que
expresa altos porcentajes de linfocitos dobles positivos CD4"CD8" en la sangre
periférica(entre 10% y 60%). Estos porcentajes se conservan en 6Organos

linfoides secundarios en condiciones normales.?®°

Saalmiiller y Pescovitz fueron los primeros en identificar la presencia de
linfocitos CD4'CD8" en el cerdo y en proponer dos hipotesis de sus posibles
actividades bioldgicas, la primera: estas células pueden representar linfocitos
inmaduros que emigraron del timo sin perder alguno de sus marcadores y la
segunda: estas células representen linfocitos CD4 que han adquirido el
marcador CD8 después de su sensibilizacion y lo retienen para convertirse en
linfocitos pequefios. La primera hipétesis fue rechazada, ya que estos linfocitos
no expresan el marcador CD1 que identifica a timocitos; la segunda hipétesis es
la mas aceptada. Los resultados indican que los linfocitos CD4" adquieren el
marcador CD8 para convertirse en linfocitos CD4°CD8", después de una
respuesta in vitro a estimulos alergénicos, virales y parasitario. Esta respuesta

esta restringida al MHC-|1.%%%
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2.1.6. Aspectos generales de la inmunidad frente a los virus.

Los virus inician su proceso de infeccion al reconocer a un receptor
especifico como una célula blanco, la cual puede o no ser susceptible de ser
infectada. Cuando un virus infecta a una célula, subsecuentemente altera sus
funciones metabdlicas. Dentro de la célula, el virus inicia la transcripcion de sus
proteinas y utiliza las enzimas de la célula infectada; éstas ultimas le permiten
la produccion de particulas viricas capaces de infectar a otras nuevas células
blanco.3*3

Una eficaz respuesta inmune celular y humoral son condiciones
necesarias para el control y erradicacion de las infecciones virales. La reaccion
que se genera también depende del tipo de virus, via de entrada, la dosis
infectante, tipo de célula presentadora y estado general del hospedador.®

La respuesta inmune frente al virus se inicia con la produccién de
interferon beta, por las células infectadas, lo que aumenta el potencial litico de
células las NK y la expresion del MHC-1.%*

El aumento de la expresion del MHC-I facilitara la acciéon de los linfocitos
T citotdxicos CD8. La presencia de linfocitos T CD8 con actividad citotdxica se
ha demostrado en diferentes modelos de infecciones virales, se sugiere que
juegan un papel importante para el control de la infeccion.®*’

El resultado de la actividad citotoxica de las diversas células efectoras
(NK, linfocitos CD8 6 CD4) sobre las células infectadas, provoca que se liberen
antigenos virales endégenos. Estos pueden ser fagocitados, procesados y
presentados como antigenos exégenos por el MHC-II. Este proceso induce la
proliferacion de linfocitos cooperadores CD4*. Estos responden con la
produccion de citocinas como la IL-2 e interferon-gama 6 IL-4 e IL-10. Durante
la infeccion aguda, no es posible discriminar entre una respuesta Th1 6 Th2, ya
que predomina la produccion de ambas. En los procesos crénicos es posible
identificar un patron de produccién Th 2 que favorecen muchas de las

infecciones persistentes.?
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2.2. Justificacion

En zonas de control de la fiebre porcina clasica, es frecuente observar
otros agentes infecciosos causantes de enfermedades, tales como Sindrome
Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS), enfermedad de aujeszky,
enfermedad del ojo azul, neumonias etc. Debido a ello es comun que se deje de
vacunar contra fiebre porcina clasica, por el temor de propiciar la proliferacion
de estos agentes infecciosos y generar enfermedades de tipo diarreico,

nervioso, respiratorio y sistémico.

2.3. Hipotesis

En los cerdos Pelén Mexicano vacunados con la vacuna PAV 250 e
inoculados con el virus de la Enfermedad del ojo azul, generan mas
alteraciones en sus subpoblaciones linfocitarias sanguineas y en la respuesta

inmune humoral, que en los animales so6lo vacunados 6 solamente

inoculados.

2.4. Objetivos generales

Cuantificar las subpoblaciones de células mononucleares de la sangre
periféricade cerdos jovenes Pelon Mexicano. Evaluar el efecto de la vacuna
contra la fiebre porcina clasica (PAV- 250) y la inoculacién del virus de la

enfermedad del ojo azul, en cerdos Pel6n Mexicano.

2.5.0bjetivos especificos

2.5.1. Cuantificar las subpoblaciones de células mononucleares de la
sangre periférica de cerdos jovenes Peldn Mexicano.

2.5.2. Determinar las subpoblaciones de linfocitos en la sangre periférica
de cerdos Peldon Mexicano, inmunizados contra fiebre porcina clasica e
inoculados con el virus de la enfermedad del ojo azul.

2.5.3. Determinar la respuesta humoral (anticuerpos especificos) contra
la Enfermedad del ojo azul y contra la fiebre porcina clasica, en cerdos Pelén

12



Mexicano inmunizados contra la fiebre porcina clasica e inoculados con .eI virus
de la enfermedad del ojo azul.

2.5.4. Determinar antigenos virales de la Enfermedad del ojo azul y de
la fiebre porcina clasica en cerdos Pel6n Mexicano, inmunizados contra la fiebre

porcina clasica, e infectados con el virus de la enfermedad del ojo azul.
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3. MATERIAL Y METODOS

Para facilitar la investigacion el trabajo se realizd en dos etapas. La
primera de ellas consistid en cuantificar las subpoblaciones linfocitarias en la
sangre periférica de cerdos Pelén Mexicano sanos; y la segunda en cuantificar
las mismas células en los animales vacunados con la PAV 250 e inoculados
con el virus de la enfermedad del ojo azul, utilizando los grupos control
adecuados.

3.1. ETAPAI

3.1.1 Animales

Se utilizaron 10 animales Pelén Mexicano con una edad promedio de 2
meses, serolégicamente negativos a la presencia de anticuerpos contra la
enfermedad del ojo azul, enfermedad de aujeszky, PRRS vy fiebre porcina
clasica. Se les proporciond alimento comercial. El agua se administro ad
libitum. Los animales se identificaron con aretes con numeros progresivos del 1
al 10.

3.1.2. Disefo experimental

Previo a la inmunizacién y desafio de los animales, se cuantificaron las
células mononucleares (CMN), de la sangre periférica de cerdos Peldn
Mexicano sanos. Se obtuvieron muestras de sangre dos veces por semana de
todos los animales, durante mes y medio. Durante esta etapa se separaron y
cuantificaron obteniéndose los porcentajes de las siguientes
subpoblaciones de linfocitos T CD4*CD8", CD4'CD8*, CD4'CD8*, CD4CD8".

3.1.3. Separacion de células linfocitarias

La sangre de los cerdos colectada en los tubos que contenian heparina

se mezclé con el mismo volumen de un gradiente de concentracion (Ficol-
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Histopaque 1077), posteriormente se centrifugd (800 g/30min), se lavo 3 veces
con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS). Las CMN se colectaron a partir
de la interfase que se formé. Se lavaron dos veces con medio de cultivo RPMI-
1640 sin suero (700 g/5min) y posteriormente se resuspendieron en 5 ml RPMI-
1640 adicionado con 10% de suero fetal bovino. Se determiné su viabilidad con
azul tripan y se ajustaron a una concentracion final de células viables de
1x10%/ml.

3.1.4. Identificacion de las subpoblaciones linfocitarias.
Con las CMN ajustadas se hizo la identificacion de las subpoblaciones:
Para identificar las células se realizaron 2 incubaciones. En la primera
incubacion se utilizaron anticuerpos monoclonales: anti-CD4 (IgG2, 74:12.4),
anti-CD8 (IgGza 76-2-11), anti gamma-delta (PPT-16) elaborados en ratdon
obtenidos de VMRD Inc. (Washington USA). En la segunda incubacioén se
utilizaron anticuerpos policlonales elaborados en cabra, anti-lgG de raton
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Becton&Dickinson,
Mountain, Cal USA), un anticuerpo monoclonal de rata anti-lgG2a de raton
conjugado con Ficoeritrina (PE) (Zymed Laboratories Inc, USA), un anticuerpo
monoclonal de rata anti IgG1 de ratén, conjugado PE (Serotec Reino Unido).
Las concentraciones Optimas para cada anticuerpo fueron determinadas
previamente. Ambas incubaciones fueron de 15 minutos a 4°C y entre cada
una las células se lavaron dos veces con solucién buffer (PBS; pH 7.2, BSA
0.2%, Nz3N 0.1%, EDTA 0.01%). De las células marcadas se analizaron 100,
000 para cada subpoblacion por citometria de flujo (FACSCalibur,

Becton&Dickinson, Mountain, Cal).

3.2. ETAPAII
3.2.1. Animales

Se utilizaron 12 animales Pelon Mexicano de 8 a 10 Kg. de peso, con
una edad promedio de 2 meses, serolégicamente negativos a la presencia de

anticuerpos contra la enfermedad del ojo azul, enfermedad de aujeszky, PRRS
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y fiebre porcina clasica. Se les dio alimento comercial para cerdos. El agua se
administro ad libitum.
Los animales se identificaron con aretes con nUmeros progresivos del 1

al 12, para posteriormente formar cuatro grupos de tres animales cada uno.

3.2.2. Diseio experimental

Esta etapa consistié en la identificacién y cuantificacion de las células
linfocitarias de la sangre periférica, linfocitos T: CD4'CD8, CD4CD8",
CD4*CD8*, CD4'CD8" de cerdos Peldon Mexicano durante el periodo posvacunal
y posdesafio.

Los animales se dividieron en cuatro grupos. Definiéndose al Grupo 1
con los cerdos que recibieron el numero 1, 3, y 6; al Grupo 2 los cerdos 2, 4, y
5; Grupo 3 cerdos 7, 8,y 9 y Grupo 4 cerdos 10, 11, y 12.

El primer grupo fue vacunado con la PAV 250.

El segundo grupo fue vacunado con la PAV 250 y tres dias después
inoculado por instilacion nasal con el virus de la enfermedad del ojo azul.

El tercer grupo sélo se inocul6 con el virus de la enfermedad del ojo azul

El cuarto grupo sirvi6 como testigo, al cual se le aplicd la misma dosis
(2ml), pero del diluente de la vacuna y se le inoculd solucién salina fisiolégica
por instilacion nasal (5ml).

El trabajo se hizo con los cuatro grupos de forma simultanea; con una
duracion total de 18 dias. Todos los dias se registro la temperatura rectal a los
doce animales y fueron evaluados clinicamente; cada tercer dia se tomaron
muestras sanguineas para ser analizadas por biometrias hematicas, serologia y
citometria de flujo. Se tomaron hisopos nasales a los cuatro grupos tres veces

a la semana.
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Dia cero Vacunacioén de los animales del Grupo 1y 2.
Grupo 4, aplicacion de diluente de la vacuna.
Toma de muestras sanguineas

Dia tres Inoculacién del virus de la enfermedad del ojo azul a los Grupos 2 y
3.
Grupo 4, aplicacion de solucién salina fisiolégica como inéculo.

Toma de muestras sanguineas

Dia dieciocho Sacrificio de los 12 animales

3.2.3. Instalaciones

En ambas etapas se utilizaron las unidades de los aislamientos y el
laboratorio de diagnéstico del Departamento de Producciéon Animal: Cerdos
pertenecientes a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Nacional Autbnoma de México.

3.2.4. Virus
Rubulavirus porcino:

Se trabajé con el Rubulavirus porcino aislado el afio 1990, llamado
Produccién Animal Cerdos, aislamiento numero tres (PAC3). Esta cepa
ocasiona signos nerviosos de incoordinacion y muerte en lechones,
reabsorciones y momificaciones en cerdas gestantes, ademas de orquitis en
machos.

Para realizar el aislamiento viral, se obtuvo el encéfalo de un animal de
destete, que manifestd signos nerviosos durante un brote de la enfermedad del

0jo azul en una granja reproductora.
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Para la caracterizacion del virus se han llevado a cabo diversos
estudios:
1. Efecto Citopatico
Hemaglutinacion
Hemadsorcion
Inmunofluorescencia

Purificacion Viral

2

Seroneutralizacidn e inhibicién de la hemoaglutinacion 3442

3.2.4.1. Titulacién viral

Las células VERO se ajustaron a 25 000 células por pozo en medio
minimo de cultivo, (MEM Sigma), adicionado con 10% de suero fetal bovino. Se
utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano estériles (NUNC) adicionandoles
150 pl de la suspensién de las células. Una vez formado el monoestrato (24
horas ) se prepararon diluciones décuples del virus (10° hasta 10%) y se
adicionaron 50 pl de cada diluciéon por pozo, cada una con ocho repeticiones.
Después de 72 h de incubacion se colectaron 50ul de los sobrenadantes,
transfiriéndolos a otra placa de 96 pozos de fondo en U y se les determino su
actividad aglutinante utilizando gldbulos rojos de ave al 0.5%. Los resultados se
expresaron como dosis infectante para cultivos celulares 50% (DICCsp), usando
el método de Karber.?®4°

El virus utilizado para realizar los pruebas in vitro, asi como para la
inoculacién de los animales, tuvo un titulo de 64 unidades hemaglutinantes
(UH). Por efecto citopatico presenté un titulo de 10%° DICC (dosis infectantes

en cultivo celular).

3.2.5. Vacuna

La vacuna que se aplico fue la SUVAXYN FPC-250 (PAV-250) vacuna
de virus vivo modificado, donada por el laboratorio FORT DODGE ANIMAL
HEALTH, a una dosis de 2ml via intramuscular a cada animal. La vacuna PAV

250 ha sido la mas usada en la campafa de control y erradicacion de la fiebre
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porcina clasica en México desde 1998 a la fecha, por las bondades que

presenta.

3.2.6. Obtencidén de las muestras de sangre

El sangrado de los animales se efectué a partir del golfo de las
yugulares, donde se obtiene sangre de la vena cava anterior o de la yugular. La
sangre fue repartida en tubos de vacutainer con heparina, y en tubos sin

anticoagulante.

3.2.7. Biometrias Hematicas

Las técnicas que se emplearon fueron las siguientes. Para medir
hematocrito: micro hematocrito; para la hemoglobina: cianohemoglobina; para
determinar la cuenta total de leucocitos, eritrocitos y el conteo de plaquetas se

utilizo el método directo. 38

3.2.8. Respuesta humoral

Se tomaron muestras sanguineas de todos los animales, antes y
durante la investigacion, cada tercer dia. Todas las muestras fueron
analizadas mediante la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion (IHA),
con eritrocitos de bovino al 0.5%, para la detecciéon de anticuerpos contra la
EOA; y para la FPC se uso la técnica de ELISA.

Deteccion de anticuerpos contra EOA por la prueba de Inhibiciéon de

la Hemaglutinacion (IHA)

Para la realizacion de esta técnica se utiliz6 el método beta, este
consiste en hacer diluciones del sueroy agregar un volumen igual de la
suspension del virus, previamente titulado (8 unidades hemaglutinantes).
Previo a la realizacion de la prueba de IHA, el complemento de los sueros fue
inactivado durante 30 minutos a 56°C en bafio maria. Posteriormente fueron
adsorbidos con caolin y eritrocitos de bovino al 5%, durante 24 horas a 4°C,

esto con el fin de eliminar inhibidores inespecificos de la hemaglutinacion.
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Para la titulacién de los sueros se emplearon placas, que constan de 96
pozos con fondo en “U”. Se realizan titulaciones por duplicado. En cada fila
se agregaron 50 pl de solucién salina por pozo. Se colocaron 50 pl del suero
de los casos problema en el primero y segundo pozos de cada hilera. La
dilucién del suero se inicidé a partir de estos ultimos. Las diluciones de cada
suero fueron desde 1: 2 hasta 1: 256. Después de diluir se agrego6 el virus,
calculando 8 unidades hemaglutinantes. Se permiti6 que se realizara la
reaccion durante una hora a 25°C. Finalmente a cada pozo se le agregaron
50 pl de eritrocitos de bovino al 0.5%.*' La lectura se hizo a los 60 minuto.

Considerandose los sueros como positivos a partir de titulos de 1:16.

Deteccion de anticuerpos contra FPC en suero por la Técnica de
ELISA

El “Kit" de ELISA (HerdChek’Elisa Test Kit IDEXX), detecta

anticuerpos especificos contra el virus de la fiebre porcina clasica (VFPC). El

ensayo es una ELISA de bloqueo que utiliza placas de microtitulacion cuyo
fondo esta cubierto con el antigeno del VFPC. Los anticuerpos presentes en
el suero bloquean la union de los anticuerpos monoclonales especificos del
virus conjugados con peroxidasa. El resultado se indica por el desarrollo del
color y la densidad 6ptica. La densidad éptica se mide con un lector de
microplacas a una longitud de onda de 450 nm o una longitud de onda dual
de 450 nm y 620 nm. El desarrollo de color es débil cuando los anticuerpos
especificos VFPC se encuentran en el suero. El desarrollo de color es
maximo cuando hay ausencia de anticuerpos especificos en el suero . El
porcentaje de bloqueo del suero, se calcula a partir de la densidad optica del

mismo Yy la densidad 6ptica del control negativo.

3.2.9. Aislamiento Viral

Aislamiento del VEOA en cultivo celular:

Se realizaron macerados del encéfalo, tonsilas y bazo de cada animal;

se centrifugaron a 700 g/30 min a 4°C. El sobrenadante de los macerados
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fue pasado por filtros (millipore) de 1.2 y 0.45 um, para obtener el in6culo
libre de bacterias. Del filtrado se inocularon 200 ul en monocapas de células
de rifion de mono verde (VERO), sembradas 48 horas antes, en placas de
24 pozos (NUNCILON™ Surface.). Para favorecer la adsorcion, el indculo se
dej6 sobre los monoestratos celulares durante una hora a 37°C.
Posteriormente se retiré el indculo y se lavaron las monocapas 3 veces con
medio de cultivo (Eagle’s MEM).*® Se agregaron aproximadamente 2.2 ml de
medio de cultivo en cada pozo conteniendo 100 Ul/ml de penicilinay 0.1 mg
de estreptomicina. Se incubaron durante 7 dias a 37°C con una
atmoésfera de CO- al 5%. Después de este tiempo el sobrenadante se tituld
por la técnica de hemoaglutinacion utilizando eritrocitos de ave al 5%. Se le

dieron dos pases mas al sobrenadante, en cada uno se titulé nuevamente.*

Deteccion de virus vacunal de FPC en suero por la técnica de ELISA
Chekit CSF- Virus Il Bomelli.

Este “Kit” proveé un método sensible, especifico y sencillo de

deteccion de la glicoproteina E™ (gp44/48) estimulados por el virus de
campo de la Fiebre Porcina Clasica.

El fondo de los pozos de la microplaca estan cubiertos con
anticuerpos en contra de la glicoproteina E™ del virus de la FPC. La
presencia de la glicoproteina E™ en suero y plasma ¢ asociada a tejidos
resultara en una union especifica con los anticuerpos anti-E™ que se
localizan en el fondo de los pozos. Todo el material que no se adhiera es
lavado, enseguida, un conjugado anti- E™ marcado con peroxidasa sera
afnadido, el cual se pegara a la glicoproteina E™ que se encuentra a su vez
unida a los anticuerpos en el fondo de la placa. El conjugado que no se une
es lavado y desechado, posteriormente se afiade el cromdgeno. El grado de
color que se desarrolla es directamente proporcional a la cantidad de
glicoproteina E™ presente en la muestra: La relevancia diagnéstica del
resultado es obtenida por comparacion con la densidad éptica que se

desarrolla en los pozos que contienen los controles negativos y positivos. La
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densidad Optica se mide con un lector de microplacas a una longitud de onda
de 405 nm.

3.2.10. Separacion de células mononucleares
La separacion de las células mononucleares se hizo de la misma forma
que en el punto 3.1.3.

3.2.11. Identificacion de las subpoblaciones linfocitarias

A partir de las CMN contadas, se hizo la identificacion de las
subpoblaciones:
Para identificar las células se realizaron 2 incubaciones. En la primera
incubacion se utilizaron anticuerpos monoclonales: anti-CD4 (IgGz, 74:12.4),
anti-CD8 (IgG2a 76-2-11), anti gamma-delta (PPT-16) elaborados en ratén
obtenidos de VMRD Inc. (Washington USA). En la segunda incubacién se
utilizaron anticuerpos policlonales elaborados en cabra, anti-lgG de ratén
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Becton&Dickinson,
Mountain, Cal USA), un anticuerpo monoclonal de rata anti-lgG2a de ratén
conjugado con Ficoeritrina (PE) (Zymed Laboratories Inc, USA), un anticuerpo
monoclonal de rata anti IgG1 de ratdn, conjugado PE (Serotec Reino Unido).

Las concentraciones 6ptimas para cada anticuerpo fueron determinadas

previamente. Ambas incubaciones fueron de 15 min a 4°C y entre cada una las
células se lavaron dos veces con solucion buffer (PBS; pH 7.2, BSA 0.2%,
Nz3N 0.1%, EDTA 0.01%). De las células marcadas se analizaron 100 000 para
cada subpoblacion por citometria de flujo (FACSCalibur, Becton&Dickinson,
Mountain, Cal).

3.2.12 . Anadlisis de resultados

Se calcul6 la estadistica descriptiva, de las variables bajo estudio, de la
poblacién general, para cada uno de los tratamientos, para las etapas
evaluadas (siete en total), asi como para los tratamientos en cada una de las

etapas evaluadas.
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Para conocer el efecto de los diversos tratamientos (vacunados, inoculados,
vacunados e inoculados y el control) y del tiempo, sobre las variables de
interés, se realizd un analisis de varianza empleando los siguientes modelos
estadisticos lineales:

Variable Dependiente = M + Tiempo + Tratamiento + Error

Donde:

M es la media general

Tiempo (efecto de, como covariable)

Tratamiento (efecto de)

Error se refiere al residuo

Hay que resaltar que las variables de interés analizadas, en todos los casos,
corresponden a la diferencia del valor actual (en cada momento en el tiempo)
con respecto a su valor inicial. De este modo, se mide el efecto del tratamiento
y del tiempo en el mismo animal, con lo que éste queda como su propio control.
Se utiliz6 también, un segundo modelo igual al anterior, pero que incluyo,
ademas, al efecto del tiempo en su forma cuadratica.

Al final, cuando el efecto cuadratico del tiempo mejord el ajuste del modelo y
resulté estadisticamente significativo (P<0.05), se utilizé dicho modelo en el
analisis. Para todos los otros casos sélo se utilizé el modelo que incluy6 el
tiempo en su forma lineal.

Cuando el efecto de tratamiento resulté significativo (P<0.05), se realizo la
prueba de Tukey de comparacion de medias, para conocer entre cuales
tratamientos existieron diferencias.

Cuando el efecto del tiempo sobre las variables de interés resultd significativo,
tanto en su forma exclusivamente lineal, como en el caso donde resultd
significativo el efecto lineal y cuadréatico, se llevaron a cabo las regresiones
lineales de dichas variables con respecto al tiempo, para conocer los
parametros de dicha asociacion. De una manera general, dichos modelos
pueden presentarse como:

Variable dependiente = Bo + B1Tiempo + B2 Tiempo?
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Donde
Bo es el intercepto
B1 y B2 son los coeficientes de regresién asociados a los componentes lineal y

cuadratico, respectivamente, del tiempo.

Todo el analisis estadistico se llevo a cabo utilizando la version 8.2 de SAS
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4. RESULTADOS

4.1. ETAPAI
4.1.1. ldentificacion y cuantificacion de las subpoblaciones linfocitarias

Se realizaron un total de 10 tomas de muestras de sangre por animal
durante un periodo de mes y medio. Las células mononucleares obtenidas
fueron contadas y evaluada su viabilidad para ajustarse a una concentracion de
1 x 10%ml para cada determinacién y obtener los valores basales de las
subpoblaciones analizadas (linfocitos CD4'CD8, CD4 CD8"*, CD4°CD8", CD4"
CD8) en el citometro de flujo. (Figura 1).

Las poblaciones basales se obtuvieron sacando el promedio de las 10
mediciones que se tomaron a cada uno de los 10 animales, los datos obtenidos

se observan en el cuadro no. 1 (figura 2).

Cuadro 1. Promedio de células mononucleares en la sangre periférica de cerdos Pelon Mexicano sanos.

 Tipodecélula | CD4'CDS CD4CD8* | CD4CDE
Animal No. R T e
1 g O SR B
2 29.72 a3 421
35 '
4
5
6
7
10
Promedio ~
Iér‘r(')fr'yésténd:;gr
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Figura 1. Diagramas de las subpoblaciones linfocitarias en la sangre periférica de cerdos
sanos Pelon Mexicano en el citometro de flujo.

4.2. ETAPAII
Rubulavirus porcino.
4.2.1.Titulo del virus

El virus utilizado para realizar los pruebas in vitro, asi como para la
inoculacién de los animales, tuvo un titulo de 64 unidades hemaglutinantes
(UH). Por efecto citopatico presenté un titulo de 10%° DICC (dosis infectantes

en cultivo celular).

4.2.2. Signos clinicos

Los animales fueron observados diariamente, para ver si se presentaba
algun signo clinico sugerente de la EOA o de FPC.

En el Grupo 2 (cerdos vacunados con la vacuna PAV 250 e inoculados
con el virus de la EOA) se observd anorexia y letargia a las 48 horas posteriores
a la inoculacion.

En el Grupo 3 (cerdos inoculados con el virus de la EOA) hubo
disminucién en el consumo de alimento un dia después a la inoculacion,

ademas de la presencia de estornudos a las 48 horas postinoculacion.
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En los 2 grupos restantes (el vacunado con la vacuna PAV 250 y testigo)
no hubo ningun signo clinico aparente, que nos indicara algiin cambio en su
comportamiento.

4.2.3. Temperaturas

Las temperaturas rectales fueron evaluadas diariamente en los doce
animales, durante el tiempo que duro la fase experimental. Se encontrd que el
Grupo 3 inoculado con el virus de la EOA exclusivamente y el Grupo 2 con
doble tratamiento (inoculado con VEOA y vacunado con la vacuna PAV 250)
presentaron aumento de temperatura a las 24 y 48 horas posteriores a la
inoculacion del VEOA,; sin que estos aumentos fueran considerados como
fiebre, (Figura 3).

Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas en ninguno
de los grupos, en ninguna etapa de la fase experimental (P<0.05). En el Cuadro
2 se muestran los promedios y desviaciones estandar de las temperaturas
rectales de los cerdos durante la fase experimental donde se observa que los
grupos 2 y 3 tienden a incrementar su temperatura corporal el dia 4 y 5 del
experimento.

Cuadro 2. Temperatura rectal de cerdos Pelon Mexicano durante el estudio.

Promedios de temperatura rectal en grados centigrados.

~ Dias de estudio

Dia0* Dia1l Dia2 Dia3* Dia4 Diad Dia8 Dia10 Dia12 Dia15

Gupo! 3833 385 3867 382 860 3By 5T 3B B/ET 3000

£0.29

(PAV 250) £012 1021 $035 010 $032 $012 $032 1029 050
Gupo2 3850 383 386 387 3950 3893 3850 3883
(PAV 250y

VEOA)) +0.00 +0.12 +0.06 015 £0.17 050 012 £012 050 029
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(VEOA) +0.00 015 +030 £050 +017 050 4012 +0.42 1050 +0.29

(Testigo) £029 047 $012 $050 029 $029 #032 +046 +029 +050
Valores medios * desviacion estandar.

*Vacunacion contra la FPC

**Inoculacion con VEOA

4.2.4. Biometrias hematicas

Las muestras de sangre de todos los animales se analizaron por medio
de biometrias hematicas, para evidenciar y detectar posibles alteraciones
relacionadas a los diferentes tratamientos aplicados, en cuanto al nimero y tipo
de célula sanguinea durante el estado de viremia. Los valores obtenidos en los
cerdos vacunados e infectados experimentalmente se compararon con los
valores de los cerdos utilizados como testigos. En general los valores de la
biometria hematica no se vieron alterados en ninguno de los tratamientos.

Los valores de los leucocitos y linfocitos sanguineos de los animales de
los 4 grupos fueron evaluados estadisticamente, (cuadro 3 y 4), posteriormente
se hizo el analisis de varianza (Cuadro 7 y 8 Anexo).

Los valores de los leucocitos resultaron con diferencias
estadisticamente significativas través del tiempo (p<0.001), lo que causo6 una
baja en la cuenta de glébulos blancos en los cerdos vacunados con la PAV 250,
sin que esta disminucion se saliera de los rangos fisiolégicos normales, (12.0 -
22.0 109L).
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Cuadro 3. Promedio de leucocitos (10%/L)+ SD) en la sangre periférica de cerdos Pelén Mexicano

durante la fase experimental

No. de leucocitos (109L)+ SD) en la sangre periférica de cerdos Pelén Mexicano.

Dia10 Dia12 Dia15 Dia17

VEOA) (423)  (#28)  (¢53) (¢38) (¢28) (¥26) (¢45)  (¢1.1)

(Testigo) (£4.7)
Valores medios + desviacion estandar.

*Vacunacion contra la FPC.

**Inoculacion del VEOA .

Los valores de los linfocitos reflejaron diferencias estadisticamente

significativas al tratamiento (p<0.05), en donde se observé una linfopenia del

dia 1 al 8 en los Grupos 1y 2.
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Cuadro 4. Promedio de linfocitos (10%/L)+ SD) en la sangre periférica de cerdos Pelon Mexicano
durante el estudio

No. de linfocitos (10%/L)+ SD) en la sangre periférica de cerdos Pelon Mexicano.

Dia 17

(PAV 250) (5.9) | (£252)  (£6.18) (£6.75)  (£3.94) (+1.94) (£5.21)

(PAV 250y
VEOA)

(£363)  (£3.37) (#4.54)  (2346)  (+1.32)

(+2.33) (12.46) (#2.72)  (£3.20) V(;2.34) (£2.98) (+1.84)

Grupo 1353 1503 126 1530 {503

(Testigo) (40)  (£327) (£176) (542 (s461) (2045 (8327 (0.9
Valores medios + desviacion estandar.

*Vacunacion contra la FPC

**Inoculacion del VEOA

Se evaluaron estadisticamente las demas células sanguineas reportadas en la
biometria hematica, sin que se encontrara diferencia estadistica significativa en
ninguno de los tratamientos durante todas las etapas de investigacion.

(Cuadros Anexo).

4.2.5. Respuesta humoral.
4.2.5.1. Determinacion de anticuerpos especificos contra el Rubulavirus
porcino (PAC 3).

La respuesta humoral al Rubulavirus porcino  (RvP) se evaluo

determinando el titulo de anticuerpos por inhibicion de la hemoaglutinacion.
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Antes del experimento se comprob6 que ninguno de los cerdos tenia
anticuerpos contra el RvP.

Los cerdos del grupo testigo y los vacunados contra la fiebre porcina
clasica, permanecieron durante toda la investigacion serolégicamente
negativos a la presencia de anticuerpos contra el RvP.

La presencia de anticuerpos en los cerdos de los Grupo 2 y 3 se detecto
a partir del dia ocho postinoculacion. (Figura 6 y 7)

Los resultados obtenidos se describen en el siguiente cuadro:

Cuadro 5. Titulos de anticuerpos contra el virus de la enfermedad del ojo azul detectados por la

técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion, en cerdos Pelon Mexicano.

Titulos de Acs. Dias postinoculacion Dias postinoculacion

Negaﬁvd 1/33 | |

18  m B’
B B R R B e
:32 | 10 T T

Titulos 1:16 se consideraron como animales positivos.

aNumero de cerdos con el respectivo titulo/nimero total de cerdos

*Los dias 1,4 y 6 Pl todos los animales fueron serolégicamente negativos a la presencia de
anticuerpos contra el VEOA.

**Los titulos estan expresados en unidades inhibidoras de la hemaglutinacion.

4.2.5.2. Determinacion de anticuerpos especificos contra el virus vacunal
de FPC.

Los resultados muestran que se detectaron anticuerpos contra el virus
vacunal a partir del quinto dia postvacunaciéon en los tres animales de ese

grupo. Respecto a los animales vacunados e inoculados dieron resultados
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positivos a anticuerpos también a partir del dia 5, pero sélo en uno de los tres
animales del grupo, los otros dos resultaron positivos hasta el dia 11
postvacunacion (Cuadro 8).

Cuadro 6. Animales positivos a la presencia de anticuerpos contra el virus de FPC detectados por
la técnica de ELISA.

Dias de la investigacion postvacunacion.

1 : e + + + + + +

Vacunados contrala FPC*

7
Vacunados contra la FPC e inoculados con - - + - 2 + ¥ + +
VEOA.*

| *Numero de cerdos positivos/T otal estudiados

4.2.6. Deteccion de antigenos virales contra la enfermedad del ojo azul y

contra la FPC.

4.2.6.1. Deteccion viral del RvP

- El aislamiento del virus se hizo a partir de macerados de encéfalo, tonsilas,
bazo y pulmén, inoculando monocapas de células VERO. Se tomaron
sobrenadantes del cultivo del primer pase a los siete dias postinoculacion
para titularse por la técnica de hemoaglutinacién. Se le dieron dos pases
mas y nuevamente se titularon. Los resultados mostraron que en los

animales inoculados con el VEOA se logré aislar este virus.

4.2.6.2. Deteccion del virus vacunal de la FPC
Técnica de ELISA
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Las ocho muestras de suero obtenidas de cada uno de los doce
animales, se trabajaron para la deteccion viral del VFPC. Los cerdos del grupo
control resultaron negativos a la presencia del virus de la FPC.

Los cerdos del grupo inoculado con el VEOA resultaron negativos a la
presencia del virus de la FPC.

Los cerdos del grupo vacunado contra FPC, asi como los del grupo con
doble tratamiento (inoculados con el VEOA e inmunizados con la vacuna PAV
250) resultaron positivos a la presencia del virus de FPC a partir del quinto dia

postvacunacion y hasta el fin de la investigacion, a los 17 dias.

4.2.7. Subpoblaciones de linfocitos en la sangre periférica

La identificacion de las poblaciones celulares se realizd por citometria de
flujo, utilizando anticuerpos monoclonales contra CD4'CD8’, CD8'CD4,
CD4'CD8*, CD4'CD8. Una vez obtenidos los porcentajes de las células
evaluadas, de los cuatro tratamientos, en los diferentes tiempos se calculd la
estadistica descriptiva de las variables bajo estudio, para la poblacion en
general y para cada uno de los tratamientos en todas las etapas de la fase
experimental (cuadros 22,23,24,25,26 anexo).

Posteriormente, se realizaron analisis de varianza comparando las
subpoblaciones linfocitarias de los cuatro grupos tratamientos encontrandose
diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en las 4 subpoblaciones de
linfocitos. Para los linfocitos CD4*CD8°, CD4'CD8"*, CD4'CD8" las diferencias
fueron atribuidas al tratamiento entre los grupos. Los linfocitos CD4'CD8*
fueron estadisticamente diferentes en el tiempo de la fase experimental
(cuadros 9,10,11,12 anexo).

En el Grupo 1 (vacunado contra la FPC) se encontraron diferencias
estadisticas en los linfocitos CD4'CD8" y CD4CD8 (p<0.007y p<0.05
respectivamente, en ambas poblaciones existié un incremento en el porcentaje
de ellas, a partir del 5 dia postvacunacion y hasta el final de la fase

experimental. Para la poblacion CD4'CD8" el incremento del porcentaje inici6 el
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dia 5 con 14.92% llegando a un maximo de 43% en el dia 17. En los linfocitos
CD4°CD8" el aumento fue de 58.27% (Figuras 9y 10).

En el Grupo 2 (vacunado contra la FPC e inoculado con el VEOA), sélo
la poblacidn de linfocitos CD4*CD8" tuvo diferencias (p<0.04), manifestadas en
una disminucién del 28.8 % de ellas, a partir del 8 dia del estudio (Figura 8).

En el Grupo 3 (inoculado con el VEOA) las diferencias estadisticas
fueron en las poblaciones linfocitarias CD4"CD8  y CD4'CD8" (p<0.01 y p<0.03
respectivamente), la primera poblacién disminuy6 un 9.19% a partir del dia 4 y
hasta el final de la investigacién. La poblacion CD4 CD8" aumento el dia 6 un
20.45% (Figura 8 y 9).

Los incrementos y disminuciones se dan con respecto al grupo testigo.
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5. DISCUSION

5.1. ETAPA1

El sistema inmune porcino es el Gnico de los animales domésticos en el
que la expresion de los linfocitos CD4 y CD8, definen cuatro subpoblaciones
extra timicas (CD4*CD8, CD4'CD8*, CD4*'CD8*, CD4'CD8)**® En la primera
etapa del estudio, se cuantificaron las cuatro subpoblaciones de linfocitos en la
sangre periférica del cerdo Pelon Mexicano sano de dos meses de edad usando
la técnica de citometria de flujo.

Estudios previos en el cerdo convencional revelan marcadas diferencias
en el fenotipo de los linfocitos T al compararlos con los de otras especies, en
particular la existencia de concentraciones relativamente altas de CD4°CD8",
subpoblacién que puede ser caracterizada morfolégica y fenotipicamente
como linfocitos T maduros.*"*®

En el humano, menos de un 3% de las células T expresan marca doble
positiva (CD4'CD8"); en el cerdo esta poblacién puede ser mayor de 10 y hasta
un 60% en la sangre periférica, con el incremento gradual en proporcion con la
edad segun lo expresa Zuckermann et al, 1996, La cuantificacion de esta
subpoblacién sanguinea en el cerdo Pelén Mexicano en este estudio, revel6 un
7.7% que concuerda con lo encontrado por Zuckermann en cerdos de la raza
york-landrace, y que afirma que la subpoblacién de linfocitos CD4'CD8"
representa menos del 2% del total de linfocitos, a la semana de edad. Entre el
4-6% en el primer mes de edad. Del 5 al 7 % entre los 2 y 3 meses de edad. De
acuerdo a este estudio no hay diferencias en esta poblacion linfocitaria entre
cerdos de la raza york-landrace y los cerdos Peldn Mexicano.

La subpoblacion de linfocitos CD4*CD8 en el cerdo Peldén Mexicano de
dos meses de edad, tuvo porcentajes con una media de 28.72 y con desviacion
estandar de 8.62, datos que son similares y concuerdan con lo escrito por
Saalmdller et al 1987 y Zuckermann et al 1996, quienes reportan valores a los
dos meses de edad de 20.1 a 26.3% para cerdos York x Duroc x Landrace.
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Para Saalmuller, Zuckermann y Joling los porcentajes de la poblacién
CD4°CD8" en la sangre periférica de cerdos de la raza York-Landrace de 2 a 3
meses de edad, los reportan con rangos que van de 22.6 a 28%,> valores que
difieren con los encontrados en este estudio, donde se observé que el cerdo
Pelébn Mexicano poseé un numero mas alto de células con este fenotipo,
alcanzando porcentajes con media de 37.05 y desviacion estandar de 8.7.
Siendo esta una poblacién con funciones citotoxicas, es probable que esta
condicion le sea favorable al animal ante infecciones virales.

Binns 1994, reportan en cerdos jévenes un alto porcentaje de células
linfoides en la sangre, timodependientes llamadas “nulas” o células T 3, las
cuales expresan proteinas de superficie asociadas a la presentacion de
antigenos solubles via moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase I, fenotipicamente son CD2-, CD4- CD8-, por lo que son células
CD4CD8. En este estudio se evidencid y cuantificO esta subpoblacién
encontrandose valores promedio de 16.14 %.%-2

Los resultados de este estudio muestran que en el cerdo pelon
mexicano se evidencian los cuatro tipos de las subpoblacioneslinfocitarias
sanguineas (CD4",CD8", CD4'CD8", CD4'CD8*, CD4°CD8), al igual que en el
cerdo convencional y con porcentajes similares para la edad, en casi todos los
fenotipos. Las células linfocitarias con fenotipo CD4CD8* en la sangre
periférica tienden a tener valores mas altos que los que se obtienen de cerdos

de la raza York-Landrace.

5.2 ETAPAII
Para esta investigacion, se utilizé un aislamiento de campo. Este virus
ha sido caracterizado y se denomindé PAC-3. El virus fue aislado en el estado
de Jalisco en el afio de 1990. En dicha region existen varias enfermedades que
generan signos clinicos similares a los de la enfermedad del ojo azul. De este
aislamiento se pudo determinar que es un virus que produce efecto citopatico
en células PK-15 y Vero. Al confrontar al aislamiento viral con eritrocitos de

ave, bovino y cuye, se observd hemaglutinacion y hemadsorcion. Estas
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reacciones no se presentan con el virus de la enfermedad de aujeszky ni con
el virus de la fiebre porcina clasica, ambos virus no tienen la capacidad de
aglutinar eritrocitos. La caracterizacion se realizd con pruebas como la de
electroforesis, microscopia electrénica, inmunofluorescencia, hemaglutinacion,
hemadsorcion y efecto citopatico. Este aislamiento ha sido caracterizado y el
virus es capaz de generar signos nerviosos en animales lactantes, asi como el
generar orquitis en verracos e infectar fetos de cerdas, durante la gestacion.>

El disefio experimental fue planteado con tres tratamientos diferentes:
animales vacunados contra la fiebre porcina clasica con la cepa PAV 250,
animales vacunados con la vacuna PAV 250 e inoculados con el VEOA vy
animales inoculados con el VEOA, para evaluar el efecto de la vacuna y del
virus en la respuesta inmune celular.

Sanchez Vizcaino 2002, en su curso de enfermedades infecciosas
porcinas, menciona que los animales afectados con cepas de alta virulencia de
fiebre porcina clasica, provocan que los cerdos tengan fiebre de 41° C, apatia
o baja actividad, disminucién del apetito, adelgazamiento y embotamiento, los
animales se hacinan y aparecen temblores, conjuntivitis con marcada descarga
ocular, descarga nasal, estrefiimiento, que evoluciona a diarrea color gris
amarillento y puede haber vomitos con un alto contenido de bilis (color
amarillo-verdoso).

La vacunacion contra la fiebre porcina clasica se inicia en 1905 cuando
Dorset y colaboradores, en Ames, lowa, Estados Unidos, usaron un método
descrito por Kolle y Turner para combatir la peste bovina en 1898. El método
consistia en aplicar de manera simultanea el virus, sangre desfibrinada
colectada de un cerdo infectado, en fase aguda y suero de cerdo recuperado.
Sus experimentos mostraron que el suero hiperinmune, administrado
simultaneamente con sangre infectada con el virus de la fiebre porcina clasica,
da por resultado una inmunidad duradera. Posteriormente se investigd las
vacunas atenuadas. Muchos laboratorios ofrecian a la venta vacunas de cepas
atenuadas que se aplicaban simultaneamente con suero hiperinmune y lo que

realmente sucedia era la venta de cepas de mediana o alta virulencia. Se
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realizaban algunos pases celulares a estas cepas y después se vendian como
cepas supuestamente atenuadas. Esta situacion ocasionaba que en ocasiones
se presentaran brotes de la enfermedad, después de vacunar. Este
procedimiento de vacunacion se utilizd en México hasta el afio de 1983.%°

A partir de este momento se les exige a los laboratorios que las
vacunas sean realmente atenuadas. Los puntos mas relevantes que se les
exigieron a estas vacunas fueron los siguientes. Una prueba de potencia
(proteccion a por lo menos el 80% de los animales), inocuidad, esterilidad y
sobre todo que no revertieran a cepa de alta virulencia, después de recibir
pases seriados. Después de 1983 en México desaparecieron los sueros
hiperinmunes y las vacunas inactivadas. Sélo permanecieron las siguientes
cepas; Minnesota, GPE’, China, PAV 1 y PAV-250. A partir de 1998, la
Direccion General de Sanidad Anima decidié utilizar sélo una vacuna, la PAV
250, para asi poder tener un mejor control en la campafa contra la
erradicacion de esta enfermedad.

La ausencia de signos clinicos en el grupo de cerdos Pelon Mexicano
vacunados con la vacuna PAV 250, asi como los parametros normales en
temperatura concuerda con los resultados encontrados por Correa 1998,
acerca de la inocuidad de la vacuna PAV 250 en cerdos convencionales en los
cuales se observa que después de aplicar una dosis de esta vacuna, en los
cerdos vacunados, no hay hipertermia, leucopenia ni se presentan signos
clinicos a causa de la vacunacion.

En la enfermedad del ojo azul es factible poder detectar signos clinicos
en las diversas etapas de la linea de produccion como: signos nerviosos en los
lechones, orquitis en verracos, mortinatos y momificaciones en el parto y en
algunas ocasiones opacidad corneal.® Las moléculas de acido neuraminico
juegan un papel primordial en el tropismo tisular manifestado por el
Rubulavirus porcino, ya que se identific6 una correlacion directa entre la
expresion de Neu5Act2,3 Gal en un tejido sano y la deteccion de antigeno viral
en los animales.?® En el sistema nervioso central (SNC) de los cerdos neonatos,

la mayor expresion de Neu5Ac+2,3 Gal se localizd en cerebelo, médula oblonga
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y talamo, asi como en las estructuras involucradas en la conduccion del
estimulo. En contraste se observé que estas mismas estructuras de SNC de los
cerdos adultos, casi no poseen Neu5Act2,3 Gal y en cambio expresan
abundantemente su isdbmero NeubAct2,6 Gal, aumentando la expresion de
acidos sialicos 9-0 acetilados. Al analizar los cortes histolégicos del sistema
reproductor ,se encontr6 que los residuos de NeubAct2,3 Gal son mas
abundantes en los testiculos y epididimo de cerdos los adultos, que en cerdos

los neonatos.®%®!

Estos resultados indican que el tropismo celular y la
susceptibilidad a la infeccion viral son determinados por la expresion de
NeubSAct2,3 Gal en un tejido. En los animales destetados, con edades iguales
a los cerdos Pelones de este estudio; los receptores al virus en encéfalo
tienden a disminuir, de ahi que no se observen signos clinicos nerviosos. A
pesar de que el receptor del virus en sistema nervioso central disminuye con la
edad, se ha observado que el receptor esta presente en pulmén tanto en
animales lactantes como en animales adultos. %%’

Los resultados de este estudio muestran que dada la edad de los
animales utilizados en el estudio y lo descrito por los autores referente a los
receptores virales, no se observaron signos clinicos evidentes causados por el
VEOA, tanto en el grupo que solo recibio el virus de la enfermedad del ojo azul
como en el grupo que recibié doble tratamiento (inoculaciéon con el VEOA y
vacuna PAV 250), salvo la apatia y anorexia que presentaron el dia 1 y 2

postinoculacidén como consecuencia del aumento de temperatura en esos dias.

En algunas enfermedades virales del cerdo las biometrias hematicas son
pruebas complementarias para el diagnéstico. Se utilizan con mayor frecuencia
para el diagnéstico diferencial en la peste porcina africana, donde provoca
leucopenia. En la etapa febril de la fiebre porcina clasica se observa anemia,
trombocitopenia y leucopenia. Desciende la cuenta leucocitaria de 9000 a 3000
por mm?, la cual persiste hasta la muerte. Las plaquetas tienen como valores
normales de 150 000 a 500 000 por mm?®y disminuyen de 50 000 a 5 000 por
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mm?. También se logra observar ligera leucopenia en otras enfermedades que
afectan al cerdo; por ejemplo: diarrea viral bovina.®

En este estudio se hizo un seguimiento cronolégico de las biometrias
hematicas de todos los animales que se vacunaron con la PAV 250, con la
finalidad de detectar cambios que pudiera generar algan tipo de infeccion. Los
cambios no se presentaron en ninguno de los tipos de células reportadas en
este estudio, para ninguno de los animales.

El Rubulavirus porcino ingresa por via oronasal, se aloja en tonsilas y
se distribuye en el resto del organismo via linfatica, posteriormente via arterial y
venosa. La distribucién del virus via sanguinea quedd demostrada en el
trabajo realizado por Hernandez J, et al 1998, en el cual todos los cerdos
infectados con el virus de la enfermedad del ojo azul, fueron identificados con el
antigeno viral a partir del dia 4 post infeccién en sangre. Sin embargo en los
valores hematicos no se observan cambios relacionados con la infeccién viral.®!

En este trabajo las biometrias de los animales inoculados con el
Rubulavirus porcino y los que recibieron a este virus y la vacuna PAV 250
tampoco generaron ningun tipo de alteracion en los parametros normales, lo
que indica la no-afinidad del virus hacia los diferentes componentes
sanguineos.

La respuesta serologica a la vacunaciéon contra FPC se evalua con
relacién a la edad de los cerdos y la curva de desaparicion de los anticuerpos
maternos, esto con el fin de obtener la inmunidad éptima. Corona demuestra
que a la edad de 8 semanas, los cerdos tienen una proteccion del 100%. En las
pruebas de potencia oficiales realizadas a la vacuna, se exige que cada lote
probado de vacunas comerciales, confiera un minimo del 80% de proteccion,
ante una dosis de desafio que mate por lo menos al 80% de los cerdos
controles. De modo que cada lote tiene la garantia de haber sido probado y que
pasoé satisfactoriamente las pruebas de inocuidad, potencia y no diseminacion.
Se ha demostrado que la vacuna PAV250 confiere proteccion entre el tercer

y quinto dias posteriores a su aplicacion. %'
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Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la vacuna PAV
250 en el cerdo Pelon Mexicano Unicamente vacunado con ella, genera
anticuerpos desde el 5° dia postvacunacion. En los cerdos que recibieron la
vacuna y el indculo de Rubulavirus porcino los anticuerpos se detectaron en el
100% de ellos hasta el dia 10 postvacunacion , considerandola asi altamente
inmunogénica. Los resultados de este estudio difieren de lo encontrado por
Piriou et al 2003, quien reporta haber encontrado anticuerpos en animales
vacunados con FPC a partir del10 postvacunacion por la técnica de RT PCR.

La literatura indica que la respuesta humoral contra el Rubulavirus
porcino se inicia con anticuerpos especificos identificados desde la primera
semana posinfeccion (Pl). Durante las primeras cuatro semanas Pl los titulos
fluctian entre 4 y 6 logy, a partir de la quinta semana Pl los titulos se
incrementan, llegando hasta 8.5 log,. En infecciones naturales, los anticuerpos
se pueden detectar hasta después de 18 meses de las infeccion.®? Ensayos in
vitro demuestran que los anticuerpos especificos contra el Rubulavirus porcino
o contra péptidos inmunogénicos, tienen actividad neutralizante.®’ Los
anticuerpos inhiben la unién del virus a su receptor celular, favorecen la
destruccion viral por complemento y llevan a cabo otros mecanismos de
neutralizacion.

En este estudio se observd una mejor respuesta seroldgica contra el
virus de la enfermedad del ojo azul en el grupo que sélo recibié a este virus. El
grupo que se desafié con este virus y que se le aplicd la vacunacién contra la
fiebre porcina clasica, tuvo una respuesta mas tardia y con menor titulo.
Aunque se observa esta diferencia, es muy factible que se trate de una
respuesta individual de los animales.

Los estudios realizados en cerdos infectados con el virus del Sindrome
Respiratorio y Reproductivo del Cerdo (PRRS), con el virus de la fiebre porcina
africana y con el virus de la enfermedad de aujeszky han mostrado los cambios
en las poblaciones celulares de la sangre periférica debido a la infeccion; los
resultados de estos estudios revelaron una disminucién en los porcentajes de

linfocitos CD4 y aumento en los linfocitos CD8. Los autores sugieren que en la
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infeccion aguda la actividad citotoxica de los linfocitos CD4'CD8" no requieren
la participacion de los linfocitos cooperadores.

Las células T ejercen diversas funciones en la inmunidad frente a los
virus. La mayoria de las respuestas son timo dependientes y precisan la
colaboracion de las células T CD4 para que proporcionen los estimulos
necesarios para la proliferacion, diferenciacion y maduracién de los linfocitos B.
Las células T CD4 también intervienen en la activacion de las células T
citotoxicas CD8, asi como en la acumulacion y activacion de los macréfagos en
las zonas de infeccién virica.

Las células T citotoxicas CD8" se concentran en las zonas en que existe
replicacion virica y destruyen a las células infectadas. Por otra parte se ha
demostrado que los linfocitos CD4*, estimulados por cualquier virus, se
transforman en linfocitos CD4*CD8*. Saalmiiller et al 1987 y Pescovitz et al
1985, fueron los primeros en identificar la presencia de linfocitos CD4*CD8" en
el cerdo y en proponer dos hipétesis de sus posibles actividades biolégicas, la
primera: estas células pueden representar linfocitos inmaduros que emigraron
del timo sin perder alguno de sus marcadores, y la segunda: estas células
representan linfocitos CD4 que han adquirido el marcador CD8 después de su
sensibilizacion y lo retienen para convertirse en linfocitos pequefos. La primera
hipétesis fue rechazada, ya que estos linfocitos no expresan el marcador CD1
que identifica a los timocitos; la segunda hipétesis es la mas aceptada. Los
resultados indican que los linfocitos CD4'CD8", adquieren el marcador CD8"
para convertirse en linfocitos CD4'CD8" después de estimular células in vitro
en presencia de virus, bacterias o parasitos. Estos resultados sugirieron que
actuan con restriccion por el MCH Il; es decir, que la molécula funcional es el
CD4.%2 La subpoblacion CD4'CD8* se encuentra normalmente en sangre
periférica, en nodulos linfaticos y aumentan en nimero conforme la edad del
cerdo. Estudios realizados por Hernandez et al 2001, demuestran que esta
poblacién de linfocitos T responden de manera especifica al virus para
convertirse en células de memoria productoras de citocina tipo 2, las cuales

inducen una respuesta inmune mediada por anticuerpos.
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Los cambios en las poblaciones celulares durante la infeccion del
Rubulavirus porcino, en el cerdo convencional, son similares a los de otras
infecciones virales del cerdo; en las cuales se presenta un aumento de
linfocitos T citotéxicos (CD8") en la primera semana PI, y una notable reduccion
en el nimero de linfocitos CD4 que ocurre desde la primera semana
postinfeccion.®? Este fendémeno segin Reyes et al., 2002 puede estar
relacionado con dos eventos: por un lado que la células sean dirigidas a los
tejidos infectados para el control de la infeccion; y/o que los linfocitos CD4*CD8
estimulados por el virus se transforman en linfocitos CD4*CD8"*.%"2

Las alteraciones en las subpoblaciones linfocitarias de la sangre
periférica, durante la infeccion del virus de fiebre porcina clasica, cambian
debido a que se trata de un virus inmunosupresor. Lee WC et al 1999 encontrd
un significativo incremento de 150-230% en monocitos, disminucion en el
namero de IgM, asi como en el namero de linfocitos CD4*CD8", todo esto en
los 5 dias posteriores a la inoculacion. En los linfocitos con fenotipo CD4'CD8*
no se registré ningtin cambio.®* Pauly T, et al 1998 encontraron, una deplecién
de CD4-CD8- entre los dias 14-19 posteriores a la infeccién con FPC.”
Markowska y Pejeak 1999, reportan que en cerdos infectados con el virus de
fiebre porcina clasica observaron un incremento en el porcentaje de
CD4’CD8 y un dramatico descenso de CD4°CD8. Cuando se trata de un
virus vacunal atenuado los resultados difieren, en la investigacion realizada por
Terzic et al 2003, en donde evalua la proporcién de la expresion fenotipica de
los linfocitos sanguineos de cerdos vacunados con una vacuna atenuada y una
subunitaria, en contra de fiebre porcina clasica, reportan un incremento de la
poblacion CD4'CD8" entre los dias 24 y 48 postvacunacién, y de CD4
CD8".para ambas vacunas se registré un decremento del porcentaje el dia 4 y
21 postvacunacion.”>"®

En este estudio los cerdos Peléon Mexicanos inoculados con el
Rubulavirus porcino del Grupo 3 y los animales del Grupo 2 (inoculado con el
VEOA y vacunado con la vacuna PAV 250) presentaron una disminucién de

linfocitos CD4*CD8" a partir de la primera semana, alteracion que concuerda

43



con lo reportado en estudios previos, con cerdos de lineas comerciales
infectados con este virus. Esta disminucién probablemente responde a un
secuestro de esta poblacion en los tejidos para controlar la infeccion y por otra
parte a un cambio de fenotipo a linfocitos CD4*CD8*. Poblacién que sufre un
aumento en el dia 5 postinfeccion, relacionandose directamente con la
disminucion en ese mismo dia del 9% de linfocitos CD4'CD8*. Esta misma
situacion se deberia esperar en las poblacion CD4*CD8" de los animales con el
virus vacunal, por ser un virus activo; sin embargo, esta subpoblacién no tiene
ninguna diferencia estadistica. Tampoco concuerda con el incremento en la
proporcion fenotipica reportada en animales vacunados con un virus atenuado
muy probablemente por el tiempo que duro la investigacion. La deplecion que
se observé en la poblacién CD4'CD8" de los animales de Grupo 2 es atribuida
directamente a la participacion del Rubulavirus porcino.

En los animales de los dos grupos que recibieron la PAV-250 no se
observo la deplecion marcada de linfocitos B, de linfocitos T CD4°CD8". CD4
CD8".y CD4-CD8-, ni la leucopenia que se reporta en cerdos infectados con el
virus de campo de fiebre porcina clasica. Resultado que indica que aun siendo
un virus de baja virulencia, no esta generando la inmunosupresién conocida
del virus de campo. El incremento de la poblacion CD4CD8".en cerdos que
solo recibieron la vacunacién nos indica una respuesta inmune eficaz en contra
del virus vacunal. El incremento de la subpoblacién CD4'CD8 .es un hallazgo
relevante, pues se trata de una poblaciéon que expresa proteinas de superficie,
asociadas a la presentacion de antigenos solubles via moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il. En los cerdos del Grupo dos, que
recibieron la vacuna y el VEOA no se generd ningin cambio en estas
subpoblaciones. Es muy posible que la respuesta en estos animales sea mas
tardada, debido a que soélo se evallo la fase aguda de la infeccion y no se
detectaron los cambios, esta posibilidad se genera de los resultados de la
respuesta humoral, donde para ambos virus la respuesta fue mas tardada que

en el caso de los cerdos que solo tuvieron un tratamiento.
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6. CONCLUSIONES

1.- Primer trabajo que evidencia y cuantifica las subpoblaciones linfocitarias
CD4*CD8", CD4'CD8*, CD4"CD8", CD4CD8 en el cerdo Pelén Mexicano sano,
encontrandose que la subpoblacion CD4°CD8". tuvo valores superiores a los
reportados en la bibliografia en cerdos de lineas comerciales, de esta edad.

2.- En el andlisis de las subpoblaciones CD4'CD8-, CD4 CD8"*, CD4'CD8",
CD4°CD8" de la sangre periférica de animales vacunados con la cepa PAV-250
se identific6 un incremento en el porcentaje de linfocitos sanguineos

fenotipo CD4'CD8*, CD4°CD8" en la primera semana postvacunacion.

3.- En cuanto a subpoblaciones linfocitarias de la sangre periférica se refiere,
que el virus vacunal cepa PAV 250 contra la fiebre porcina clasica, no generé
las mismas alteraciones que produce el virus de alta virulencia de esta misma

enfermedad.

4.- En cerdos Pelon Mexicano desafiados con el virus de la enfermedad del ojo
azul, el comportamiento de la subpoblaciones de la sangre periférica CD4*CD8-
, CD4'CD8", CD4*CD8", CD4 CD8" fue idéntico al reportado en cerdos de lineas
comerciales. Los porcentajes de linfocitos CD4'CD8 disminuyeron durante la
primer semana postinoculaciéon y los CD4-CD8+ aumentaron también en la

primer semana.

5.- En los animales vacunados con la PAV 250 e inoculados posteriormente con
el virus de la enfermedad del ojo azul, las alteraciones en las subpoblaciones
linfocitarias, s6lo se observaron en CD4*CD8". Se observo un decremento en la

primer semana postinoculaciéon. Efecto determinado por el virus de la
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enfermedad del ojo azul y no por la vacuna. La respuesta humoral en estos

animales fue mas tardia que en los que so6lo recibieron un tratamiento.
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8. ANEXO

Cuadro 4. Analisis de varianza de leucocitos durante la fase experimental, de los cuatro grupos.

Variable Dependiente
Leucocitos
FV GL SC Tipo Il CM Valorde F Pr>F

Tratamiento ! 42.70 14.23 1.48

Tiempo 4 93.89 23.47 243 0.05

Error 52 501.50 9.64

TOTAL 59 638.09
R Cuadrada

0.214

FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios

Cuadro 6. Analisis de varianza de linfocitos durante la fase experimental, de los cuatro grupos

Variable Dependiente
Linfocitos
FV GL SC Tipo Il CM Valor de F Pr>»F

Tratamiento 3 127.93 42.64 7.86 0.00

Tiempo 4 42.70 10.67 197 0.11

Error 52 282.07 5.42

TOTAL 59 452.70
R Cuadrada

0.377

FV: Fuente de Variacién
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
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Cuadro 9. Anélisis de varianza de los linfocitos sanguineos CD4+CD8-, de los cuatro grupos de

cerdos.
Variable Dependiente CD4+CD8-
FV GL SC Tipo Il CM Valor de F Pr>F
Tratamiento a 470.10 156.70 4.63 0.01
Tiempo 6 345.53 57.59 1.70 0.13
Error 71 2401.25 33.82
TOTAL 80 3223.94
R Cuadrada
0.256

FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios

Cuadro 10. Anélisis de varianza de los linfocitos sanguineos CD4-CD8+, de los cuatro grupos de cerdos.

Variable Dependiente CD4-CD8+
FV GL SC Tipo llI CM  ValordeFPr>F
Tratamiento 3 970.49 323.50 9.09 |<.0001
Tiempo 1 104.51 104.51 2.94
Tiempo?2 1 142.02 142.02 3.99
Error 76 2704.81 35.69
TOTAL 81 3907.38
R Cuadrada
0.308

FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
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Cuadro 11. Andlisis de varianza de los linfocitos sanguineos CD4+CD8+, de los cuatro grupos de cerdos.
Variable Dependiente CD4+CD8+

FV GL SCTipolll CM  ValordeFPr>F
Tratamiento 3 20.22 6.74 1.19 0.32
Tiempo 6 217.08 36.18 6.41 |<.0001
Error 71 400.97 5.65
TOTAL 80 634.70
R Cuadrada
0.368

FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios

Cuadro12.Anélisis de varianza de los linfocitos sanguineos CD4-CD8-, de los cuatro grupos de cerdos.

Variable Dependiente CD4-CD8-
FV GL SCTipolll CM  ValordeFPr>F
Tratamiento 3 210152 | 700.51 25.78 |<.0001
Tiempo 6 143,34 22.22 0.82 0.56
Error 71 1929.43 27.18
TOTAL 80 4213.43
R Cuadrada
0.542

FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
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Cuadro 13. Andlisis de varianza de los linfocitos CD4-CD8+ en cerdos Pelon Mexicano vacunados con la
vacuna contra la fiebre porcina clasica PAV 250.
Regresiones Tratamiento 1

Analisis de Varianza

Variable Dependiente CD4-CD8+

FV GL SC CM  ValordeFPr > F
Modelo 1 586.87 586.87 16.84 | 0.007
Error 18 627.38 34.85
TOTAL 19 1214.26
R Cuadrada
0.483
FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
Parametros estimados
Variable Dependiente CD4-CD8+
Error Pr > It
Variable GL FE Estandar Valordet |
Intercepto 1 -12.00 3.48 -3.45 1 0.003
Tiempo 1 2.64 0.64 410 0.00

PE:Parametro estimado

Cuadro 14. Analisis de varianza de los linfocitos CD4-CD8- en cerdos Pelén Mexicano vacunados con la
vacuna contra la fiebre porcina clasica PAV 250.

Andlisis de Varianza

Variable Dependiente CD4-CD8-

FV GL SC CM Valorde FPr > F
Modelo 1 160.85 160.85 4.33 0.05
Error 18 668.68 37.15
TOTAL 19 829.53
R Cuadrada
0.194
FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
Parametros estimados
Variable Dependiente CD4-CD8-
Error Pr > It
Variable GL RFE Estandar Valordet |
Intercepto 1 2.41 3.59 067 | 0.51
Tiempo 1 1.38 0.67 2.08 0.05

PE:Parametro estimado
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Cuadro 15. Analisis de varianza de los linfocitos CD4+CD8- en cerdos Pelon Mexicano vacunados con la vacuna

contra la fiebre porcina clasica PAV 250 e inoculados con el Rubulavirus porcino.

Regresiones. Tratamiento 2

Analisis de Varianza

Variable Dependiente CD4+CD8-

FV GL SC CM Valorde F Pr > F
Modelo 1 152.36 152.36 4.50 0.04
Error 19 643.08 33.85
TOTAL 20 795.44
R Cuadrada
0.192
FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
Parametros estimados
Variable Dependiente CD4+CD8-
Error Pr> |t
Variable GL PE Estandar Valorde t |
Intercepto 1 0.70 3.42 0.21 0.84
Tiempo 1 -1.35 0.63 -2.12 0.05

PE:Parametro estimado

Cuadro 16. Andlisis de varianza de los linfocitos CD4+CD8- en cerdos Pelon Mexicano inoculados con el

Rubulavirus porcino.
Regresiones. Tratamiento 3

Analisis de Varianza

Variable Dependiente CD4+CD8-

FV GL SC CM ValordeF Pr > F
Modelo 1 137.78 137.78 8.05 0.01
Error 18 307.92 17.11
TOTAL 19 445.70
R Cuadrada
0.309
FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
Parametros estimados
Variable Dependiente CD4+CD8-
Error Pr> |t
Variable GL PE Estandar Valordet I
Intercepto 1 3.68 243 1.51 0.15
Tiempo 1 -1.29 0.45 -2.84 0.01

PE:Parametro estimado
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Cuadro 17. Andlisis de varianza de los linfocitos CD4-CD8+ en cerdos Pelén Mexicano inoculados con

elRubulavirus porcino.
Analisis de Varianza
Variable Dependiente CD4-CD8+
FV GL S0 CM  ValordeFPr>F
Modelo 1 120.54 120.54 5.65 0.03
Error 18 383.84 21.32
TOTAL 19 504.38
R Cuadrada
0.239
FV: Fuente de Variacion
GL: Grados de libertad
SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrados medios
Parametros estimados
Variable Dependiente CD4-CD8+
Error Pr> It
Variable GL PE Estandar Valordet |
Intercepto 1 2.44 241 090 | 0.38
Tiempo | 1 -1.21 0.51 -2.38 | 0.03 J

PE:Parametro estimado
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Cuadro 18. Biometrias hematicas de cerdos vacunados con fpc. Grupo 1

Dias de la

investigacion. Hematocrito L/L Hemoglobina g/L Eritrocitos x 10" 12/1
0 0.53 (+/0.04) 113.5 (+/24.76) 6.10 (+/3.65)
1 0.49 (0.05) 112 (£22.28) 6.00 (+2.83)
5 046 (£0.07) 121 (£27.10) 7.08 (£2.78)
8 045 (0.07) 123 (+20.55) 6.65 (+1.93)
10 047 (20.07) 119.5 (+£12.06) 715 (+1.44)
12 0.48 (+0.06) 116.3 (£20.66) 7.38 (£0.95)
16 0.50 (+0.03) 115 (£19.92) 7.23 (£0.73)
17 0.49 (£0.05) 120.5 (£19.92) 7.98 (+0.37)

Valores medios + desviacién estandar.

Dias de la

investigacion. Neutréfilos x 10" 9/L Monocitos x 10’ 9/L Eosinofilos x 10" 9/L
0 8.70 (+1.3) 0.63 (+/0.32) 0.53 (+/0.00)
1 7.73 (£1.0) 0.63 (x0.51) 0.27 (0.05)
B 9.50 (+0.56) 0.53 (0.06) 0.10 (x0.07)
8 6.6 (£1.35) 0.50 (+0.10) 0.23 (x0.07)
10 7.87 (x4.63) 0.40 (£0.10) 0.15 (+0.07)
12 9.37 (£3.32) 0.55 (x0.03) 0.14 (£0.06)
15 89 (x26) 045 (£0.02) 0.20 (+0.03)
17 9.95 (+1.89) 049 (x0.05) 0.24 (0.05)

Valores medios + desviacion estandar.
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Cuadro 19. Biometrias hematicas de cerdos vacunados con fpc e inoculados con el virus de la

enfermedad del ojo azul. Grupo 2

Dias de la
investigacion. Hematocrito L/L Hemoglobina g/L Eritrocitos x 10" 12/1
0 0.51 (£0.03) 149.33 (+£9.07) 7.33 (20.29)
1 048 (£0.01) 149.33 (£ 0.58) 747 (£0.45)
5 043 (+0.08) 142.33 (£11.68) 740 (£0.53)
8 049 (£0.02) 157.67 (£ 1.53) 740 (x0.17)
10 0.45 (+0.06) 167.67 (£10.60) 8.37 (£0.98)
12 047 (£0.04) 151.67 (+8.08) 747 (£0.65)
15 0.56 (+0.07) 150.67 (+6.66) 7.27 (20.64)
17 0.48 (£0.02) 162.67 (+4.62) 740 (£0.36)

Valores medios + desviacion estandar.

Dias de la

investigacion. Neutréfilos x 10" 9/L Monocitos x 10" 9/L Eosindfilos x 10" 9/L
0 6.00 (+1.54) 0.20 (x0.03) 0.17 (x0.05)
1 5.30 (+2.46) 0.20 (£0.01) 0.27 (+0.38)
B B.23 [®1.17) 0.27 (0.06) 0.13 (£0.23)
8 8.20 (+1.37) 0.30 (x0.12) 0.03 (+0.15)
10 10.8 (£3.00) 0.24 (x0.12) 0.07 (£0.29)
12 9.20 (+4.20) 0.22 (£0.01) 0.08 (+0.10)
15 8.89 (+2.46) 0.12 (£0.10) 0.15 (x0.02)
17 9.3 (342 0.21 (+0.06) 0.19 (£0.00)

Valores medios + desviacion estandar.
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Cuadro 20. Biometrias hematicas de cerdos inoculados con el virus de la enfermedad del la

enfermedad del ojo azul. Grupo 3

Dias de la

investigacion. Hematocrito L/L Hemoglobina g/L Eritrocitos x 10’ 12/1
0 051 (£0.03) 160.33 (+4.62) 703 (+1.34)
1 048 (+0.01) 158 (+8.54) 760 (£0.17)
5 0.43 (+0.08) 148 (£10.82) 73 (£0.96)
8 0.49 (£0.02) 163 (£12.12) 793 (+0.83)
10 0.45 (+0.06) 168.33 (£10.69) 8.07 (+0.80)
12 047 (£0.04) 155.67 (+11.02) 743 (+0.38)
15 049 (+0.04) 158.67 (+11.85) 750 (£0.62)
17 049 (+0.02) 165.33 (£10.12) 7.80 (0.36)

Valores medios + desviacion estandar.

Dias dela

investigacion. Neutrofilos x 10" 9/L Monocitos x 10" 9/L -Eosindfilos x 10" 9/L
0 492 (+0.82) 0.27 (+0.06) 0.17 (+0.06)
1 6.40 (+2.86) 0.05 (x0.07) 0.43 (x0.15)
5 6.10 (£1.90) 0.33 (x0.06) 0.01 (x0.01)
8 7.20 (x0.61) 020 (+0.17) 0.00 (+0.00)
10 7.71 (£0.95) 0.25 (£0.22) 0.20 (+0.20)
12 8.80 (+2.45) 0.18 (x0.21) 0.10 (0.02)
15 7.90 (x1.07) 0.09 (£0.05) 0.08 (+0.04)
17 6.97 (£0.03) 018 [(£0.13) 0.05 (+0.01)

Valores medios + desviacion estandar.
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Cuadro 21. Biometrias hematicas de cerdos testigo. Grupo 4

Dias de la

investigacion. Hematocrito L/L Hemoglobina g/L Eritrocitos x 10" 12/1
0 0.52 (£0.04) 141.67 (£10.26) 6.97 (x0.31)
1 0.48 (+/0.06) 143.33 (£12.42) 7.03 (£0.85)
5 047 (£0.01) 162.33 (£15.01) 753 (£0.65)
8 049 (£0.02) 165.00 (+4.58) 8.07 (£0.21)
10 0.42 (x0.05) 156.33 (18.62) 763 (£0.21)
12 0.43 (x0.04) 162.67 (8.5) 137 (£1.18)
15 0.56 (+0.02) 150.33 (+3.21) 750 (£0.70)
17 0.50 (+0.05) 156.00 (+4.00) 7.83 (£0.76)

Valores medios + desviacion estandar.

Dias de la

investigacion. Neutréfilos x 10" 9/L Monocitos x 10" 9/L Eosinofilos x 10" 9/L
0 7.27 (£2.02) 0.17 (£0.29) 0.07 (x0.12)
1 617 (£217) 0.30 (+0.05) 0.03 (£0.06)
5 8.10 (x1.40) 0.47 (+0.08) 0.47 (+0.08)
8 557 (£2.29) 0.49 (£0.06) 0.37 (x0.02)
10 6.37 (+3.41) 0.13 (£0.81) 0.53 (£0.01)
12 5.73 (+2.50) 0.50 (%0.23) 0.42 (£0.15)
15 6.85 (+0.45) 0.29 (x0.36) 0.63 (£0.06)
17 7.93 (+1.98) 0.65 (x0.07) 0.56 (£0.32)

Valores medios + desviacion estandar.
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Cuadro 22. Estadistica descriptiva de las variables en estudio para los cuatro

grupos de cerdos Pelon Mexicano.

Poblacién total

Variable N Promedio  Desviacion Estandar Minimo Méximo
Temperatura 96 38.67 0.38 38.00 39.80
CD4+CD8- 93 34.45 6.68 17.87 46.90
CD4-CD8+ 94 34.26 6.65 21.03 58.45
CD4+CD8+ 93 5.02 2.80 0.33 15.29
CD4-CD8- 93 17.70 5.85 540 35.21
Cuadro 23. Estadistica descriptiva de las variables en estudio para los
animales vacunados con la PAV 250.

Tratamiento 1 PAV 250

Variable N Promedio Desviacion Estandar Minimo Méximo
Temperatura 96 38.57 0.32 38.00 39.50
CD4+CD8- 93 32.45 7.34 17.87 45.56
CD4-CD8+ 94 32.00 8.09 21.03 58.45
CD4+CD8+ 93 3.52 1.31 1.01 6.44
CD4-CD8- 93 21.82 5.97 14.30 35.21
Cuadro 24. Estadistica descriptiva de las variables en estudio para los

animales vacunados con la PAV 250.e inoculados con el virus de la

Enfermedad del la enfermedad del ojo azul.

Tratamiento 2 PAV 250 Y VEO

\Variable N Promedio Desviacion Estandar Minimo Maximo
Temperatura 24 38.84 0.42 38.00 39.80
CD4+CD8- 24 33.42 6.22 22.80 42.21
CD4-CD8+ 24 32.42 4.88 24.48 43.51
CD4+CD8+ 24 4.71 3.16 0.33 10.91
CD4-CD8- 24 14.49 351 6.62 22.30
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Cuadro 25. Estadistica descriptiva de las variables en estudio para los

animales inoculados con el virus de la Enfermedad del la enfermedad del ojo

azul.

Tratamiento 3 VEOA ,

Variable N Promedio Desviacion Estandar Minimo Maximo
Temperatura 24 38.77 0.35 38.00 39.70
CD4+CD8- 24 34.55 6.85 23.29 46.38
CD4-CD8+ 24 37.72 7.15 21.35 49.86
CD4+CD8+ 24 6.07 3.48 1.01 15.29
CD4-CD8- 23 15.53 5.81 5.40 26.61

Cuadro 26. Estadistica descriptiva de las variables en estudio para los

animales testigo.

Tratamiento 4 TESTIGO

\Variable N Promedio Desviacion Estandar Minimo Maximo
Temperatura 24 38.51 0.34 38.00 39.00
CD4+CD8- 22 37.56 5.48 26.48 46.90
CD4-CD8+ 23 34.82 4.56 26.22 45.47
CD4+CD8+ 22 5.79 1.97 1.78 9.89
CD4-CD8- 23 19.10 5.16 9.95 28.92
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Figura 2. Porcentajes promedio de Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica de
cerdos Peldn Mexicano sanos.
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Figura 3. Temperaturas rectales promedio de los cerdos Pelén
Mexicano durante la fase experimental.
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Figura 4. Promedio de leucocitos sanguineos de los cerdos Pelén Mexicano

durante la fase experimental.

* Vacunacion contra la FPC con la PAV-250 dia 0.
** Inoculacion con el VEOA dia 3.

NUMERO 10 /L

Lol

0

A aaapNN

ONPROOONDEOIOON S

o Y T |

——PAV 250 —##—PAV 250+VEOA —&—VEOA —@—TESTIGO

A A
' i
‘——*<$;
-1 1 5 8 10 12 15 17

Figura 5. Promedio de linfocitos sanguineos de los cerdos Pelon Mexicano

durante la fase experimental.

* Vacunacion contra la FPC con la PAV-250 dia 0.
** Inoculacién con el VEOA dia 3.
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Figura 6. Grupo 3.T itulos de Acs contra el Rubulavirus porcino en los cerdos
inoculados con el virus.

** Inoculacion con el VEOA dia 3.
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Figura 7. Grupo 2. Titulos de anticuerpos contra el Rubulavirus porcino en los
cerdos inoculados con este virus y vacunados con la PAV 250.

* Vacunacion contra la FPC con la PAV-250 dia 0.
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Figura 8. Comportamiento de los linfocitos sanguineos CD4+CD8- en cerdos Pelén Mexicano
vacunados con PAV 250 e inoculados con el Rubulavirus porcino .

* Vacunacion contra la FPC con la PAV-250 dia 0.
** Inoculacién con el VEOA dia 3.
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Figura 9. Comportamiento de lo linfocitos sanguineos CD4-CD8+ en cerdos Pelén Mexicano
vacunados con PAV 250 e inoculados con el Rubulavirus porcino .

*Vacunacion contra la FPC con la PAV-250 dia 0.
** Inoculacién con el VEOA dia 3.
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Figura 10. Comportamiento de los linfocitos sanguineos CD4-CD8- en cerdos Pelon Mexicano vacunados
con laPAV 250 e inoculados con el Rubulavirus porcino .

* Vacunacion contra la FPC con la PAV-250 dia 0.
** Inoculacién con el VEOA dia 3.

—&—PAV 250 —#—PAV 250 + VEOA —&— VEOA —@—TESTIGO

PORCEN

61 gt —a—
“

-1 1 5 8 10 12 15 17

DIAS
Figura 11.Comportamiento de linfocitos sanguineos CD4+CD8+ en cerdos Pelon Mexicano

vacunados con PAV 250 e inoculados con Rubulavirus porcino.

* Vacunacion contra la FPC con la PAV-250 dia 0.

** Inoculacién con el VEOA dia 3.
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