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Resumen

Evaluacion de la respuesta postvacunal a Peste Porcina Clasica por medio de
diferentes pruebas diagndsticas en cerdos desafiados experimentalmente

El propdsito de este trabajo fue evaluar dos vacunas comerciales de Peste Porcina
Clasica (PPC) utilizadas en Colombia elaboradas con la cepa China. El disefio
experimental consisti6 en un grupo de treinta (30) cerdos provenientes de una
explotacién intensiva tecnificada convencional, de 50 dias de edad en promedio, no
vacunados a PPC, con una distribucion homogénea de sexos, lo cual permitid la
conformacion de tres grupos: 12 animales para el grupo “A", 12 animales para el grupo
“B” y 6 animales para el grupo "C". Al grupo A y B se les aplico a cada uno una vacuna
comercial y el grupo C se dejé como control. Estos animales permanecieron en unidades
experimentales separadas por grupos por un periodo de 30 dias, tiempo en el cual se
vacunaron los animales al dia 1, posteriormente a esto se desafiaron con una cepa de
campo colombiana (cepa Santander) al dia 16 post-vacunaciéon. En el periodo de
experimentacion se tomaron diferentes muestras tales como: sangre completa,
hisopados nasales, hisopados rectales y tejidos, buscando establecer la dinamica del
virus vacunal y de desafio, en cuanto a la respuesta seroldgica, viremia, posible
excrecion viral y efecto bioldgico sobre la poblacion experimental. Para esto se utilizaron
varias metodologias diagnosticas para la deteccion de anticuerpos (ELISA- Ac y NPLA),
antigeno (ELISA- Ag, aislamiento viral e IHQ) y deteccién del acido nucleico (ARN) (RT-
PCR anidada E2 y RT-gPCR 5’UTR) del virus de PPC. Se encontré que las dos vacunas
confieren un alto grado de proteccién, generando una adecuada respuesta inmune
protectiva postvacunal, no producen excrecion viral activa, no hubo una viremia post-
vacunacion evidente, limité la excrecion del virus de desafio y su aislamiento, mostrando
proteccioén evidente frente al desafio de campo con una cepa de moderada patogenicidad
como lo es la cepa Santander. Se encontré ademas que las dos vacunas no produjeron
cuadros clinicos evidentes, ni lesiones macro y microscépicas que se puedan relacionar
con la accién propia del virus de PPC de tipo vacunal. Por otra parte, se evidencié que la

seroconversion evaluada por ELISA comenzé a detectarse a los quince dias post-
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vacunacion en algunos animales, no obstante en la totalidad de los animales no se
evidencié la seroconversion, no se presentaron cuadros clinicos ni lesiones macro o
microscopicas después del reto en los animales vacunados. De igual forma no se
identifico en la totalidad de animales vacunados la distribucion del antigeno vacunal, pero
si el de campo después del reto en los tejidos evaluados tanto en animales vacunados
como los controles. Para el caso de los animales control, se evidencio6 el cuadro clinico y
las lesiones macro y microscopicas propias del efecto del virus de PPC, la
seroconversion y la presencia del antigeno y el acido nucleico (ARN) del virus de PPC en
suero determinados por las técnicas utilizadas. Por otra parte se pudo observar que la
RT-gPCR 5'UTR es una técnica mas sensible para detectar el ARN viral pues facilito la
deteccion del virus de PPC tanto vacunal como de campo en una mayor niamero de

animales en los tres grupos evaluados con respecto a la RT-PCR anidada E2.

Palabras clave: Peste Porcina Clasica; cepa China; vacunacion; desafio

Abstract

Assessment of response to classical swine fever following immunization by
different diagnostic tests in experimentally challenged pigs

The purpose of this study was to evaluate two commercial vaccines for classical swine
fever (CSF) prepared with Chinese strain used in Colombia. The experimental design
consisted of a group of thirty (30) pigs from a conventional swine farm, 50 days age on
average without previous vaccination against classical swine fever virus (CSFV), with a
gender homogeneous distribution. These animals were divided in three groups: 12
animals for the group " A" 12 animals for group "B” and 6 animals for group “ C ". Group A
and B were vaccinated with commercial vaccines and group C was left as a control.
These animals were kept in separated experimental units for a period of 30 days, at which
time the animals were vaccinated on day 1, then they were challenged with a Colombian
field strain (strain Santander) 16 days post-vaccination (d.p.v.). During the experimental
period various types of samples such as whole blood, nasal swabs, rectal swabs and
tissues were taken, in order to establish the dynamics of the vaccine virus and the
challenge strain. The serological response, viremia, viral shedding and possible biological
effects on the experimental population were evaluated. For this purpose, several
diagnostic methods were used to detect antibodies (ELISA-Ac and NPLA), antigen (Ag-
ELISA, virus isolation and IHC) and to detect nucleic acid (RNA) (nested RT- PCR - E2
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and RT-gPCR 5 'UTR) of CSF virus. It was found that the two vaccines conferred a high
degree of protection, generating a protective immune response, they did not produce
active viral shedding, and there was no clear post-vaccination viremia, and there was
limited excretion of challenge virus and its isolation failed. These findings showed
protection against challenge with a moderate pathogenic field strain. It was also found
that the two vaccines produced no obvious clinical or gross and microscopic lesions. On
the other hand, it was shown that antibodies response assessed by ELISA began at
fifteen days post-vaccination in some animals; however, other animals did not show any
evidence of seroconvertion. There was no clinical, gross or microscopic lesion after
challenge with a field strain in vaccinated animals. In addition the viral vaccine antigen
was identified in some vaccinated animals but not in all of them. However, the challenge
virus was detected in the tissues of both vaccinated and control animals control animals.
Clinical, gross and microscopic lesions characteristic of the CSFV effects, seroconvertion
and the presence of antigen and nucleic acid (RNA) virus was demonstrated in the control
animals. Finally it was noticed that the 5'UTR RT-qPCR, seems to be a more sensitive
technique to detect viral RNA as it facilitated the detection of CSFV virus vaccine and field
strain both in a greater number of animals in the three groups evaluated in comparison to
nested RT-PCR of E2.

Keywords: Classical swine fever virus; Chinese strain; vaccination; challenge
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Introduccién

La industria porcina en Colombia ha tenido en los ultimos afios un crecimiento notorio en
el sector pecuario debido a un mejoramiento en la tecnificacién del sector a nivel mundial,
y al incremento de las necesidades de proteina de origen animal para la poblacién
humana en un crecimiento constante. Este desarrollo ha llevado a un mejoramiento y
desarrollo de nuevas razas y lineas genéticas porcinas, las cuales se caracterizan por un
alto rendimiento y conversion de alimento, generando carnes magras y de alto valor

nutricional.

En este rapido desarrollo el sector porcino ha tenido que implementar medidas sanitarias,
las cuales buscan reducir el riesgo de infeccién y presentacion de enfermedades
porcinas en explotaciones intensivas en diferentes paises. Para ello, ha sido necesario
realizar campanas de control y erradicacion de enfermedades de tipo viral y de caracter
epidémicas tales como: Peste Porcina Clasica (PPC), Enfermedad de Aujeszky, entre
otras. Las cuales generan grandes pérdidas econdmicas, en aquellas regiones del globo
donde estan presentes, y muchas de estas limitan el comercio internacional de animales

vivos, productos y subproductos de la industria porcina.

La Peste Porcina Clasica (PPC) o Cdlera Porcino, se describié por primera vez en 1810
en Tennessee en Estados Unidos de Norteamérica. Otros autores afirman que

posiblemente ocurrié por primera vez en Francia en 1822 (1).

Para los porcicultores Colombianos ha sido un enorme desafié la erradicacion de PPC, la
cual ha sido una enfermedad endémica en el pais desde mediados de 1942. Hacia
finales de los noventa el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) con apoyo de la
Asociacién Colombina de Porcicultores (Asoporcicultores) - Fondo Nacional de la
Porcicultura (FNP), implementaron un programa de diagnéstico, prevencion, control y

erradicacion de la enfermedad, que en la actualidad ve con buenas expectativas la
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erradicacion a nivel nacional, lo cual facilitaria sin lugar a dudas el acceso a los

mercados internacionales (2).

La PPC en una enfermedad viral altamente infecciosa caracterizada por producir un
cuadro clinico complejo en los cerdos, que dependiendo de la edad, estado inmune del
individuo y caracteristicas propias del virus, puede tener un desenlace fatal, llevando a la
muerte a los cerdos afectados. Los animales que logran sobrevivir pueden desarrollar
infecciones cronicas a veces imperceptibles, que los retrasan en su crecimiento y que
muchas veces se convierten en portadores y fuente de infeccion para animales

susceptibles.

En ciertos paises latinoamericanos como México, Chile, Argentina, Uruguay y Brasil, han
organizado campafias de erradicacion que han llevado a la declaracion de zonas libres o
de paises libres de PPC. Esto se ha logrado gracias a la implementacién de estos

programas utilizando vacunas de diferentes tipos en campafias de control y erradicacion.

Actualmente en el pais, se esta llegando al final de un programa de control y erradicacion
de Peste Porcina Clasica (PPC), lo cual en el futuro le garantizara la apertura al comercio
internacional de porcinos vivos, productos y subproductos de la industria porcina. Para
tal efecto, la Unica entidad que realiza el diagnéstico y control oficial de la enfermedad es
el Instituto Colombiano Agropecuario - ICA, el cual se apoya en diferentes grupos que

hacen parte de la institucién.

El diagnédstico de PPC en Colombia, se realiza mediante diferentes metodologias y
analisis diagnésticos realizados en Laboratorio Nacional de Diagndstico Veterinario
(LNDV) del ICA, como son el reconocimiento de condicién clinica en campo en casos de
brotes, presentacion de lesiones macro y microscopicas en tejidos evaluados, la
utilizacion de técnicas de diagndstico previamente estandarizadas para la deteccion de
los anticuerpos post-exposicidon, deteccion de antigeno viral y acido nucleico, tomadas
del manual de la OIE (Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal) (64) y del laboratorio de
referencia de la Unién Europea para el diagnéstico de esta enfermedad a nivel mundial
(89).
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Para el programa de control y erradicacion de la PPC en el pais, se han recomendado
dos vacunas comerciales, una de origen nacional y otra importada, las cuales utilizan en
comun una cepa viral conocida como cepa China. Estas vacunas estan constituidas por
un virus atenuado adaptado a cultivos celulares, las cuales fueron previamente

evaluadas en Colombia en los inicios del programa de control y erradicacion.

Para la evaluacion de las vacunas de PPC en Colombia, se ha seguido siempre la
normatividad de la de la OIE, la cual establece un protocolo de evaluacion como se
describe mas adelante (Anexo A) y cuyos criterios de evaluacion principales es la
inocuidad del biolégico y su capacidad de proteccion frente al desafio con virus de PPC,
medida como la supervivencia del 80% de los animales vacunados y expuestos al reto

viral con una cepa de campo en forma experimental.

Debido a que el protocolo de evaluacion empleado en el pais de las vacunas es corto y
subjetivo, se considerd importante realizar un estudio completo para poder establecer la
dinamica de la distribucion del antigeno vacunal de PPC en los tejidos de los animales
experimentales, tiempo de permanencia y la aparicién de anticuerpos, determinando la
seroconversion generada por las vacunas utilizadas. De igual forma, fue de interés
conocer la distribucion del antigeno del virus de desafio en los tejidos evaluados, tiempo
de permanencia, periodo de viremia y la aparicion de anticuerpos en los animales

vacunados y no vacunados.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el posible efecto organico de los virus vacunales, el comportamiento de la
viremia, la distribucion antigénica y la deteccion de anticuerpos en cerdos vacunados y
no vacunados contra Peste Porcina Clasica (PPC) en un desafié experimental con una

cepa virulenta de campo.

Objetivos especificos
Establecer el efecto organico del virus vacunal y de una cepa virulenta de campo,
mediante la identificacion de rasgos clinicos y la presentacion de lesiones macro y

microscopicas y la identificacion del antigeno viral.

Entender el comportamiento de la viremia en animales vacunados y no vacunados contra

PPC y desafiados con una cepa de campo.

Determinar la seroconversion en cerdos vacunados contra PPC y no vacunados, frente al

desafio experimental con una cepa de campo.

Establecer la posible excrecion viral via nasal y materia fecal del virus de desafio en

cerdos vacunados y no vacunados contra PPC.

Contribuir en el desarrollo de una guia de uso estratégico de los métodos de diagnoéstico
de la enfermedad, para casos sospechosos de campo y la evaluacion de las vacunas

utilizadas para el control de la enfermedad.






1.Revision de literatura

1.1 Generalidades

La Peste Porcina Clasica (PPC) o Codlera Porcino esta dentro del la lista de
enfermedades prioritarias transfronterizas de la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal-OIE, en la categoria de las enfermedades de los suidos, en la cual estan incluidas

las siguientes enfermedades:

o Cisticercosis porcina

o Encefalitis por virus Nipah

o Enfermedad vesicular porcina
o Gastroenteritis transmisible

o Peste porcina africana

o Peste porcina clasica

o Sindrome disgenésico y respiratorio porcino

Esto significa que son enfermedades con gran poder de distribucion con especial
gravedad, puesto que puede extenderse mas alla de las fronteras entre paises, teniendo
como consecuencia cierre de fronteras y comercio dentro y fuera de los paises, de
animales vivos, productos carnicos y demas derivados de la produccién porcina.
Ademas, es de caracter obligatorio la notificacion de cualquier caso investigado y

confirmado, por parte de las autoridades sanitarias de cada pais a la OIE (3,4).

1.2 Caracteristicas generales de la enfermedad

1.2.1 Historia de la enfermedad

La Peste Porcina Clasica (PPC) o Cdlera Porcino, se describié por primera vez en 1810

en Tennessee en Estados Unidos de Norteamérica. Otros autores afirman que
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posiblemente se presentd por primera vez en Francia en 1822 (citado por Edwards et al.,
2000b) (1). Posteriormente se describio en 1830 en el estado de Ohio en Estados Unidos
de Norteamérica. En 1862 la enfermedad paso a Inglaterra, extendiéndose a los paises
escandinavos y después al resto de Europa. En 1903 De Schweinette y Dorset (citado
por Blood et al., 1998) (5) comprobaron la etiologia viral de la enfermedad, puesto que
con anterioridad se creia que era producto de agentes bacterianos tales como
Salmonella choleraesuis o Pasteurella multocida, agentes aislados con frecuencia

cuando se presentaba la enfermedad.

En Colombia el primer brote reportado de PPC se presenté en mayo de 1942 en Cucuta,
proveniente de un brote en Venezuela, donde se observé una enfermedad febril,
contagiosa y de alta mortalidad que atacaba a los cerdos sin distincion de edad, sexo y

raza (ICA- Sanidad Animal, informacion referida sin publicar).

1.2.2 Etiologia

El virus de la Peste Porcina Clasica (PPC) se caracteriza por ser un virus ARN
perteneciente al género Pestivirus, familia Flaviviridae (6). Dentro de esta familia
también se encuentran los géneros Flavivirus y Hepacivirus (7). El virus se caracteriza
por tener una envoltura y proteinas de membrana glicosiladas, con un tamafio de 40-60
nm de diametro. EI genoma ARN que lo constituye es de cadena sencilla de polaridad
positiva, con un peso de 12.2 kb el cual tiene un marco abierto de lectura (ORF- Open
Reading Frame) que codifica 3.898 aminoacidos de 435 kDa y en la parte terminal de 11
a 12 productos finales de clivaje (NH2- NP-C-E™-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-
NS5A- NS5BCOOH) a través de un proceso co y post transduccional (8). El ARNm se
traduce como una poliproteina que es clivada co y post-transduccionalmente por
proteasas codificadas por el virus y por la célula hospedadora para producir las proteinas
virales maduras (9,10,11,12,13).

El marco abierto de lectura se inicia con el codén ATG el cual esta en posicion 364 a 366.
El codon de terminacion esta en la posicion 12.058 a 12.060 correspondiendo al codén

TGA. El marco abierto esta rodeado por regiones no codificantes (UTR - del inglés
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untranslated region), una de aproximadamente de 400 nucleétidos ubicado en el extremo
5" denominado 5’'UTR; y otro de 200 nucledtidos en el extremo 3’ llamado 3'UTR (14). La
5'UTR regula la traduccion del genoma y la 3'UTR esta envuelta en la iniciacién de la
replicacion del genoma de los Pestivirus y también esta relacionada con la traduccion y la

replicacion (15).

La capside es de simetria icosahédrica con un diametro de 25-35 nm, el peso molecular
es de 4X10° Dalton. La densidad de flotacion ha sido reportada entre 1.12 'y 1.17 g/ml y
los valores del coeficiente de sedimentacion esta entre 140-180S. (16). El extremo 3’ esta
poliadenilado y el extremo 5’ esta bloqueado por un casquete (cap), que le da al ARN la
propiedad de actuar como ARN mensajero (ARNm). El genoma viral posee una longitud
de 12.284 nucledtidos.

En el género Pestivirus se incluye los virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) y el virus de
la Enfermedad de la Frontera (BDV); virus que también pueden afectar a los porcinos.
Para el caso del virus de la DVB se ha reportado proteccion cruzada contra PPC, ya que

los Pestivirus son estructural y antigénicamente muy relacionados (11,17).

Actualmente se conoce la organizacion del genoma del virus de la PPC la cual ha
permitido describir la posicién exacta de los genes que codifican para las distintas
glicoproteinas virales (13). El virion esta compuesto por las proteinas de la capside o
estructurales las cuales son la proteina C, E™, E1y E2 y por proteinas no estructurales
como los son la N-terminal (Npro), p7, NS2-3 (NS2-NS3), NS4A, NS4B y NS5B, NS5A y
NS5B, tres de ellas glicosiladas, que forman parte de la envoltura viral con la EO o E™
(gp44/48), la E1 (gp63) y la E2 (gp55) y la p7 (18). La E1 es una proteina
transmembranal que posee menor inmunogenicidad que la E2. La EO y la E2 forman
dimeros unidos por enlaces disulfuro, caracteristica que le confiere a la envoltura una
composicion muy particular no observada en otros virus ARN distintos a Pestivirus. Por
otra parte, algo importante es que inducen anticuerpos neutralizantes (13). La EO o E™

esta asociada con la envoltura y es necesaria en la infeccion viral (19,20,21) (Figura 1).
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Fuente: Genetic typing of classical swine fever virus — Paton et al., (2000) (77)

Figura 1. Caracteristicas del genoma del virus de PPC.

La replicacién viral ocurre en el citoplasma celular y se han observado particulas
infecciosas a las 10 horas post-infeccion, que posteriormente al ser liberadas adquieren
una envoltura lipidica labil, que contiene componentes de la célula hospedadora. Se
conoce un solo tipo antigénico, pero existe variacion en la virulencia de las cepas, las
cuales a su vez causan las diferencias en los signos clinicos; algunas son altamente
virulentas, como las que llevan a la muerte a todos los cerdos sin importar la edad,
moderadamente virulentas cuando causan una enfermedad subaguda en los lechones
infectados después del nacimiento pero que también causan anomalias y las cepas

avirulentas, que no afectan los fetos cuando ocurre trasmision vertical (16).

El modo de transmision de la enfermedad es principalmente por contacto de animales
sanos con animales enfermos por PPC, siendo las secreciones y demas fluidos
corporales la principal fuente de contagio incluyendo el semen. Se ha encontrado que
vectores mecanicos como operarios, artropodos, pajaros, mascotas y roedores pueden
transmitir la enfermedad. De igual forma se ha observado que dependiendo de la
virulencia y excrecién de los virus de campo, se puede presentar la transmisién via
aerogena como lo refiere Weesendorp et al.,, 2009 al citar a Elbers et al., 1999, los
cuales sugieren que la transmision por esta via se puede dar hasta en una distancia de 1

km de radio del foco primario (92).
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La principal ruta de ingreso es la via oral llegando el virus a la tonsila, donde se replica y
transporta a los ganglios linfaticos locales via linfatica (generalmente los sub-
mandibulares), luego via sanguinea o linfatica se distribuye por todo el cuerpo. La
infeccion causa severa leucopenia e inmunosupresion en todas las lineas celulares tanto
linfoide como mieloide, lo cual predispone a los cerdos para que sufran infecciones
secundarias tanto virales como bacterianas complicando el cuadro clinico de la
enfermedad. El virus también tiene la capacidad de generar cuadros hemorragicos
afectando varios tejidos producto de la trombosis y dafio en el endotelio vascular. Las
lesiones macroscopicas son principalmente hemorragias con presencia de petequias o

equimosis en la mayoria de los érganos (13).

1.3 Caracteristicas de las proteinas del virus de la peste

porcina clasica (PPC)

1.3.1 Proteinas Estructurales
1.3.1.1 Proteina C

Esta proteina en el genoma viral sigue a la N

pro

, esta constituyendo la nucleocapside del
virion. Es un polipéptido de 14 kDa el cual esta altamente conservado en los virus de
PPC. Se piensa que sirve como secuencia sefial de inicio de la translocacion de la

proteina E™ al lumen del reticulo endoplasmico (12,19).

1.3.1.2 Proteina E™® (gp44/44/48, EQ)

Se define como proteina esencial para la infecciéon celular, al igual que la E1 y E2 puesto
que son necesarias para la absorcién celular (12,23,24). Esta proteina tiene una
actividad ribonucleasa con especificidad por residuos de uridina, que parece ser
importante en el ciclo replicativo del virus (23). Se trata de una proteina fuertemente
glicosilada, forma homodimeros unidos por puentes disulfuro y se puede encontrar
asociada no covalentemente con particulas virales libres, o secretadas en el medio de
cultivo (21). Los anticuerpos que inhiben la actividad ribonucleasa también tienden a

neutralizar la infeccion viral y se sabe que cambios en esta proteina destruyen la
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actividad ribonucleasa que da origen a cepas de virus que podian ser mas citopaticas en
cultivos, pero atenuadas in vivo (25). Esta proteina ha demostrado ser tdxica para
linfocitos in vitro, lo cual se relaciona con la marcada leucopenia en infecciones naturales,
llevando a un estado de inmunosupresion en animales enfermos (12,19). Otro aspecto
importante es la inhibicién de la proliferacién de linfocitos y la sintesis de proteinas
debido a una induccién de la apoptosis, lo cual se traduce en leucopenia e

inmunosupresion.

La E™ se ha encontrado que es blanco de los anticuerpos neutralizantes induciendo una
inmunidad protectiva frente al virus de PPC y es esencial para la unién del virus y su
translocacion a través de la membrana plasmatica, lo cual se considera necesario para la
infeccion de las células eucariotas por parte de los Pestivirus (26). E™ y E2 presentan
cuatro sitios de seleccién positiva (epitopes) que estarian determinando la patogenicidad
y virulencia de las cepas, lo cual si se estudiara mas a fondo permitiria ayudar a predecir
la virulencia de nuevas cepas, tal como la respuesta inmunoldgica de ciertas cepas a las

vacunaciones (27).

1.3.1.3 Proteina E1 (gp33) y E2 (gp55)

Son proteinas de membrana que contienen respectivamente dos a tres, y cuatro a seis
sitios de glicosilacién. Las proteinas E1 y E2 estan asociadas como heterodimeros
unidos por puentes disulfuro; pero la proteina E2 también se encuentra como
homodimero. Experimentalmente la E2 recombinante del virus de PPC se puede unir a
las células y bloquear la infeccion por otros Pestivirus al bloquear la union y entrada a la
célula (12,19, 21).

La proteina E2 es la principal glicoproteina de la envoltura viral y es considerada la mas
inmunogénica, siendo esta inmunodominante en los Pestivirus (28). De igual forma esta
proteina ha permitido subdividir los Pestivirus en cuatro o0 seis grupos por sus
caracteristicas neutralizantes, las cuales se han relacionado con sus diferencias
genéticas (29). Por otra parte es esencial para la unidén y entrada a la célula.
Recientemente se ha determinado su accionar en la variable virulencia del virus, ya que
en diferentes cepas aisladas en China y estudiando la E2 con respecto a la virulencia se

establecié una alta correlacion en cuanto a su variacion en cepas altamente patégenas
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(30,31,32). También se reconoce que es la mas inmunogénica de todas las proteinas, ya

que induce una cantidad considerable de anticuerpos neutralizantes (33).

La E2 esta codificada por un gen de aproximadamente 1200 nucleétidos, el cual incluye
regiones altamente variables especialmente hacia el extremo 5’, donde se encuentran los
genes que codifican los principales epitopes antigénicos del virus. La proteina esta
compuesta por al menos cuatro de estos dominios antigénicos, tres de los cuales dan
origen a la produccidon de anticuerpos neutralizantes por parte del hospedador. Los
anticuerpos generados frente a esta glicoproteina E2 son neutralizantes para el virus y
estan dirigidos contra epitopes localizados hacia el extremo amino de la proteina. La
mitad de la N terminal de la E2 es una de las regiones mas variables del genoma del
virus de PPC (28,29). Esta proteina es la de mayor uso en el desarrollo de vacunas y en
el desarrollo de herramientas diagndsticas de tipo molecular, pero eventualmente es una
desventaja por la reaccion cruzada entre los Pestivirus, frente a su utilizacién en las

herramientas seroldgicas como las ELISAs y la NPLA.

1.3.2 Proteinas no estructurales
1.3.2.1 Autoproteasa NP

Es una proteina no estructural codificada en el ORF, que se encarga de realizar el clivaje
en el sitio NP°/C. Esta enzima cliva la secuencia C-terminal Cys-Ser, la cual es
conservada en los Pestivirus. La funcion de esta proteina es la autoproteolisis para las
nacientes poliproteinas y tienen una funcién antagonista en las vias de induccion del INF
-a/B (19,21,25,34).

1.3.2.2 Proteina p7

La proteina p7 esta unida con la E2 y contiene una regidon cargada que separa los
extremos hidrofébicos. Esta proteina no es completamente clivada y permanece
asociada a la célula junto con la E2, E2-p7 pero su integridad no es necesaria para la
replicacion viral, ya que se ha observado que su separacion antes de entrar al reticulo
endoplasmico resulta en particulas virales viables (35). La proteina p7 contiene una
secuencia de aminoacidos cargados, la cual esta dirigida hacia el citosol durante la
maduracion viral y se cree que interactia con la proteina de la capside para iniciar el

proceso de gemacion de los viriones (36).
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1.3.2.3 Proteina NS2

La NS2 y NS3 son necesarias para el ciclo viral. La proteina NS2, de aproximadamente
54 kDa, esta presente como la porcion amino terminal de NS2-3 (125 kDa). El papel de
esta proteina es desconocido, salvo alguna actividad reportada en el procesamiento de la
NS2-3 (12).

1.3.2.4 Proteina NS3

Tiene actividad helicasa con un dominio serina proteasa amino terminal seguido por
motivos caracteristicos de las ARN-helicasas. La actividad proteasa de la NS3 y
probablemente de la NS2-3 requiere de la NS4A como cofactor de la proteina. Se ha
demostrado que la serina proteasa, cliva entre leucina y pequefios aminoacidos no
cargados (12). Por otra parte tiene una actividad de helicasa y NTPasa que son

esenciales para la replicacién viral (34).

1.3.2.5 Proteina NS4A y NS4B

Estas dos proteinas son hidrofébicas y relativamente pequefias (16 kDa y 27 kDa
respectivamente) y se encuentran asociadas a membrana. NS4A tienen una actividad
cofactora de la NS3, lo cual implica una interaccion entre el dominio central de esta
proteina y la region amino terminal de la NS3 (12). La NS4A es indispensable para el
clivado de la NS2-3 en la formacion de particulas infecciosas, por otro lado la NS4B tiene

un efecto de citopatogenicidad (34).

1.3.2.6 Proteina NS5A y NS5B

Estas proteinas estan presentes como productos maduros del clivaje proteolitico con
pesos de 58 kDa y 75 kDa respectivamente, pero también se pueden encontrar en su
forma no clivada NS5AB. Se desconoce un poco de la funcion de NS5A. Esta proteina
es fosforilada por una serina/treonina kinasa que tiene propiedades similares a las
enzimas que fosforilan la NS5 de los Flavivirus y Hepacivirus. La NS5B contiene
caracteristicas de ARN polimerasas dependientes de ARN y junto con la NS3 son
necesarias para la replicacién del RNA (12,37,38,39,40,41,42).
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1.4 Inmunizacion frente al virus de peste porcina clasica-
PPC

Muchos son los procedimientos que se han utilizado durante las ultimas décadas para
combatir esta enfermedad en diferentes paises. A partir de los afios 60, las vacunas
vivas utilizadas, tanto lapinizadas por sucesivos pases en conejo, como otras cepas
atenuadas propagadas en cultivos celulares han tenido particular importancia. Las
vacunas lapinizadas fueron mejoradas a mediados de los 60, utilizando ya cepas
totalmente lapinizadas y carentes de efectos teratdégenos, las cuales han permitido
conjuntamente con otras obtenidas por pases en cultivos celulares, la eliminacién de la

enfermedad de los paises de la actual Union Europea entre los afios 1970 y 1980 (43).

En la actualidad, las vacunas mas utilizadas en diferentes programas de control de la
PPC son las vacunas vivas atenuadas, provenientes del virus vacunal conocido como
cepa China y cepa Thiverval. En Colombia en lo referente a la PPC, a mediados de los
noventa y hasta la fecha en los programas de control y erradicacion se ha trabajado con

la cepa China.

Recientemente, varios tipos de nuevas vacunas han sido desarrolladas, como lo son la
vacuna E2 basada en un péptido sintético (85), vacuna de subunidades, vacunas de
vectores a virus vivo (86) y vacunas genéticas (87). Estas vacunas pueden conferir
parcial o completa proteccion frente al virus de desafio, pero son inferiores a la cepa

China, especialmente en prevenir la excrecién y distribucion de los virus virulentos (44).

1.4.1 Vacuna lapinizada con la cepa China del virus de Peste

Porcina Clasica

Se trata de una cepa lapinizada denominada también cepa Suvac " C "y " K ™. Su origen
es desconocido y segun varios autores podria tener cerca de 480 pases en conejo, la
cual se desarroll6 a mediados de 1950 en la China (44). La cepa que se utiliza en la
actualidad no presenta virulencia residual, siendo totalmente apatdgena incluso para
madres gestantes y lechones. Tiene una rapida actividad protectiva al inducir inmunidad,
presenta interferencia viral con el virus patdgeno. La vacuna se ha caracterizado por su

alta eficacia, confiriendo a los animales una inmunidad de amplio espectro, algunas
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veces de por vida, proteccidn consistente tanto en inmunidad celular como humoral,
contra genotipos y subgenotipos del virus. Los anticuerpos maternos derivados de la
inmunizacién de las madres pueden conferir sélida proteccion a la progenie; pero se ha
probado la inhibicién de esta actividad en animales vacunados con la cepa China por la

interferencia de anticuerpos maternos (44).

1.4.2 Seqguridad de la cepa China

Los cerdos inmunizados con cepa China desarrollan Unicamente fiebre moderada y una
viremia efimera. La inmunizacion de cerdas de uno a tres meses de prefiez no resulta en
mortinatos o abortos. Cuando se vacuna los lechones con la cepa China no se perciben

problemas de salud (45).

Ademas, existe la poca probabilidad de que la cepa China haga reversion a virulencia,
cuando es sometida a una serie de pasajes (20-30 pasajes) en cerdos, lo cual garantiza

su seguridad en el uso frecuente en campo (45,46,47).

En general, se considera que no ocurre transmision vertical de las madres a sus
descendencias después de la vacunacién con la cepa China (48). Sin embargo, otros
reportes sugieren que la cepa China ocasionalmente induce transmision transplacentaria
al feto, pero no resulta en enfermedad, inmunotolerancia o desarrollo anormal del feto
(49,50).

La replicacién de la cepa China esta limitada al tejido linfoide y ocasionalmente en otros
tejidos como rindn, pero excede su permanencia a tres semanas en la tonsila (51,52). Se
han detectado bajas cantidades del virus en el bazo y la médula 6sea a los 7 dias post-
vacunacion pero practicamente no se detecta en sangre, bazo y médula 6sea a los 17

dias post-vacunacion (45).

Las vacunas derivadas de diferentes sistemas de propagacién difieren en la replicacion
viral. En un estudio realizado en cerdos inoculados con cepa China producida en conejos
y en cultivos celulares MPK, se intent6 detectar el virus en sangre y en muestras de tejido
mediante la utilizacion de un kit comercial de ELISA-Ag y RT-PCR anidada. La cepa

China producida en cultivo celular solo se encontré6 en un encéfalo de los animales
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experimentales con respecto a la producida en conejos, la cual fue detectada en el 70%

de los encéfalos de los animales inoculados experimentalmente (52).

La vacunacién con cepa China en forma oral ha sido segura y efectiva. El virus vacunal
puede no ser detectado en las secreciones nasales, ni en materia fecal entre los 2-12
dias post-vacunacion via oral, pero pudo detectarse en érganos (tonsila, nédulos linfoides
mandibulares y bazo), hasta 8 dias post-vacunacién en cerdos domésticos y Unicamente
en tonsila hasta el 9 dia post-vacunacion en cerdos salvajes. Se ha reportado que la
cepa China no fue detectada en cerdos salvajes mas haya de los 10-12 dias después de

la vacunacion via oral (53).

1.4.3 Eficacia de la vacuna con cepa China

Muchas investigaciones en la literatura existente han mencionado una eficiencia de la
cepa China alrededor de un 100%, en diferentes modelos de desafio usados. Las
investigaciones indican que los cerdos pueden producir una fuerte respuesta inmune 72
horas post-vacunaciéon con cepa China. La duracion de la inmunidad puede llegar hasta
el afio y medio. La dosis minima de inmunizacién para cepas lapinizadas es de 10° para
la cepa China de bazos de conejo, 10* -10° de ganglios linfaticos, y 10> — 10° de la
sangre, encontrandose una completa proteccién una semana post-vacunacion frente a
una cepa patégena en un desafio 2-4 d.p.v. (dias post-vacunacion) (Kaden y Glaner
1982; Lai et al., 1982, citados por Qiu et al., 2006) (45). Los anticuerpos neutralizantes
usualmente se producen dos semanas post-vacunacion y se incrementan continuamente
persistiendo de 4 a 12 semanas post-vacunacion (Precausta et al., 1983, citado por Qiu
et al., 2006) (45,91).

En brotes de PPC y condiciones en los cuales se requiere una urgente vacunacion, la
cepa China provee inmunidad contra la enfermedad, disminuyendo la replicacion
eficiente del virus de campo en los animales vacunados, disminuyendo la transmisién del
mismo, permitiendo producir una buena inmunidad poblacional. Es decir, que la
utilizacion de vacunacion con cepa China en emergencias generadas por brotes no
solamente provee inmunidad contra la enfermedad, si no que también disminuye la
replicacion eficiente del virus infeccioso en los animales enfermos reduciendo o

deteniendo la transmision del virus de campo, permitiendo el control de brotes (44).
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1.4.4 Vacunas marcadas para el control de Peste Porcina Clasica

Hoy en dia dada la necesidad de poder hacer la diferenciacién entre anticuerpos por
infeccion natural o por vacunacion cuando se utilizan cepas vivas atenuadas como es el
caso de la cepa China, se ha desarrollado y producido vacunas genéticamente
modificadas las cuales permiten hacer la diferenciacién de anticuerpos por infeccion y por
vacunacién. Para lograr se ha hecho uso de la ingenieria genética produciendo varios
constructos que permiten hacer esta diferenciacion como lo son: (1) Péptidos
inmunogénicos para Peste Porcina Clasica, (2) Vacunas de DNA, (3) Vectores de
expresion de proteinas virales, (4) Pestivirus quiméricos y (5) Trans-complementos
delectados de genomas de virus de PPC (replicones), los cuales permiten generar

inmunidad y diferenciacién de anticuerpos (54,91).

Estas vacunas modificadas como es el caso de las vacunas de subunidades basadas en
expresion de la proteina E2 en baculovirus, han sido ampliamente estudiadas, pero se ha
encontrado que la respuesta inmune es menor y brinda bajos niveles de proteccion frente

al desafio viral con PPC, comparada con las vacunas vivas atenuadas (54).

1.4.4.1. Péptidos inmunogénicos

Se han utilizado particulas inactivadas del virus, subunidades basadas en proteinas
recombinantes o también llamadas péptidos inmunogénicos, los cuales pueden ser
usados para la elaboracion de vacunas, pero se ha encontrado que las vacunas
elaboradas con péptidos frente al virus de PPC fallan en proveer una completa
proteccion. Los cerdos inmunizados con vacunas de péptidos como la E2 permiten
diferenciar los animales infectados frente a PPC mediante una prueba de ELISA que
detecta anticuerpos especificamente contra la E™, presentes en las cepas de campo y
no en las vacunas de subunidades (54). Estas vacunas como tal no hacen parte de las
vacunas marcadas, pero permiten una diferenciacién a la respuesta serolégica generada

por las cepas de campo, algo similar a las vacunas marcadas.

1.4.4.2 Vacunas de ADN

Consiste en la utilizacion de plasmidos como vectores, los cuales contienen el gen que

codifica la proteina E2 del virus de PPC. Las células captan estos plasmidos expresando
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la proteina en su superficie, pero se ha demostrado que para que se cumpla su accion
protectiva se requiere de altas dosis y varias aplicaciones para una total proteccién frente
a un desafio experimental (54).

1.4.4.3 Vacunas de vectores virales

Se ha utilizado el virus de la vaccinea como vector viral expresando en su superficie
la proteina E2 y E™, debido a que son las mas inmunogénicas. En los ultimos afios,
se han probado experimentalmente varios sistemas de vectores basados en la
utilizacion del virus de Pseudorabia, Adenovirus Porcino, Viruela Porcina,
Paramixovirus, expresando la glicoproteina E2. Estas vacunas se han utilizado en la
inmunizacién de cerdos mostrando proteccion frente a la infeccion por virus de PPC y
la presentacion de signos clinicos. Las desventajas de este tipo de vacunas es que
solamente presentan proteccion en aplicaciones parenterales en un 100% mas no en
la forma oral para la inmunizaciéon en porcinos silvestres, ya que solo se logra una
proteccion del 60% (54).

1.4.4.4 Vacunas quiméricas de Pestivirus

Para el caso del virus de PPC, se basa en el reemplazo de las secuencias de genes que
codifican las regiones antigénicas como E2 o E™ por secuencias analogas del virus de
Diarrea Viral Bovina tipo 2 (DVB). Los cerdos vacunados con este tipo de vacunas
presentaron completa proteccion frente a la infeccion del virus de PPC y DVB, sin que se

observe transmision entre animales contacto ni excrecion viral (54).

1.4.4.5 Trans-complementos delectados de genomas de virus de

Peste Porcina Clasica (replicones)

Se fundamenta en la replicacion auténoma después de la transfeccion del virus de PPC
dentro de células SK 6 mutantes con deleccién en los genes que codifican las proteinas
E™ y E2 en el virus, sin la produccion de progenie viral (replicones). La desventaja de
este tipo de vacunas radica en la ruta de aplicacion, ya que los unicos datos
satisfactorios para este tipo de vacunas, es cuando se hace la aplicacion de forma

intradermal (54).
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1.4.5 Factores que intervienen en la proteccion inmune

Hasta el momento se ha generado un volumen significativo de informacion sobre los
mecanismos de proteccion producidos por las vacunas elaboradas a partir de la cepa
China. Se ha comprobado que las vacunas elaboradas con esta cepa son muy seguras
en su utilizacidén en porcinos de todas las edades. Por lo general, la vacuna usualmente
induce anticuerpos neutralizantes detectables en animales vacunados 2-3 semanas
después de la primera vacunacion (55,56). La cepa China induce niveles significativos de
INF-[1 a partir de leucocitos periféricos después de la estimulacion viral los cuales
alcanzan un pico maximo a los 9 dias post-vacunacién y persistiendo hasta 21 dias
aproximadamente. Estos hallazgos sugieren que la inmunidad celular es responsable de
la proteccion en los primeros dias post-vacunacion mientras que aparecen los

anticuerpos neutralizantes (57,58).

Se debe tener en cuenta que hay factores que intervienen con la proteccién que puede
generar las vacunas elaboradas con la cepa China. Entre los factores que intervienen en
la inmunidad protectiva se encuentran: (1) Diferentes intervalos entre la exposicion y la
vacunacion. Los anticuerpos neutralizantes no son funcionales sino hasta los 10 dias
post-vacunacion; (2) Diferentes tipos y titulos de la vacuna. Las vacunas elaboradas con
la cepa China, preparadas en diferentes tipos de cultivo pueden tener diferencias en la
induccion de anticuerpos neutralizantes, al igual que las vacunas de subunidades virales;
(3) Existen diferentes parametros de evaluacion de la eficacia y para ello es necesario la
caracterizacién de la correlacion inmunolégica con la eficacia de la vacuna; (4) Diferentes
virus de reto y dosis de utilizacion. (5) Muchos otros factores se han atribuido a las fallas
en la vacunacion, pero nunca estos se han atribuido a la vacuna por si misma. Entre ellos
se encuentran, la interferencia generada por los anticuerpos maternos y los efectos
inmunosupresores producidos por otros agentes virales (Aujeszky, PRRS, y PCV2),y la
exposicion a micotoxinas, ya que tienen un efecto negativo sobre la modulacién del
sistema inmune, lo cual interfiere con la efectividad de los protocolos de vacunacion
contra PPC (61). Importante resaltar que los lechones tienen pleno desarrollo del
sistema inmune a las cuatro semanas de edad, lo cual garantiza una adecuada respuesta

inmune a las vacunas confiriéndoles una adecuada proteccion. (44).
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Para el caso de la inmunidad materna adquirida por el lechén a través del calostro, se ha
establecido que esta desciende cerca de la mitad a las dos semanas de vida. Se ha
comprobado que animales vacunados con titulos menores de < 1:32 presentan 6ptima
proteccién cuando son vacunados presentando estos titulos de anticuerpos maternos. Si
estos titulos de anticuerpos son superiores, se ha encontrado que se ve afectada la
proteccién conferida por la vacuna, quedando los animales desprotegidos, puesto que se
ha observado experimentalmente que no presentan seroconversion ni a la vacuna ni a la
exposicion viral de campo. Por otra parte, titulos de anticuerpos maternos mayores a
1:256 confieren completa proteccion en lechones pero su descenso paulatino pone en

riesgo el nivel de proteccion (59,60).

1.5 Evaluacioéon de las vacunas en Colombia

La primera investigacion en el pais sobre la evaluacién de la vacuna de PPC fue
realizada por Villamil et al., en 1997 miembros de Instituto Colombiano Agropecuario —
ICA, y para tal efecto, se desarrollaron varios experimentos cuyo objetivo fue evaluar la
calidad de tres bioldgicos, mediante pruebas de inocuidad y potencia. Dentro de los
hallazgos importantes de este estudio, se encontré la persistencia del virus vacunal a
nivel de las tonsilas hasta los 35 dias post-vacunacién mediante la prueba de IFD para el
total de las vacunas evaluadas. No se pudo determinar con exactitud en qué momento
desaparecia el antigeno vacunal de las tonsilas ya que el experimento se realizé hasta

los 35 dias post-vacunacion (62).

Para este estudio también se utilizé la ELISA-Ceditest®-CSFV competitiva para la
deteccion de anticuerpos, al dia cero mostrando seronegatividad para todos los animales.
Las tres vacunas evaluadas mostraron un 100% de proteccién y presentaron
seroconversion positiva por la prueba de ELISA encontrandose que los anticuerpos
contra el virus de la PPC comenzaron a detectarse a partir de los 14 dias post-
vacunacién para el caso de la vacuna 1 y a los 21 dias con las vacunas 2 y 3. A los 35
dias post-vacunacion, en solo el 50% de los animales del total de los grupos se detecto
anticuerpos por medio de esta prueba. Con relacién a la inocuidad, en ningun grupo
vacunado se observaron reacciones desfavorables locales y/o sistémicas derivadas o

atribuibles a la aplicacion del producto.
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Con relacion al registro de la temperatura, de acuerdo con las mediciones en la mafiana
y en la tarde, unicamente el dia 4, se observaron diferencias significativas p (<0,05) en
los tres tratamientos. Por otro lado, teniendo en cuenta la temperatura diaria, se
encontraron diferencias significativas p(<0,05) el dia 3 post vacunacion entre el grupo 3 y
el grupo de control y el dia 12 post vacunacion entre los tres grupos vacunados y el

grupo control.

Ninguno de los animales de los grupos vacunados presentd signos clinicos de PPC
durante el periodo de observacion post-desafio; por lo tanto el porcentaje de proteccion
encontrado fue del 100% para las tres vacunas estudiadas. Sin embargo, cabe anotar
que durante el experimento, tres animales (dos del grupo 2 y uno del grupo 3)

presentaron signos respiratorios, depresion y fiebre ligera.

Por otro lado, a través de la histopatologia se confirmé la patogenicidad de la cepa
utilizada para el desafio y demostré la presencia de este antigeno en la tonsila de los

animales enfermos mediante la IFD y la técnica SERELISA HCV Ag.

Como hallazgos importantes para estos investigadores, encontraron que por lo menos un
mes post-vacunacion no seria posible diferenciar entre el virus de campo y el virus
vacunal de la PPC por medio de la prueba IFD, siendo necesario tener en cuenta un
diagnostico presuntivo de la enfermedad, lo cual ameritaria la realizacién de pruebas
complementarias y tener en cuenta el plan de vacunacién, para dar un diagndstico

positivo de un caso de PPC (62).

En afios recientes, la evaluacion de la vacuna en el Laboratorio Nacional de Diagnéstico
Veterinario del ICA, se realiza por RT-PCR anidada para la deteccién del segmento
genomico E2 en muestras de tonsilas y por medio de la evaluaciéon histopatolégica,
teniendo en cuenta el numero de animales que sobreviven al reto de campo, el cual debe

ser de un 80% en la poblacion vacunada desafiada.
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1.6 Diagnostico de la Peste Porcina Clasica

En la actualidad se cuenta con varios métodos a nivel mundial para la identificacion de
anticuerpos, antigeno y &acido nucleico (ARN) del virus de PPC. Por ser esta una
enfermedad de control oficial en la gran mayoria de paises del mundo, hoy en dia se
encuentran descritas las técnicas de diagnéstico en el Manual de la Organizaciéon de
Sanidad Animal-OIE, entidad que rige la sanidad animal a nivel internacional. El propdsito
de este manual de animales terrestres es facilitar el comercio internacional de animales y
productos, asi como contribuir a la mejora de los servicios de salud animal en todo el
mundo. Mediante la descripcion de los métodos de laboratorio para el diagnostico de
enfermedades y los requisitos para la produccion y control de productos biolégicos
(principalmente vacunas), ambos consensuados internacionalmente, se pone de
manifiesto lo que constituye el objetivo del manual: la armonizacién de los elementos

fundamentales de la prevencion, vigilancia y control de las enfermedades animales (64).

1.6.1 Técnicas Diagnésticas

Para el diagndstico de los Pestivirus hay que tener en cuenta la relacion antigénica de los
virus pertenecientes a este género, ya que se ha observado reaccion cruzada en las
pruebas de inmunodifusion, inmunofluorescencia y en menor grado las pruebas de
neutralizacion. Ciertas cepas de PPC inducen anticuerpos neutralizantes al virus de
Diarrea Viral Bovina (DVB) y Enfermedad de la Frontera y estos a su vez para PPC. Los
antigenos comunes entre Pestivirus residen principalmente en la proteina no estructural
NS2-3 (65).

La presentacion de cuadros clinicos tipicos de PPC en campo, permite hacer una
aproximacion al diagnéstico, de acuerdo con la sintomatologia, lesiones a la necropsia,
cronologia del episodio y demas factores epidemioldgicos que permiten establecer la
posible presentacion de PPC en campo. Se debe tener en cuenta la realizacién de
diagndstico diferencial con otras entidades virales como Peste Porcina Africana,
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) y entidades bacterianas que
cursan con cuadros septicémicos y toxémicos agudos como Salmonelosis,
Pasteurellosis, Estreptococosis, Erisipelas o Infecciones por Haemophilus parasuis (16).
Estas enfermedades tienden a producir un cuadro sistémico porcino similar a PPC, por

tal motivo siempre se debe pensar en un diagndstico diferencial cuidadoso.
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Es importante confirmar el diagndstico por pruebas de laboratorio basadas ya sea en la
deteccion del antigeno viral, el aislamiento viral, demostracion de anticuerpos
neutralizantes o de la presencia del genoma viral. Para esto, las muestras de tejidos
apropiadas son tonsila, bazo, rifidn, ganglios linfaticos y parte terminal del ileon. Las
técnicas mas utilizadas son la seroneutralizacion (NPLA), ELISA para la identificacion de
antigenos o anticuerpos, inmunofluorescencia directa, inmunoperoxidasa,
inmunohistoquimica (IHQ), RT-PCR y RT-qPCR vy el aislamiento viral siendo esta ultima

la técnica “estandar de oro” (64).

1.6.2 Evaluacion clinica y macroscopica de casos de Peste

Porcina Clasica

La clinica y los hallazgos patolégicos del virus de PPC pueden ser muy variables y
enmascarados por otras enfermedades porcinas. La severidad de los signos
principalmente depende de la edad de los animales y la virulencia de la cepa viral (88).
Usualmente, los animales jévenes son los mas afectados en relacién a los animales
adultos en donde muchas veces el curso de la enfermedad es moderado y subclinico

presentandose animales portadores cronicos.

Recientemente se han establecido protocolos de evaluacion macroscopica de los
hallazgos de brotes de casos sospechosos en campo los cuales permiten hacer una

estimacion a los clinicos si se trata de un caso compatible con PPC.

La evaluacién de los signos clinicos en epidemias de PPC puede ser una herramienta
valiosa en el diagnostico de la enfermedad, de acuerdo con el reporte realizado por
Elbers et al., 2002 (81), quienes sugirieron un valor de sensibilidad del 72.7% y uno de
especificidad del 52.7% entre la combinacion de los siguientes hallazgos clinicos para los
casos de PPC: pasos inestable, ataxia, no consumo de alimento, conjuntivitis y materia
fecal dura. Estos son los hallazgos mas frecuentes los cuales pueden tener un valor
importante en la clinica y en el diagnéstico de casos de PPC en la presentacion
epidémica de la enfermedad.
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En un estudio realizado en Holanda, se tomaron 1072 individuos de 230 granjas con
infeccion con PPC, en brotes ocurridos en 1997/1998. A su vez se incluyeron 1224
individuos infectados y 241 no infectados en este estudio. Los hallazgos mas
frecuentemente encontrados fueron: neumonia, pleuritis, bronquitis cronica, edema
pulmonar, ulceras gastricas crénicas, conjuntivitis, hemorragias en la pelvis renal,
hemorragias renales, esplenomegalia, hemorragias en la vejiga urinaria, hemorragias y
aumento del tamafio de los ganglios linfaticos. Sin embargo, la neumonia y la pleuritis, se
encontro distribuida en animales infectados y no infectados, lo cual resulté en un hallazgo

de alta sensibilidad combinado con baja especificidad (83).

El reconocimiento de las lesiones macroscépicas en campo también juega un papel
importante en la identificacién de casos producto de la infeccion por el virus de PPC. La
evaluacién post-morten de tonsila, bazo, valvula ileo-cecal y pelvis renal, enviados a
laboratorios de diagndstico para la deteccién del antigeno viral por inmunofluorescencia

directa, es una prueba de confirmacion con un alto valor diagndstico (66).

Hoy en dia se ha encontrado que las cepas de alta virulencia, responsables de cuadros
clinicos severos y caracterizados por la presentacién de cuadros hemorragicos han
desaparecido y han sido reemplazadas por cepas de moderada o baja virulencia, las
cuales producen formas de enfermedad subagudas, crénicas o inaparentes. Estos tipos
de virus producen un espectro de enfermedad que es mas dificil de reconocer clinica y
patolégicamente, haciendo que la confirmacién de casos por laboratorio sea esencial
(79).

1.6.3 Deteccion de anticuerpos

El diagnéstico serolégico es usado para el diagnéstico y la vigilancia cuando se sospecha
de la presencia del virus de PPC en la poblacion porcina principalmente en poblaciones
libres de la enfermedad y sin vacunaciéon. Los anticuerpos son detectados por primera
vez 2-3 semanas después de la infeccion permaneciendo por un periodo largo de vida en
aquellos animales que sobreviven. La presencia de anticuerpos es un buen indicador de
que ha habido una infeccién por PPC en los hatos porcinos en aquellas zonas donde no
se vacuna. Las pruebas de uso comun son la neutralizacion viral y las técnicas de

inmunoensayo como las ELISAs.
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La neutralizacion viral (NPLA) prueba estandar, es una técnica que no permite diferenciar
la infeccidn por otros Pestivirus, ni permite realizar la diferenciacion de anticuerpos
generados por infeccion o vacunacion, con vacunas vivas atenuadas o modificadas. Para
el caso de las ELISAs (indirecta o de bloqueo) en general presentan alta sensibilidad
pero baja especificidad, presentando reacciéon cruzada con la identificacion de
anticuerpos frente a otros Pestivirus. Esto no sucede para el caso de la deteccion de
anticuerpos con vacunas de subunidades marcadas, en donde se han desarrollado kits
de ELISAs para este tipo de vacunas (66). Las pruebas seroldégicas como lo son las
ELISAs y la NPLA, son pruebas seroldgicas reconocidas internacionalmente para la
certificacion de zonas libres y utiles para el caso de epizootias. La desventaja de estas
pruebas es el tiempo requerido para que los animales seroconviertan, ya que los

anticuerpos solo se detectan hasta la tercera semana post-infeccion (79).

Algo importante de destacar en la prueba de ELISA es que pueden llegar a detectar
anticuerpos de una forma mas temprana que la misma NPLA, sin que estos sean
neutralizantes como lo demostré Colijin et al.,, 1997 (67). Estos investigadores
compararon Ceditest ELISA para PPC E2, encontrando que la concordancia con la NPLA
fue del 95%, detectando una diferencia en solo 8 sueros de 152 sueros evaluados, los
cuales a los 17 y 21 dias post-infeccidn fueron negativos por NPLA, respecto a la ELISA
siendo estos positivos. Dos sueros colectados a los 17 d.p.i. (dias post-infeccion) fueron
sospechosos por Ceditest ELISA, pero fueron positivos por NPLA. Con respecto a la
NPLA, no se encontraron falsos negativos. Por otra parte, 5 sueros pre y 35 post-
vacunaciéon a los dias 0-196 p.d.v., se encontrando una correlacién entre la NPLA y
Ceditest ELISA en la deteccion de anticuerpos, siendo la misma correlacién en los sueros
evaluados post-infeccion. Dos sueros del mismo animal tomados a los dias 36 y 49 p.d.v.
fueron negativos por NPLA y positivos por Ceditest ELISA. Un suero colectado al dia 22
d.p.v. fue sospechoso por Ceditest ELISA pero positivo por NPLA. Para este estudio se
encontrd alta sensibilidad (sensibilidad 99% - especificidad 99%) de la Ceditest ELISA
respecto a la NPLA, detectando anticuerpos en todos los cerdos a los 21 dias pos-
infeccion, mientras que para la NPLA permanecian tres sueros negativos al mismo

tiempo (67).
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1.6.4 Propagacion viral en cultivos celulares (aislamiento viral)

El aislamiento viral se realiza en cultivos celulares primarios de rifién porcino (lineas
celulares PK15- SKB) los cuales son permisivos a la infeccién viral a partir de suspension
de o6rganos, sangre completa, glébulos blancos, suero o plasma en animales infectados
por PPC. Debido a que el virus no produce efecto citopatico sobre las lineas celulares,
las células son fijadas y revelada la presencia del virus por prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFA) o por inmunoperoxidasa (NPLA). El aislamiento viral
se considera como la herramienta “estandar de oro” en la deteccién de antigeno e
indispensable para la confirmacion de un brote por esta enfermedad. Ademas, los
aislamientos virales son importantes para efectuar el analisis de los genotipos circulantes

en el campo y el establecimiento de condiciones epidemioldgicas (66).

1.6.5 Deteccion directa del antigeno

Para la deteccion directa del antigeno se utiliza secciones congeladas de tejidos frescos
fijlados mediante la utilizacion de kits IFA (inmunofluorescencia indirecta) en donde se
utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales. La principal ventaja de esta técnica es
que es rapida y sirve como herramienta en casos de investigaciones inmediatas de
brotes en campo. La desventaja es que frecuentemente se pueden presentar
inmunomarcacion inespecifica generando resultados no concluyentes, por otra parte, la
lectura y la interpretacion de las pruebas requieren de personal bien entrenado. En
infecciones experimentales el virus de PPC puede ser detectado 2-15 dias post infeccion
en muestras de tonsila por IFA. La probabilidad de deteccidon del virus en tonsila es mas
alta en aquellos animales con signos clinicos evidentes que en aquellos animales donde

no hay signos clinicos (66).

Por otra parte, se han desarrollado kits comerciales de ELISA de captura para la
deteccidon de antigeno de PPC los cuales estan dirigidos contra la glicoproteina E™, a
partir de muestras de tejidos, sangre, plasma o sueros en casos agudos de la

enfermedad.
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1.6.6 Deteccion del acido nucleico por reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

La RT-PCR ha sido uno de los métodos mas sensibles para la deteccion del virus de
PPC. En comparacion con el aislamiento viral, la deteccion de acido nucleico se puede
efectuar desde muy temprano en la infeccidon y en periodos mas largos en aquellos
animales que se recuperan. Después de la extraccién del ARN a partir de las muestras,
el ARN debe ser transcrito a cDNA para ser amplificado por la PCR (RT-PCR). El analisis
de la PCR o RT-PCR se efectua mediante la evaluacion en geles de agarosa por
electroforesis (PCR convencional) o por técnicas de PCR en tiempo real (RT-gPCR), lo
cual permite evidenciar los productos amplificados en simultaneo. Las ventajas de la RT-
gPCR es su alta sensibilidad permitiendo incluso la realizacién de pooles de muestras
para su analisis. A pesar de las ventajas que presenta la RT-PCR sobre las técnicas
convencionales (inmunodeteccion viral y aislamiento viral), las técnicas de RT-PCR son
extremadamente vulnerables a falsos negativos o falsos positivos. Los falsos negativos
pueden resultar cuando el acido nucleico esta degradado, o cuando la mezcla de la
reaccion presenta inhibidores. Por su alta sensibilidad, los falsos positivos resultan de
contaminacion entre las muestras o cuando los reactivos o equipos estan contaminados
(66).

1.7 Diagndstico de peste porcina clasica en Colombia

Hoy en dia se cuenta con varias metodologias diagndsticas usadas para la identificacion
de lesiones compatibles con la enfermedad, pruebas destinadas para la deteccién de
anticuerpos o antigeno y pruebas destinadas para la deteccién del acido nucleico del
virus (ARN), las cuales Unicamente estan autorizadas para uso oficial a cargo del LNDV -

ICA con sede en Bogota.

1.7.1 Histopatologia

Se fundamenta en la evaluacién rutinaria de los tejidos fijados en formalina y secciones
histologicas coloreados con Hematoxilina-Eosina. Se realiza la evaluacion microscopica
de los tejidos por medio de microscopio Optica convencional, en donde se identifican
lesiones caracteristicas propias de la enfermedad en tejido linfoide (tonsila, bazo y

ganglio linfatico), intestino (ileon), rindn, SNC-encéfalo y pulmoén. Estas lesiones
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consisten en encefalitis no supurativa, deplecion del tejido linfoide, apoptosis o necrosis y

presencia de vasculitis y hemorragias en varios tejidos, principalmente (103).

1.7.2 Diagnéstico Seroldgico

La deteccion de anticuerpos especificos frente al virus de PPC es de gran utilidad en
caso de aparicion de la enfermedad con formas subagudas, cronicas o inaparentes
causadas por cepas de baja virulencia, en las cuales el cuadro clinico que se presenta en
los animales no resulta de facil identificacion, y la deteccion del antigeno no siempre es
facil. También los métodos serolégicos son valiosos cuando existe una baja incidencia de
la enfermedad, en animales que hayan estado supuestamente en contacto con cerdos
infectados, o después de la depoblacion, limpieza y desinfeccion en explotaciones con
poblaciones nuevas que habian sido afectadas por el virus. Estos métodos resultan
esenciales si un pais quiere ser reconocido internacionalmente como libre de la

enfermedad.

Sin embargo, debido a la capacidad inmunosupresora del virus de la PPC la aparicion de
los anticuerpos en los animales no se presenta hasta por lo menos 3-4 semanas después
de la infeccion, por lo que no se puede establecer una estrategia de erradicacion de la

PPC en un pais exclusivamente con métodos de diagnéstico serolégico (94).

En la actualidad como es el caso de Colombia, en aquellos paises donde se utiliza cepa
China, no existe ninguna técnica de diagnéstico serolégico que permita diferenciar

anticuerpos vacunales de los producidos por la infeccion con virus de campo.

1.7.2.1Técnica de ELISA Ac

Las técnicas de enzimoinmunoensayo ELISA para la deteccion de anticuerpos de la
PPC que se utilizan hoy en dia son técnicas rapidas, sensibles, especificas, de facil
ejecucion y permite evaluar un gran numero de muestras a la vez. Es importante que los
sueros positivos y dudosos se confirmen por seroneutralizacién. Esta técnica es
importante, en casos de la aparicion de la enfermedad de forma sub-aguda, crénica o
inaparente, generadas por cepas de baja virulencia, en las cuales el cuadro clinico que

presentan los animales es inespecifico, y la deteccién del antigeno no siempre es viable.
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Los métodos mas utilizados son las ELISAs comerciales de bloqueo, competitiva e
indirectas, disefiadas y empleadas para detectar anticuerpos frente a todas las cepas del

virus de PPC pero a su vez evitar reacciones cruzadas con otros Pestivirus.

Las técnicas de ELISA detectan anticuerpos contra cepas de PPC de alta, moderada y
baja virulencia, de forma temprana después de la infeccion. La deteccién de anticuerpos
contra cepas de baja virulencia, es importante para la investigacién de infecciones sub-
clinicas de PPC (68).

La técnica esta especialmente disefada para evaluar un gran numero de sueros,
condiciones requeridas en programas de erradicacion de PPC. Por lo general, después
de un brote de PPC en poblaciones libres, se realiza una serologia en masa de los
animales en un anillo periférico para identificar si fueron infectadas otras granjas.
Ademas, esta prueba puede usarse para evaluar el estado inmune de la poblacién de

cerdos en paises donde se utiliza la vacunacion para la erradicacion de la PPC (68, 94).

Para la ELISA de bloqueo, el antisuero puede tratarse de un anticuerpo policlonal
obtenido por inoculacion de conejos o cerdos con cepas de referencia de PPC, como la
cepa C lapinizada (cepa utilizada en las vacunas), o bien de anticuerpos monoclonales
especificos de un determinante antigénico exclusivo del virus de PPC (generalmente la

glicoproteina E2).

1.7.2.2 Técnica de ELISA Ag

ELISA de competicién CTB (Complex - Trapping — Blocking): Se trata de una ELISA de
captura-competicion que emplea dos anticuerpos monoclonales especificos frente a dos
epitopes diferentes de la proteina estructural E2. Siendo esta ELISA utilizada para
detectar antigeno viral en sangre o tejidos como una prueba de alta especificidad pero de

baja sensibilidad y util en solo casos agudos de la enfermedad (94).

1.7.2.3 Prueba de seroneutralizacion (neutralizacion por

anticuerpos ligado al anticuerpo - NPLA)

Es la prueba estandar de oro para el diagnéstico de PPC para el caso de las serologias.

Esta técnica consiste en valorar la capacidad de los anticuerpos presentes en un suero
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para neutralizar la infeccién del virus " in vitro ~ (94). La prueba se realiza sobre cultivos
celulares de la linea PK -15 (ATCC CCL 33) libres de Virus de Diarrea Viral Bovina. Para
su realizacion se precisa de un virus de referencia como es la cepa ALFORT (9)
perfectamente valorado, del que se conocen sus diferentes grados de neutralizacién, de
un suero control conocido previamente y de un cultivo celular. Dado que el virus no
produce efecto citopatico en los cultivos celulares, |la posible replicacion de virus no
neutralizado se detecta por un sistema indicador de marcado inmunoldgico. Este sistema
puede emplear un conjugado de peroxidasa (NPLA). La prueba se puede leer con un
microscopio optico usando bajo aumento, observandose una tincién rojo intensa en el
citoplasma de las células. Los resultados se expresan como el inverso de la dilucién del
suero inicial con la que la mitad de los cultivos celulares inoculados revele un marcado
especifico. Pueden existir reacciones cruzadas con titulos bajos entre sueros procesados
de cerdos infectados con virus de Diarrea Viral Bovina y el virus de PPC empleado en
esta técnica (94). Cuando se trate de un animal infectado con virus de DVB el titulo
neutralizante frente a este virus sera varias veces superior al obtenido frente al virus de
PPC (69).

1.7.3 Aislamiento y cultivo celular

Es la prueba de oro para el diagnodstico de PPC. La linea celular de uso mas frecuente en
el laboratorio es la linea de rifion de cerdo PK-15. La replicacion del virus en las distintas
lineas celulares no produce efecto citopatico en las células infectadas. Sin embargo se

han descrito un reducido nimero de cepas citopaticas (13).

El objetivo es aislar virus de muestras de campo (tonsila, ganglio linfatico, bazo, rifon,
intestino, principalmente). Estas muestras son homogenizadas por maceracién en un
mortero con arena estéril, mas medio de crecimiento en suspension 10% peso/volumen.
Después de incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, la suspension es
centrifugada por 30 minutos a 3000 rpm y el sobrenadante se inocula en las placas con
monocapa preformadas de cultivo celular KP-15. Se adiciona 50 ul de cada inoculo sin
diluir y en dilucion 1:5 con medio de crecimiento en placas de 96 o 24 pozos, los cuales
contienen 50 yl de medio de crecimiento y 50 ul de células en una concentracion de
5X10° células/ml. Se inoculan 8 pozos con 50 pl de la cepa de referencia ALFORT como

control positivo y 8 pozos con 50 ul de medio de crecimiento y 50 ul de células como
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control negativo. Las placas se incuban a 37°C en una atmésfera con 5% CO; por 3 dias.
Se realizan observaciones por microscopia Optica a las 24, 48 y 72 horas para evaluar la
integridad de la monocapa. Se debe revelar la presencia del virus por medio de la
inmunoperoxidasa utilizando un anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa

especifico para el virus de PPC.

1.7.4 Identificacién del antigeno viral en tejidos

Para la identificaciéon del antigeno viral en tejidos su puede utilizar secciones congeladas
obtenidas mediante el uso de criostatos de tejidos frescos como los son: tonsila, bazo,
ganglios linfaticos, rifidn, parte terminal del ileon, los cuales se someten a la realizacion
de inmunofluorescencia directa o inmunoperoxidasa directa. Para tejidos fijados en

formol e incluidos en parafina se utiliza la inmunoperoxidasa indirecta (64).

1.7.4.1 Inmunoperoxidasa indirecta o inmunohistoquimica (IHQ)

Se basa en la evaluacion de los tejidos fijados en formalina y secciones histologicas
coloreadas con hematoxilina de Harris como contraste. Por esta metodologia se
demuestra la presencia del antigeno viral mediante la utilizacion de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la proteina E2. Se realiza evaluacién microscépica de los
tejidos por medio de microscopio 6ptico convencional, en donde se identifica el antigeno
inmunomarcado y revelado por la peroxidasa en tejido linfoide (tonsila, ganglios linfaticos,
bazo), intestino (ileon- placas de Peyer), rifion, SNC-encéfalo y pulmén. El antigeno viral
se detecta principalmente en macréfagos localizados en tejido linfoide (64,95).

1.7.4.2 Inmunofluorescencia directa

La técnica de inmunofluorescencia directa (IFD) se basa en un reaccion inmunologica
antigeno anticuerpo que puede ser evidenciada por el uso de anticuerpos unidos a
radicales organicos con propiedades fluorescentes evidenciado en un microscopio de luz
ultravioleta. Se fundamenta en la evaluacion de los tejidos congelados frescos vy
cortados con un instrumento de congelacion (criostato), el cual permite montar cortes
delgados en lamina portaobjetos para la realizacion de la técnica de inmunofluorescencia
directa utilizando un anticuerpo policlonal conjugado con fluoresceina. El tejido mas
utilizado es tonsila. La interpretacién de la prueba en casos positivos se establece por la

emision de fluorescencia al identificarse el antigeno de los diferentes componentes
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celulares de los tejidos a evaluar. La fluorescencia en cada seccion de tejido se puede
medir en forma subijetiva por escala de intensidad en cruces como: No fluorescencia (0+),
fluorescencia no especifica (0), fluorescencia opaca (1+, dudoso a Pestivirus),
fluorescencia débil (2+, positivo a Pestivirus), fluorescencia brillante (3+, positivo a

Pestivirus), fluorescencia intensa (4+, positivo a Pestivirus).

La ventaja de esta técnica es que el tejido no requiere procesamiento alguno, solo la
congelacién. La desventaja respecto a la inmunoperoxidasa, es que al utilizar un
anticuerpo policlonal se puede detectar otros Pestivirus, como el Virus de Diarrea Viral
Bovina. De igual forma no se puede diferenciar entre el antigeno de campo y el vacunal.

Por otra parte la sensibilidad y especificidad en muy baja (menor al 70%) (Greiser I.,

2008 comunicacion personal sin publicar - consultoria -ICA en PPC afio 2008).

1.7.4.3 Inmunoperoxidasa directa

Se utilizan tejidos en congelacion y la prueba consiste en una reaccién inmunolégica
antigeno anticuerpo evidenciado por el uso de anticuerpos monoclonales marcados
con la enzima peroxidasa de rabano picante —HRPO (64). Se utiliza la técnica
estandar reportada por Terpstra (71). Esta técnica se utiliza para detectar el virus de
PPC en células infectadas de los diferentes tejidos tomados durante la necropsia de
los animales o en cultivos celulares. Se utiliza un anticuerpo monoclonal especifico
(CEDITEST ID-DLO, Holanda) para virus de PPC el cual esta dirigido contra la
proteina E2.

La presencia de granulos pardos rojizos en el citoplasma de las células del tejido a
evaluar, indica el reconocimiento del virus, por el respectivo conjugado
considerandose una reaccion positiva. La ausencia de esta inmunomarcacion se

considera negativa (76).

1.7.5 RT-PCR convencional

La técnica de PCR por su sensibilidad y rapidez es hoy en dia una de las técnicas de

eleccion para el diagndstico de un gran niumero de enfermedades.
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En el caso de PPC que es un virus cuyo acido nucleico es ARN, el primer paso consiste
en la extraccion del ARN a partir de muestras sospechosas. Como lo que se amplifica en
la reaccion de PCR es el ADN, una vez extraido el ARN debe ser convertido en ADN
complementario (cDNA). Esta conversion se hace mediante la utilizaciéon de una enzima
llamada transcritasa reversa. Los primers (cebadores) utilizados definen la zona del acido
nucleico que se va amplificar, por lo que en el caso de PPC, se puede optar por
amplificar una zona del ARN conservado entre todos los Pestivirus o bien por amplificar
una zona especifica de los virus de PPC y que no se encuentran en otros Pestivirus, con
lo que podremos dar un diagndstico general de Pestivirus o uno especifico de PPC. En la
actualidad, se utiliza la amplificacion de gen NS5B especifica del virus de PPC o un

fragmento de la region 5’UTR (72).

1.7.5.1 RT-PCR anidada para E2 y RT- PCR para 5’UTR del virus
de PPC

Para el caso de la RT-PCR anidada E2, consiste en dos reacciones de PCR, en la cual
se amplifica un segmento determinado del genoma, que se utilizara como molde en la
segunda reaccion; y dos primer internos en la segunda ronda de PCR, que van a
amplificar un segmento interno mas pequefio que esta dentro del segmento que
comprende los primer externos. La segunda amplificacion es de menor tamafio que la
obtenida en la primera reaccion. Este tipo de PCR se utiliza cuando es necesario
aumentar la sensibilidad y la especificidad de la reaccién, generalmente cuando se
dispone de poco ADN diana en la muestra. El aumento de la sensibilidad se debe a que
para que la segunda reaccion de PCR sea eficiente es necesario que la primera haya

tenido éxito.

El virus de PPC presenta un marco abierto de lectura (ORF) que esta flanqueado por
regiones no codificantes (UTR) en los extremos 5y 3. La regién gendmica mas
ampliamente estudiada del virus de PPC y en general de los Pestivirus es la region
5UTR, la cual parece cumplir una funcién muy importante para la iniciacion de una
transcripcion eficiente. En los ultimos anos se ha demostrado la gran utilidad del analisis

de esta regiodn en los estudios de Epidemiologia Molecular (93).
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Para el caso del diagnostico de PPC por RT-gPCR comunmente en los laboratorios de
referencia internacional para la enfermedad, utilizan como region blanco de analisis la
region 5’UTR, ya que esta region presenta segmentos altamente conservados para el
caso del virus de Peste Porcina Clasica. Para esto se han disefiado primers y sondas
(Tag-Man) para esta region blanco, utilizando de igual forma controles internos para las
pruebas (78,98,99). Por otra parte se ha encontrado una mayor sensibilidad y para las
RT-gPCR disefiadas para el diagnodstico de PPC respecto a el aislamiento viral,
demostrando una alta eficacia de esta técnica en la deteccion de infecciones subagudas

y crénicas que pueden pasar desapercibidas en campo.

1.7.5.2 RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR real time)

Esta técnica se basa en la deteccion y la cuantificacion de la fluorescencia. En el ciclo de
amplificacion en el cual la emisién de la fluorescencia de los productos de la
amplificacion supera el nivel del umbral (Ct ciclo), es inversamente proporcional al
registro inicial del numero de blancos secuenciados (73). Para el caso del diagndstico de
PPC se utiliza la amplificacion de la region 5’UTR, la cual es altamente conservada en el
genoma del virus de PPC (105,106,107,108).



2.Materiales y métodos

2.1 Animales experimentales

Se seleccionaron treinta (30) animales de la raza York/Landrace de una explotacion

intensiva tecnificada convencional, cuyos criterios de seleccion fueron: 50 dias de edad

en promedio, peso aproximado de 15-20 kilos, con una distribucion homogénea de

sexos. Los cuales estaban en buenas condiciones de salud al momento de la seleccién y

sin presentacion de historia de vacunacién para PPC.

2.1.1 Virus y cultivo celular

Se utilizaron dos vacunas comerciales las cuales se denominaron vacuna "A”
nombre comercial COLERVEC (cepa China de origen francés) de laboratorio VECOL
que contiene 10°Dls, virus de PPC producida en cultivo celular, para aplicacién de 2
ml por animal via intramuscular o subcutanea, y la vacuna "B" PEST- VAC (cepa
China de origen americano) de laboratorio Pfizer, que contiene 10%°Dls, virus de PPC
producida en cultivo celular y en dosis de aplicacion de 2 ml por animal via
intramuscular o subcutanea.

Como antigeno de desafio se utilizd la cepa de campo Santander, cepa utilizada en
Colombia para la evaluacion de vacunas, siendo esta aislada en brotes de PPC en
condiciones naturales en el pais, la cual se emplea siempre con un titulo de
10°DICsml (P/7 - 1997-2-11).

En este estudio se incluyé como cepa de referencia Alfort/187, proporcionada por el

Institute for Virology Hannover Veterinary School, Hannover, Germany

Se utilizé ademas la linea celular PK-15 ATTC Ref. CCL 33 (USA) para realizacion de

la técnica de neutralizacion viral y aislamiento viral
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2.1.2 Reactivos y equipos

- Para las pruebas de ELISAs Ac y Ag para PPC, se utilizaron kits comerciales de las
marcas Prionics® e ldexx®. Para la evaluacion de Circovirus Porcino y Sindrome
Respiratorio Reproductivo Porcino (PRRS), se utilizaron los kits de Synbiotics® e

Idexx® (X2) respectivamente.

- En la realizacién de la inmunohistoquimica se utilizd un anticuerpo monoclonal
dirigido contra la glicoproteina E2 suministrado por el Canadian Food Inspection
Agency National Centre for Foreing Animal Disease - CFIA y cuyo sistema de
revelado utilizado fue de marca DAKO (USA).

- La extraccion de ARN viral de PPC se llevé acabo mediante la utilizacion de un kit
comercial RNeasy 74104 de Qiagen (USA).

- Para larealizacion de la PCR en tiempo real se utilizé el kit de amplificacién One Step
RT-PCR Qiagen (USA), la enzima M-MLV (transcriptasa reversa), la Go Taq Flexi
(Promega- USA) y un kit de purificacion MagMAX-96 Viral Isolation AMB 1836-5
Ambion (USA).

- Como equipos se utilizaron para la realizacion de las PCRs un termociclador Bio-Rad
(USA) para PCR convencional y el Bio-Rad iQ500 (USA) para la realizacién de PCR

en tiempo real.

2.2 Etapas experimentales

Se plantearon tres etapas experimentales, teniendo en cuenta que para la realizacion del
experimento se contemplaron los principios éticos, las buenas practicas profesionales y
de bienestar animal, exigidas por la Universidad Nacional de Colombia y el Consejo

Profesional de Medicina Veterinaria y Zootecnistas de Colombia.

2.2.1 Primera etapa

Los animales experimentales fueron traidos de la granja y confinados en unidades de

aislamiento en el Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios - LANIP- ICA. Al segundo
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dia de llegada se tomaron, 7 ml de sangre en total en tubos sin anticoagulante y 7 ml de
sangre en tubos con EDTA, a cada uno de los animales. Estas muestras fueron
evaluadas por ELISA-Ac, ELISA- Ag, RT-PCR, y RT-gPCR, para determinar la ausencia
de anticuerpos a PPC, la ausencia de antigeno viral y acido nucleido del virus de PPC.

Esto se realiz6 2 dias previos al inicio del experimento (Tabla 1).

Igualmente, se determind el estado sanitario de los animales mediante una evaluacién
clinica y serolégica por las técnicas de ELISA comerciales para las siguientes
enfermedades: Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) (ELISA - Idexx®)
y Circovirus Porcino (ELISA- SYNBIOTICS®), encontrandose que los animales eran

negativos para PRRS, pero positivos a Circovirus Porcino en su totalidad.

Para este experimento se conformaron tres grupos de animales los cuales se
distribuyeron homogéneamente por sexos y se identificaron cada uno de los animales
adecuadamente, constituyéndose los grupos de la siguiente manera:

- Grupo A de 12 animales - Se vacuno con la Vacuna A - 1 en la etapa dos

- Grupo B de 12 animales - Se vacuno con la Vacuna B - 2 en la etapa dos

- Grupo C control de 6 animales (desafiados con la cepa Santander)

Para la realizacion de las pruebas de laboratorio (RT-PCR, RT-gPCR, ELISA Ac y Ag,
inmunoperoxidasa e histopatologia) se tuvo en cuenta las metodologias de rutina y
documentadas en los manuales de procedimientos estandarizados establecidos en el
Laboratorio Nacional de Diagnostico Veterinario (LNDV) del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) y de referencia para el diagnéstico de PPC en la Union Europea y
para la OIE (64,89).

2.2.1.1 Analisis bioinformatico de las cepas virales utilizados

Se realizo el analisis filogenético de las cepas vacunales y de la cepa de desafio usando
el programa Mega 5 (USA) y la informacién disponible en el GenBank® y estudios
filogenéticos previos de cepas colombianas evaluando una parte del segmento E2 segun
la clasificacion de Paton et al., (2000) (80, 96).
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2.2.2 Segunda etapa

Se realizo la vacunacion de cada uno de los grupos (A y B) para posteriormente evaluar

la respuesta postvacunal, el establecimiento de la viremia, distribucién antigénica y

respuesta serolégica a la vacunacion por un periodo de 15 dias antes del desafio a

excepcion del grupo control (Tabla 1).

- Grupo A, de 12 animales se aplicé por via parenteral en la tabla del cuello en una
sola dosis de 2 ml y segun las recomendaciones del fabricante, la vacuna

denominada vacuna " A".

- Grupo B, de 12 animales se aplicé por via parenteral en la tabla del cuello en una
sola dosis de 2 ml segun las recomendaciones del fabricante, la vacuna denominada

vacuna B".

- Grupo C, de 6 animales denominado grupo control no se le aplicé ningun tipo de
biolégico, si no el diluyente (agua destilada) con el que se reconstituyen cada una de

las vacunas al momento de la vacunacion de los otros grupos.

2.2.3 Tercera etapa

Para evaluar el efecto protectivo de las vacunas, la viremia, distribucién antigénica y
respuesta seroldgica a la cepa de desafio, todos los grupos fueron sometidos a la
aplicacion de 1 ml en la tabla del cuello con la cepa Santander al dia 16 del experimento.
Para esto se reconstituyo la cepa de desafio en 5 ml de MEM 199 (GIBCO®-USA), para
luego hacer una dilucion 1:10 en MEM 199 y posterior una dilucién 1:30 en MEM 199. Se
asumio que con esta dilucion se alcanzaria la DE 50%, y de esta forma los cerdos se
estarian enfermando 5-6 dias post-infeccion (d.p.i.). Por otra parte, deberian morir entre
el 8-11 d.p.i., segun las pruebas estandarizadas con la cepa de desafio en el pasado
(Tabla 1).
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2.3 Recoleccidn de muestras

Se efectud la coleccién de muestras como se muestra en la Tabla 1, posterior a la
aplicacion de cada uno de los tratamientos (vacunacién o desafio) para la realizacién del
recuento leucocitario, ELISA-Ac, ELISA-Ag, inmunohistoquimica (IHQ), RT-PCR anidada
E2 y RT-gPCR 5’UTR de muestras segun correspondié (suero, células blancas y tejidos)
de los 30 animales, en intervalos de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 dias posteriormente a cada
uno los tratamientos (vacunacién o desafio). Con estos procedimientos se determind, la
dinamica de la carga viral vacunal, la distribucién antigénica y la seroconversion en el
transcurso de 30 dias. De igual forma se evalué por RT-PCR anidada E2 y RT-qPCR
5'UTR, la posible eliminaciéon del virus vacunal o de desafio, mediante la toma de

hisopados nasales y rectales, con el mismo esquema de muestreo.

De los dos grupos de animales vacunados en la segunda etapa se sacrificaron 5
animales de cada grupo, seleccionados aleatoriamente al dia 6, 8, 10, 12, 15, para
establecer la presencia de posibles lesiones histopatolégicas y la distribucion del
antigeno vacunal de las dos vacunas comerciales utilizadas en los siguientes tejidos:
membrana nictitante, tonsila, ganglios linfaticos (submandibulares, bronquiales,
inguinales superficiales y mesentéricos), bazo, intestino (ileon), encéfalo, pulmén y rifidn.
Esto se llevo a cabo por medio de RT-PCR anidada E2, e inmunohistoquimica (IHQ). Por
otra parte, se evaluaron la tonsila y pool de bazo y ganglios linfaticos (submandibulares,
bronquiales, inguinales superficiales y mesentéricos) por RT-PCR anidada E2 y RT-
gPCR 5'UTR para establecer la posible deteccién del acido nucleico del virus vacunal
(77,78).

Para las muestras colectadas en la tercera etapa se realizd el mismo procedimiento de
muestreo y evaluacion aplicado en la segunda etapa para determinar la carga viral, la
aparicion de anticuerpos, la posible eliminacién y distribucion de antigeno de desafio en 5
animales sacrificados de cada grupo a los dias 20, 22, 24, 26, 29, 30. Los animales que
fallecieron y/o sacrificaron durante el reto, se les realizé la necropsia y la toma de
muestras de tejidos, para evaluacion histopatoldgica, inmunohistoquimica (IHQ) y RT-
PCR anidad E2 y RT-qPCR 5’UTR.
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De las muestras tomadas antes y después del desafio se seleccionaron 22 animales para
la realizacion de aislamiento viral (vacunal y/o desafio) a partir de pooles de tejido linfoide
(tonsila, bazo y ganglios linfaticos submandibulares, bronquiales, inguinales y
mesentéricos) por tres pasajes en cultivos PK-15 con la siguiente distribucion: 8 cerdos

del grupo A, 8 cerdos del grupo B y los 6 cerdos del grupo control.

Las muestras tomadas (sueros, leucocitos y tejidos frescos) para los diferentes analisis
realizados se conservaron a -70°C hasta su procesamiento, de igual forma las muestras
tomadas para diagndstico histopatolégico se conservaron en formalina tamponada al
10%, hasta la realizacion de cortes para inclusién en parafina, coloraciéon (H-E) y

evaluacién histopatoldgica y realizacion de la inmunohistoquimica (IHQ) (74,95).
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Tabla 1. Disefio del ensayo

No. de Coleccién de Muestras Prueba
Animales
30 cerdos Suero y leucocitos Pruebas de ELISA
Primera Etapa 15_29 kllo.s, péra . PRRS. y
Distribucién Circovirus Porcino
homogénea SN(NPLA) y RT-PCR
por sexos para PPC
Evaluacion clinica
30 cerdos No se colectaron muestras Evaluacién clinica
Grupo A (12
Vacuna A)
Grupo B (12
Vacuna B)
Grupo C (6
Segunda Etapa Controles )
Aplicacién de Se colectaron muestras  ELISA Ac- Ag
la vacunacion después de la vacuna de: NPLA
30 cerdos Suero y leucocitos Recuento
Grupo A (12 Hisopados nasales y rectales. leucocitario
Vacuna A) Tejidos frescos y en formol RT-PCR anidada E2
Grupo B (12 (membrana nictitante, tonsila, RT-gPCR5'UTR
Vacuna B) GL(sub-mandibulares, IHQ - Histopatologia
Grupo C (6 bronquiales, inguinales  Aislamiento viral
Controles ) superficiales y mesentéricos), Evaluacion clinica

Tercera Etapa

bazo, ilion, encéfalo, pulmén y
rifén).

Desafio con Se colectaron muestras  ELISA Ac- Ag

cepa después del desafio de: NPLA

Santander Suero y leucocitos Recuento

20 cerdos Hisopados nasales y rectales. leucocitario

7 Vacuna A Tejidos frescos y en formol RT-PCR anidada

7 Vacuna B (membrana nictitante, tonsila, RT-qPCR 5'UTR

6 Controles GL (sub-mandibulares, IHQ — Histopatologia
bronquiales, inguinales  Aislamiento viral

superficiales y mesentéricos),
bazo, ileon, encéfalo, pulmén y
rifién).

Evaluacion clinica
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Tabla 2. Momento del sacrificio de los animales por cada grupo experimental

Animal Grupo Dia del sacrificio o
muerte
2 A 6 dia
3 C 6 dia
3 A 8 dia

6 C 27 dia
2 C 29 dia
10 A 29 dia
4 A 30 dia
11 A 30 dia

4 C 30 dia
1 C 30 dia
5 C 30 dia

2.3.1 Evaluacion clinica mediante valoracion de la temperatura de

los animales

Para este estudio, se realizé el registro de la toma de temperatura rectal diariamente en
las primeras horas de la mafiana a todos los animales en los tres grupos experimentales,
tendiente a establecer cambios significativos en los rangos de temperatura
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relacionandolos con un posible efecto de la vacuna o del virus de campo una vez
desafiados los animales.

2.3.2 Evaluacion clinica de los animales al momento del sacrificio

Se realizd la valoraciéon clinica e identificacion de lesiones macroscoépicas de los
animales que se sacrificaron después de la vacunacion y posterior al reto. El propodsito
fue caracterizar los cuadros clinicos y las lesiones macroscépicas antes y después de la
necropsia de cada animal mediante un protocolo de valoracion clinica y hallazgos
macroscopicos, que permitio establecer efectos de las vacunas o del virus de desafio en

los tres grupos de animales.

2.4 Procesamiento de las muestras

Todas las muestras tomadas en las diferentes etapas del experimento fueron sometidas
a sus analisis respectivos (recuento leucocitario, deteccion de anticuerpos o antigeno y
deteccion del acido nucleico viral-ARN) para el establecimiento de la respuesta inmune y

el establecimiento de la dinamica viral.

2.4.1 Recoleccidén y recuento leucocitario

Las muestras de sangre se tomaron en tubos vacutainer con EDTA de 5 ml cada uno
(Becton Dickinson-USA). Para la realizacion de pruebas de PCR se realizé la separacion
de los glébulos blancos utilizando HISTOPAQUE-1077 (SIGMA- USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante, siendo estos conservados a -70°C hasta su
procesamiento. Por otra parte, a estas muestras de sangre tomadas en los diferentes
dias de muestreo, se les realizdé recuento celular mediante la utilizacion de la camara de

Neubauer 1/10mm (Boeco - Alemania).

24.2 Procesamiento de las muestras para diagnostico
histopatologico
Las muestras colectadas durante la necropsia se fijaron en formalina tamponada al 10%

se procesaron en secciones histologicas coloreadas con Hematoxilina-Eosina (H-E),

segun el método estandarizado en el laboratorio (74). Para posterior evaluacién de los
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tejidos por microscopia 6ptica convencional y toma de las respectivas microfotografias de

tejidos con lesiones significativas.

2.4.3 Deteccién del antigeno de PPC

Para detectar el antigeno viral en las muestras tomadas durante todas las etapas
experimentales se utilizaron diferentes metodologias como la inmunohistoquimica (IHQ)
para la deteccion de Ag, la cual fue utilizada para evaluar cortes histolégicos, ELISA-Ag
para la evaluacion de sueros y el aislamiento viral, para el cual se utilizaron pooles de

tejidos linfoides por cada animal (tonsila, bazo y ganglios linfaticos).

2.4.3.1 Identificacién del antigeno viral de Peste Porcina Clasica

por inmunohistoquimica (IHQ)

Para el establecimiento de la presencia y la distribucion del antigeno de Peste Porcina
Clasica de tipo vacunal o de desafio, se realiz6 la identificacion de los mismos mediante
la utilizacion de un anticuerpo monoclonal producido en conejo (HCV Mc AB WH303-4 -
Glicol- Canadian Food Inspection Agency National Centre for Foreign Animal Disease -
CFIA) dirigido contra la gliproteina E2 y cuya técnica se estandariz6 en LNDV-ICA
usando como base el protocolo de referencia del - CFIA. Para esto se utilizo el
anticuerpo monoclonal en una dilucién de 1:200, sobre los cortes de tejidos similares a
los utilizados en la evaluacién histologica en cada animal en los diferentes grupos.

La identificacion del antigeno por medio de inmunohistoquimica se caracterizé por la
presentacién de una coloracion parda o rojiza intensa al interior del citoplasma de las
células de la linea linfoide o mieloide, o en células de diferentes tipos en donde se
localizé el antigeno en los diferentes tejidos evaluados y que posiblemente son sitios de

replicacion viral de predileccion (95).

Se categorizo la presencia del antigeno dependiendo el grado de inmunomarcacion en

los diferentes tejidos segun criterios subjetivos asi (95):

- Sin inmunomarcacion: no hay marcacion de la muestra analizada — Negativo a Peste
Porcina Clasica

- Inmunomarcacion escasa: hay marcacion de un bajo numero de células (5-20) por

campo de 100X - Positivo a Peste Porcina Clasica
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- Inmunomarcacion moderada: ocurre marcacion de un moderado numero de células
(20-50) por campo de 100X — Positivo a Peste Porcina Clasica
- Inmunomarcacion marcada: deteccion de la marcacion en la mayoria del componente

celular del tejido por campo de 100X — Positivo a Peste Porcina Clasica

Las muestras de tejido incluyeron: tonsila, membrana nictitante, bazo, ganglios linfaticos

(sub-mandibulares y mesentéricos), pulmon, parte terminal de ileon y rifion.

Brevemente, la técnica de inmunohistoquimica consistio inicialmente en el tratamiento de
laminas con polilisina, para luego aplicar los cortes histolégicos y posteriormente
tratamiento de los cortes, lo cual continué con una remocion de la parafina en estufa a
60°C toda la noche, para luego retirar el restante de parafina de los cortes a través de 3
pasos por xilol (3 minutos c/u), seguido de la rehidrataron de los tejidos en alcoholes
descendentes 100%, 95%, 70%, 50%, para luego realizar el lavado con agua destilada,
(3 minutos c/u), seguido de un lavado con TBS-Tween por 2 minutos. Posterior a esto, se
llevé a cabo el bloqueo enddgeno de la peroxidasa con H,O, al 3% por 10 min., seguido
del lavado de las laminas por tres veces con TBS-Tween, para luego exponer el
antigeno por medio de la digestion con proteinasa K al 0.001% (diluida en TBS-Tween)

por 2 minutos a temperatura ambiente.

A continuacion, se lavaron en TBS-Tween por 2 minutos y se aplicd 200 ul (3-4 gotas)
por lamina sobre el tejido del anticuerpo monoclonal (HCV Mc-Ab WH 303-4 172)
dirigido contra la proteina gpE2 de PPC, en una preparacién de 1:200 dejandolas incubar
por una hora en camara humeda. Posteriormente se utilizd el sistema de revelado de
DAKO (USA) de la siguiente forma; se aplicé el anticuerpo secundario 200 ul (3-4 gotas)
(DAKO LSAB 2, LINK - 1gG anti-conejo de Cabra- marcado con biotina-USA) y se incubo
por 10 minutos, para luego lavar con TBS-Tween por 2 minutos, aplicando mas tarde el
conjugado (streptavidin — HRP) 200 ul (3-4 gotas) (DAKO LSAB 2, LABEL-USA)
dejando incubar por 10 minutos, para luego lavar con TBS-Tween por 2 minutos y
enseguida de esto aplicar el sustrato cromégeno DAKO AEC (3 amino-9 etilcarbazole)
200 ml (3-4 gotas) por 5 minutos. Finalmente, se lavé y se contrasté con Hematoxilina de
Meyer por 5 minutos, para luego lavar con agua corriente hasta retirar el exceso de
colorante y hacer un paso por agua amoniacal (5-10 segundos) y finalmente se lavo para

realizar el montaje en medio acuoso (técnica estandarizada y modificada sin publicacion



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 47

por Pifieros R. - LNDV-ICA, tomando como base el protocolo del Canadian Food

Inspection Agency- CFIA) (Anexo B).

En la interpretacion, las células marcadas con el anti-PPC gpE2, se tuvo en cuenta un
patrén de tincion en el citoplasma y nucleo celular de color pardo rojizo. Se utiliz6 como

control positivo casos de campo positivos a PPC (64,75,76,95).

2.4.3.2 Procesamiento de las muestras de suero por ELISA- Ag

(deteccion de antigeno de PPC)

Se utilizaron dos kits comerciales para la identificacién de antigeno del virus de PPC
(Prionics® e Idexx® respectivamente), segun los procedimientos descritos por el
fabricante y los cuales se utilizan rutinariamente en el LNDV-ICA para diagndstico. Estos
fueron empleados para analizar las muestras de sueros tomadas durante toda la etapa
experimental previamente descrita con el objeto de detectar el antigeno viral relacionado

con el virus vacunal o de desafio.

2.4.3.3 Aislamiento viral

Dado que el crecimiento del virus no produce efecto citopatico, su presencia se debe
poner de manifiesto mediante un método de marcado inmunoldgico. Para ello, las
células se fijan a las 24-72 horas, y el antigeno del virus se detecta mediante la
utilizacion de un suero anti-VPPC conjugado con peroxidasa. En caso negativo se
efectian pases ciegos hasta un minimo de dos veces (hasta tres pasajes). Es una
técnica muy sensible, ya que aunque exista una pequefia cantidad de particulas virales
infecciosas viables se podra multiplicarse en la linea celular haciéndose mas evidente su
deteccion y confirmacién de casos positivos a PPC no obstante es muy lenta y laboriosa
(89,94). Para la realizacion del aislamiento viral se realizo el siguiente procedimiento. 1)
Preparacién del in6culo a partir de suspension tisular de cortes en fragmentos
pequefios 1-2 g de tejido (pool de tonsila, bazo y ganglios linfaticos) y macerados, para
posteriormente hacer una suspension al 10% (p/v) homogenizando del tejido en 9 ml de
medio DMEM-Dulbecco’s (GIBCO®-USA). Se suplementd con 1% antibidtico + 1% de
fungizona hasta formar una suspension homogénea. La mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente durante 1 hora, para luego centrifugar a 3000 r.p.m. durante 15

minutos. El sobrenadante se uso6 para la inoculacién de los cultivos celulares previo
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filtrado mediante la utilizacion de filtros de 0.45 ym. 2) Inoculacion de células PK-15,
se tomaron células PK-15 con 24 horas de crecimiento, se lavaron 3 veces con PBS y
se agrego6 tripsina, se homogenizaron y luego se llevé el cultivo a una incubadora a
37°C hasta su desprendimiento. Luego se resuspendieron las células con medio MEM-
Dulbecco’s (GIBCO®-USA) suplementado con SFB al 5%, 1% de piruvato, 1% de
glutamina y 1% de Pest (Penicilina-estreptomicina), para luego tomar placas de 24
pozos agregandoles 1 ml de la suspension celular a cada pozo, seguido de la
incubacion por 24 horas a 37°C con 5% de CO,. Posteriormente, se descartd el medio y
luego se agregd 200 ul de la suspension tisular, en cada pozo de la placa con células
PK-15. Las muestras se inocularon por triplicado, acompafadas de controles positivos y
negativos. Como control positivo, se utilizé la cepa de referencia Alfort/187 de PPC. De
la misma manera se realizd en pareado otra placa de 24 pozos, las cuales se utilizaron
para el revelado o inmunomarcaje de cada pase. Seguido de lo anterior, los cultivos
celulares se llevaron a incubacion a 37°C por 1 hora con 5% de CO, para luego
realizarse lavados con PBS y adicionar medio fresco de mantenimiento para llevarse
nuevamente a incubacion de 48-72 horas, en las mismas condiciones descritas. Se
tomé una placa y se llevé a congelacion a -70°C para luego descongelar realizando esto
dos veces, lisando las células para efectuar el siguiente pase celular. Las células de la
otra placa (preparacién por duplicado) se lavaron con PBS, fijadas al calor a 70-80°C
durante 2 horas, y se revelaron cémo se describira a continuacion en la NPLA,
considerandose positivo el aislamiento viral a la inmunomarcacién pardo rojizo en el
citoplasma de las células que conforman la monocapa en el cultivo celular (Anexo E)
(89).

2.4.4 Deteccion de anticuerpos frente a PPC

Se pretendié detectar la aparicion de anticuerpos totales y neutralizantes durante las
diferentes etapas experimentales y para esto se tomaron muestras de sueros en
diferentes periodos, las cuales se sometieron a las pruebas de ELISA-Ac y NPLA

respectivamente.
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2.4.4.1 Procesamiento de las muestras de suero por ELISA- Ac

(anticuerpos)

Se utilizaron dos kits comerciales para la identificacion de anticuerpos: Prionics®
(PrioCHECK - CSFV Ab) e Idexx® (HerdChek - Classical Swine Fever Virus/Ab), y se
siguieron los procedimientos descritos por los fabricantes, los cuales fueron utilizados
para analizar las muestras de sueros tomadas durante toda la etapa experimental

mencionada anteriormente.

2.4.4.2 Procesamiento de las muestras de suero por

seroneutralizacion (NPLA)

Se utilizaron monocapas de cultivos celulares preformadas en placas de 96 pozos con 72
horas y con un minimo de 90% de confluencia, utilizando la linea celular PK-15 (ATCC
Ref. CCL-33-USA). 1) Se tomaron las diferentes muestras de sueros obtenidos en cada
etapa en los dias en que no se detectaba anticuerpos por ELISA o en aquellos en los
cuales se obtuvieron resultados sospechosos por esta metodologia, antes de la
vacunacion y dias posteriores a esto, los cuales se inactivaron a 56°C con sueros
controles positivos y negativos de referencia, por 30 minutos a baio maria para inactivar
el complemento. 2) Luego se prepararon las diluciones de los sueros 1:25 y 1:50 en
tubos de 0.5 y 1 ml en medio DMEM Dulbecco’s (GIBCO®-USA) mas solucién de
antibioticos 3) Posteriormente se descongelé una alicuota de virus de referencia
Alfort/187 previamente titulado y conservado a -70°C. Se preparé en medio DMEM-
Dulbecco (GIBCO®-USA) la dilucion viral correspondiente a las 100 DICTso a partir del
virus con un titulo viral de 10%° DICTs. 4) A continuacion, se realizd6 el mismo
procedimiento utilizado en el aislamiento para el tratamiento de las células y disposicion
en los pozos y conformacién de cultivos celulares de 24 horas con una confluencia del
90-95%. 5) Para efectuar la neutralizacion se tomé 50 yl de sueros a investigar en
diluciones 1:25 y 1:50 en cada pozo por duplicado. De igual forma, se incluyeron sueros
controles positivos negativos y control de células. 6) Mas tarde se adicion6 50 pl de la
dilucion viral correspondiente a las 100 DICTsy a todos los pozos dejando libre los
controles de células. 7) Luego se incubd la placa de mezcla suero-virus a 37°C en 5%
CO; por 60 minutos. 8) y se procedié a sacar las placas y se adicioné 50 ul de la
suspensién celular en una concentracion de 500.000 células/ml en todos los pozos. 9)

Posteriormente, se incubd a 37°C con 5% CO, por 48 horas. 9) luego se lavaron dos



50 Evaluacién de la respuesta postvacunal a Peste Porcina Clasica por medio de
diferentes pruebas diagndsticas en cerdos desafiados experimentalmente

veces con 200 ul de PBS diluido en 1:2 en agua desmineralizada y se secaron durante
dos horas a 40°C. 10) Seguidamente se procedié a revelar las placas realizando la
inmunoperoxidasa, para lo cual se preparé el conjugado anti VPPC/proteina A
peroxidasa el cual se dispensé 50 ul en cada pozo. Luego de esto, se incubé una hora a
37°C en camara humeda y pasado este tiempo se lavé con PBS-Tween. 11) Se preparo
la solucion ABC la cual se adiciond 50 pl en cada pozo para una posterior incubacién por
15-30 minutos, hasta que se observo color pardo en los pozos control con las 100 dosis
virales. 12) Se agregé 200 pl de PBS diluido a todos los pozos para la realizacion de la

lectura con el microscopio de luz invertido (64,75,76,89).

2.4.5 Deteccidn de acido nucleico del virus de PPC por RT-PCR y
RT-qPCR

Con el propésito de detectar la presencia del acido nucleico del virus de PPC en las
diferentes muestras tomadas en las diferentes etapas experimentales se utilizaron dos

pruebas PCR: una RT-PCR anida para la deteccién de la region E2 y una RT-qPCR para

la deteccion de la region 5’UTR.

2.45.1 RT-PCR anidada E2 para la deteccion del acido nucleico

viral en sueros, leucocitos, tejidos e hisopados nasales y rectales.

La prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue disefiada para la
amplificacion del gen de la proteina E2 del virus de PPC y es empleada para el
diagnéstico rutinario (77,89). 1) Inicialmente se realizd la extracciéon del acido nucleico
de las muestras mediante la utilizacion de kit comercial de extraccion (Qiagen-USA), a
partir, sueros, leucocitos, tonsila, ganglios linfaticos en forma individual, pulmén, higado,
bazo e ileon. 2) Se prepararon las mezclas maestras para PCR siguiendo el
procedimiento descrito en el instructivo de preparacion de mezclas maestras (Anexo C).
3) Mas tarde, se procedid a realizar la PCR1 y PCR2 para la deteccién del acido
nucleico del virus de PPC, incluyendo los controles de extraccion positivo y negativo y
las muestras a analizar. 4) Se realizé el montaje en geles de agarosa para su posterior
electroforesis, fotodocumentacion y comparacion de las muestras respecto a los

controles y al marcador de peso molecular (76,77) (Anexo C).
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De igual forma se busco realizar la deteccion del antigeno vacunal y de campo mediante
la realizacién de pooles de sueros para lo cual se tom6 100 pl por dia de muestreo
realizando extracciéon de acido nucleico a 150 pl del volumen total del pool para
establecer la viremia vacunal o asociada al virus de desafio y posible excrecion viral de
antigeno vacunal, como de desafio mediante la evaluacion de pooles de hisopos
nasales y rectales tomando 150 ul para extraccién y similar a lo descrito para los sueros.

Estos hisopos fueron tomados en cada uno de los dias de muestreo como se describid.

2.4.5.2 RT-qPCR 5’'UTR para la deteccion del antigeno en sueros,

leucocitos, tejidos e hisopados nasales y rectales.
Se utilizo RT - PCR en Tiempo Real (RT-gPCR) la cual es una modificacion del RT-PCR

convencional. En esta técnica se empled una pareja de primers y una sonda marcada en
el extremo 5 por un fluoréforo (usualmente FAM) y en el extremo 3” por una molécula
quencher (usualmente BHQ-1). La sonda se disefid de manera que se anillara dentro de
la region flanqueada por los primers. Se utilizé la RT-gPCR 5’'UTR referenciada en la
literatura (78) y la cual fue previamente estandarizada en el laboratorio (Anexo D). Las
mismas extracciones preparadas para la realizacion de la PCR convencional anidada E2
fueron utilizadas para la realizacién de la RT-gPCR 5’UTR, (extracciones de sueros,
leucocitos, tonsilas, pool de tejidos linfoides y pool de hisopados nasales y rectales).

2.4.5.3 Curva estandar de cuantificacion por RT-gPCR 5’UTR

Con el objetivo de cuantificar la carga viral se realizd una curva estandar siguiendo
meétodos previamente descritos a partir de la extraccién por RNeasy Minikit Cat. No.
74106 QIAGEN (USA) y purificacion por QIAquick PCR Purification kit Cat. No. 28106
(USA) de la cepa de referencia Alfort/187 a partir del virus con un titulo viral de 10°*°
DICTsp, y cuya concentracion fue de 33.64ng/ul, realizada esta cuantificacion en el
Thermo Scientific Nano Drop 1000 (USA) (78,97,98,99).

2.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los ensayos fueron analizados para los tres grupos en conjunto

con las siguientes pruebas estadisticas:
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e Valoracion de la temperatura y recuento leucocitario se aplicé el modelo estadistico
paramétrico ANOVA (100, 101).

e Valoracién subjetiva de hallazgos clinicos de animales al sacrificado y la valoracion
de las lesiones macroscopicas y microscopicas, los datos fueron evaluados por el
modelo estadistico de frecuencia (101,101).

e Para la comparacioén entre los grupos de las pruebas de ELISA para la deteccion de
anticuerpos frente a PPC se utilizé el modelo estadistico no paramétrico - Kruskal-
Wallis (100,101).

Debido a que se presentaron condiciones particulares (bajo numero de datos, entre
otras) en la coleccion de datos durante las diferentes etapas experimentales, en donde
no se generd suficiente informacion que se facilitara para el tratamiento y analisis
estadistico, solamente se realizé la descripcion de la misma. Estos casos fueron: la
deteccion del antigeno de PPC por inmunohistoquimica, la deteccion de antigeno
mediante la utilizacién de los dos kits de ELISA-Ag, la deteccion del acido nucleico del
virus de PPC por RT-PCR anidada E2 y la RT-gPCR 5'UTR de muestras de sueros,
tejidos o hisopados nasales y rectales y el aislamiento viral, procedimientos realizados en

los tres grupos experimentales.



3.Resultados

3.1 Analisis bioinformatico de las Cepas Vacunales, Cepa

Alfort y Cepa Santander

Se realizd el analisis bioinformatico a partir de productos de secuenciaciéon de un
segmento de la region E2 de acuerdo con la clasificacion de Paton D. et al., (2000) y a
partir de secuencias reportas por Sabogal Z. et al., (2006), mediante la utilizacion del
programa Mega 5.0 (USA) haciendo el agrupamiento por subtipos virales de cada una de
las cepas utilizadas en el experimento, evidenciandose en este analisis que las cepas
vacunales se agruparon en el grupo 1.1 al igual que la cepa de referencia Alfort/187 y la
cepa Santander (77,80). Por otra parte, se realizé la matriz de distancia para establecer
la identidad entre las cepas utilizadas en el experimento (Figura 2.) (Tabla 3.). Es de
anotar que la cepa de la vacuna "A” es una cepa de origen Francés y la cepa de la
vacuna "B" es de origen norteamericano.

M31768.1 -1.2
AF099102.3-1.2

¥B7939.1 ALFORT187-1.1
ALFORT LNDW-ICA -1.1
452581 -11
AY259122.1-11
WACUMA_A -1.1
Cepa CHIMNA -1.1
SANTAMDER -1.1
—WACUNA_B -1.1
AF241623.1-1.3

J04358.2 -2.3

fAFQMEBEJ -3.3
AYa71089.1 -3.4
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Figura 2. Arbol filogenético para analizar la relacién de las cepas virales, cepas de
referencia y cepa de campo utilizadas en la comparacion entre genotipos y subgenoticos

del virus de PPC encontradas en GenBank.

Tabla 3. Matriz de distancia para las cepas analizadas de los grupos 1.1-1.2-1.3-2.3-3.3 y

3.4 respeto a las vacunas, la cepa de referencia y de campo utilizada

1 2 el el s 6 70 &8 8 [ w]nn |z 13z] 14|
17462561 1.1
2 A 258122111 0.000
3 ALFORT LNDVACA 11 | 0008 0006
4 GANTANDER 1.1 0026 0026 0019
B WVACLNA B 1.1 003 003 009 002
B VACLNA & 1.1 0000 0000 0005 002 0013
7. Cepa CHINA 1.1 0000 0000 0006 0026 0013 0.000
B_AFD93102.31.2 0055 0056 0049 0073 0072 0056 0.05
9 M3176811.2 0033 0033 0026 0048 0048 0033 0033 0.048
10_AF2416231 13 0047 0047 0055 0063 0048 0047 0047 0098 007
11.J04358.2 2.3 0080 0060 008G 0097 0060 0080 0080 0118 0083 0.072
12 ¥579201 ALFORT167-1] 0005 0006 0000 0013 0019 0005 0005 0043 0026 0055 0089
13 AF2416321 33 0080 0060 0089 0038 0081 0080 0080 0109 0069 0056 0073 0.069
14 5710891 34 0130 0130 0140 0152 0131 0130 0130 0155 0143 013 0134 0140 0109

3.2 Observacion clinica

Los animales experimentales no presentaron anticuerpos frente a virus de PRRS por la
prueba de ELISA, pero si evidenciaron anticuerpos en su totalidad a Circovirus Porcino -
PCV2, lo cual sugirié exposicion al virus de campo. En general los animales presentaron
buenas condiciones de salud antes de la realizaciéon de la primera y segunda etapa

experimental (conformacién de los grupos y vacunacion).

3.3 Valoracion clinica al momento del sacrificio

En la evaluacion de los animales durante el periodo de tiempo de 30 dias de
experimentacion se tuvo en cuenta la valoracion de la condicion clinica al momento del
sacrificio (signos y sintomas), tendiente esto a establecer efectos del antigeno vacunal y
la condicién clinica asociada a el desafio viral con el antigeno de campo (cepa

Santander) en los diferentes periodos de tiempo.

3.3.1 Valoracion de la temperatura
En el presente estudio como indicador de sintomatologia clinica asociada a la
presentacion y respuesta al antigeno vacunal o de campo de PPC se evalué diariamente

la temperatura de los animales tratando de establecer cambios en los rangos normales
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de temperatura (37,5C°-39,5C° - promedio 39.3C°), puesto que este es un indicador de
condicién clinica de respuesta a la vacuna o de enfermedad en los animales tanto
vacunados como no vacunados. Se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (p < 0.05) en los diferentes periodos de tiempo después del desafio, pero es de
anotar que como tal hay diferencias en temperaturas sin que esta fluctue fuera de los

rangos normales de temperatura para el caso los grupos A y B (Figura 3) (Anexo F).

Se debe notar que los animales identificados como 1A, 4A, 7A y 7B presentaron
incrementos en temperatura, pero se podria considerar este incremento como
hipertermia mas no fiebre, ya que las diferencias no fueron significativas y no presentaron
un cuadro clinico que se pudiera definir como fiebre. Para el caso de los animales 5A y
10A los cuales presentaron incrementos en la temperatura (fiebre) posiblemente
asociada a la presentacion de neumonia, puesto que al momento del sacrificio

presentaron tos y problemas respiratorios.

En el caso del grupo "C” los cuales fueron los animales desafiados se encontraron picos
de temperatura altas después del reto (Figura 3) y al final del periodo de vida de cada
uno de los animales en donde se encontraron descensos en la misma, posiblemente
relacionado a la condicion clinica de los animales cercanos a la muerte, la cual cursa con
hipotermia. Este hallazgo se encontré de forma relevante para los animales 4C y 6C, los
cuales presentaron la condicién clinica tipica de un cuadro infeccioso por PPC, debido a

que eran animales desafiados no vacunados.



56 Evaluacién de la respuesta postvacunal a Peste Porcina Clasica por medio de
diferentes pruebas diagndsticas en cerdos desafiados experimentalmente

42

37.5-39.5C° Lo

|

41 4

40

1

. L
5 == 378
E R 375
g 374 : 37,0 % 36,9
36,6
=
2 36
35 1
9 Periodo post-vacunacion Periodo post-desafio

33 4 k32,9

T T T T T T
Grupo A vacunado Grupo B vacunado Grupo C control Grupo A desafiado Grupo B desafiado Grupo C desafiado

Figura 3. Medicion de la temperatura en °C de los grupos A-B-C vacunados y desafiados.
Donde se observo que el grupo C después del desafio mostré una mayor variacion de la
T° con cambios extremos de la misma. (1.C. 95%)

3.3.2 Valoraciéon de la condicion clinica de los animales al

momento del sacrificio

Para este caso respecto a la condicion clinica de los animales al momento del sacrificio
se encontro diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos (A, B y C), pero quizas
como lo demostro el analisis de frecuencia y la valoracion establecida (Anexo 7) para la
evaluaciéon de la condicion clinica, se observdé que las mayores diferencias se
encontraron en el grupo control sin vacunar (Grupo C), el cual fue desafiado con cepa
Santander. Se debe tener en cuenta que el animal "3C" fue un animal sacrificado antes
del desafio viral con la cepa de campo. El restante de los animales de este grupo
presentd caracteristicas clinicas compatibles con PPC, como son la debilidad y apatia, no
consumo de agua y alimento, signos nerviosos (cerdo 4C y 6C), conjuntivitis, cianosis de

las orejas y solamente un animal fallecio en este periodo el cual correspondio6 al "6C".
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3.3.3 Recuento de globulos blancos

Se encontraron diferencias significativas después del desafio entre los grupos en la
mayoria de periodos de toma de muestras, pero en particular para el grupo "C” fue en
donde se encontraron mayores diferencias (p < 0.05), a excepcion del cerdo “3C™ en cual

fue sacrificado antes del reto sirviendo este como control.

Para los grupos A y B (grupos vacunados) no se observaron cambios en la poblacién en
general en el recuento de glébulos blancos. En el presente trabajo solamente se observo
para el caso de los cerdos 5A una reduccion en el recuento leucocitario, posiblemente
este asociado al cuadro clinico respiratorio que mostré este animal. Por otra parte, en
algunos animales se evidenciaron cambios en el recuento, como es el caso de los cerdos
10A, 10B, 11B y 12B, pero analizando los diferentes periodos de muestreo entre y dentro
los grupos no se evidencio una correlacion o efecto del virus vacunal o efecto del virus de
campo en los animales vacunados. Por el contrario, se pudo observar que la respuesta
vacunal no generd cambios significativos en el recuento leucocitario para el caso de las
dos vacunas utilizadas (grupo A y B) (Figura 4), en donde se detectd una leve reduccion
en el recuento para los grupos vacunales, respecto al grupo control, sin que estos se

salieran de los rangos normales para la especie.

Como excepcion en relacion al recuento leucocitario se encontraron los cerdos 10A y
10B. El primero presenté una reduccion en el recuento leucocitario después de la
vacunacién, como después del reto, presentando este animal un cuadro clinico
respiratorio. Para el caso del cerdo 10B hubo una reduccion en el recuento leucocitario
después de la vacunacion, sin que se pudiera relacionar directamente esto con el efecto
de la vacuna, ya que en el restante de la poblacion de este mismo grupo no se

detectaron cambios significativos (Anexo H).
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Figura 4. Recuento leucocitario por pl de los grupos A-B-C vacunados y desafiados. Se
observé una leve reduccion en el recuento leucocitario no significativa en los grupos
vacunados antes del desafio respecto al control y en donde se encontrdé una reduccion

marcada para el grupo C después del desafio. (1.C. 95%)

3.3.4 Hallazgos macroscopicos

En la evaluacion de los hallazgos macroscopicos se encontraron diferencias significativas
entre los grupos (p < 0.05) con presentacion de lesiones variables pero significativas
asociadas particularmente en el grupo "C". Como hallazgos de importancia en este
experimento en los grupos vacunados A y B, se encontré: aumento en el tamafio del
bazo, sin la presentacion de hemorragias en el mismo, en los animales 5A, 6A, 7A, 9A,
10A y 12A. Aumento en el tamafio de los ganglios linfaticos en los animales 5A, 6A, 7A,
9A, 10A, 12A y 12B. En los animales 6B y 12B se encontraron algunas hemorragias en
pelvis renal, estando estas asociadas al método de sacrificio. En el animal 4B se

evidencié una pleuritis crénica de posible origen bacteriano.
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Para el grupo "C", grupo control no vacunado se encontraron lesiones atribuibles a PPC,
las cuales estarian relacionadas con la condicién clinica al momento del sacrificio o
muerte de los animales. Se debe tener en cuenta que la presentaciéon y el tipo de
lesiones fueron variables entre los diferentes animales del grupo control, pero
importantes con respecto a los grupos vacunales, a los cuales no se les identificaron
lesiones relevantes que se puedan asociar a PPC. Estas lesiones se caracterizaron por
la presentacion de hemorragias en piel (Figura 5) (cerdo 1C), hemorragias en ganglios
linfaticos (cerdos 1C, 2C, 4C, 5C y 6C), aumento en el tamafio de los ganglios linfaticos
(cerdos 1C y 6C), hemorragias en pelvis renal (cerdos 1C, 2C, 5C y 6C), edema
pulmonar y pleuritis (Figura 6) (cerdos 4C y 6C), conjuntivitis (cerdos 1C, 2C, 4C y 6C),
ulcera gastrica (cerdos 4C y 5C), hemorragias pulmonares (2C y 6C) y congestion
meningea (2C, 4C y 6C).

Es claro que algunas de las lesiones observadas durante la necropsia se correlacionaron
con la condicién clinica como son: la presentacion de tos y problemas respiratorios, con

los hallazgos de pleuritis a la necropsia en los cerdos 4B, 4C y 6C (Figura 6 y Anexo G).

Figura 5. Cerdo 4C, el cual present6 hemorragias en piel y ulceraciones en las areas

articulares de las extremidades.
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Figura 6. Cerdo 4C, el cual presenté pleuritis (flechas blanca) y epicarditis (flecha negra)

fibrinosa severa de posible origen bacteriano.

3.3.5 Hallazgos microscopicos

En relacion a las lesiones microscépicas en los tres grupos experimentales no se
encontraron diferencias significativas (p 20.05) entre los grupos (A y B vs C) (Anexo I),
las cuales particularmente fueron mas relevantes en el grupo control “C". Como lesiones
importantes y a tener en cuenta se encontré la deteccién de lesiones vasculares en
ganglios linfaticos y bazo, en lo referente a vasculitis, necrosis de las células endoteliales,
hemorragia perivascular, hialinizacién y edema de la pared de los vasos sanguineos. No
se observaron lesiones microscopicas en los grupos A y B, a excepcion de un cerdo del
grupo "B” (4B), el cual presento lesiones leves caracterizadas por presentar hemorragias
perivasculares en rifidn, sin reaccion inflamatoria en el endotelio vascular, posiblemente

asociadas al método de sacrificio como ya se menciono.

En los cerdos del grupo control “C", desafiados pero no vacunados, presentaron lesiones
vasculares ligeras asi: el cerdo "C3"que actué como control (sacrificado al 6 dia de
experimentacion) no presentd ningun tipo de lesiones vasculares en los diferentes tejidos
evaluados. En el restante de los animales de este grupo, los cuales fueron retados, se
encontro en los cerdos 1C y 2C lesiones vasculares leves en bazo y ganglios linfaticos,
pero no en el restante de tejidos evaluados. Para el caso del cerdo 4C se identificaron
lesiones vasculares moderadas en ganglio linfatico y piel, mas no en el restante de

tejidos. El en cerdo 6C se encontraron lesiones leves en piel, moderadas en ganglio
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linfaticos y marcadas en bazo y rifion. El cerdo 5C no presentd lesiones vasculares en

ninguno de los tejidos evaluados.

En lo referente a cambios apoptéticos (fragmentacién nuclear) y de deteccién en el tejido
linfoide como son ganglio linfatico, bazo y tonsila, se encontraron animales sin lesiones o
animales con lesiones leves a moderadas en los grupos vacunados y desafiados (A y B),
sin que se defina un patron de presentacion que se pueda relacionar con el efecto de la
vacunacion o del desafio. El cerdo 4B presentd lesiones marcadas en bazo y ganglio
linfatico, pero quizas se debid al cuadro respiratorio (pleuritis) que presentaba. Respecto
al grupo "C", los animales 1C, 2C, 4C, 5C y 6C presentaron algun tipo de lesién con
grados variables de leves a marcados en ganglio linfatico, bazo y tonsila (Figuras 7, 8 y
9). De esta forma se demostrd el compromiso de las células mononucleares presentes en

tejidos linfoides producto del efecto infeccioso del virus de PPC.

Examinando la presentacion de lesiones en encéfalo, se encontré que para el grupo "A”
los animales 4A, 5A, 6A, 8A, 9A, 12A presentaron lesiones ligeras caracterizadas
infiltracion perivascular en vasos del encéfalo y gliosis difusa y focal (regiones evaluadas
en los tres grupos: corteza region occipital, hipocampo, cerebelo, base de encéfalo e
inicios de médula oblonga). En el grupo "B” solamente los animales 2B y 3B presentaron
este mismo tipo de lesiones. En general estos cambios fueron no significativos, sin que
se pidiesen relacionar con PPC, debido a la ausencia de lesiones sistémicas que se
puedan relaciona con esta enfermedad. Para el grupo "C" se encontraron lesiones
marcadas en los animales 4C y 6C y leves en el 1C (Figura 11 y 12). Los animales 2C,

3C y 5C no presentaron ningun tipo de lesion en encéfalo.

Es claro que para el analisis de frecuencia realizado a los tres grupos en simultaneo se
encontraron diferencias significativas entre los tres grupos para las lesiones
microscopicas descritas, menos en lo referente a cambios depléticos en bazo y tonsila en
donde no se encontraron diferencias significativas, pero se observé un patrén de

presentacion de lesion muy similar entre los grupos.
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Figura 7. Cerdo 4C. Tonsila, se evidencié cambios depléticos en los foliculos linfoides y

criptitis necrética con presencia de material exudativo en su luz — HE-100X

Figura 8. Cerdo 4C.Ganglio linfatico, se observaron severos cambios depléticos

generalizados y areas de congestion - HE-100X
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Figura 9. Cerdo 4C. Bazo, se observo severos cambios depléticos generalizados en los

centros germinales en areas T y B - HE-100X

Figura 10. Cerdo 4C. Hipocampo, se evidencié la presencia de un infiltrado perivascular
mononuclear y focos de gliosis, como lo indican las flechas - HE-100X
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Figura 11. Cerdo 4C. Hipocampo, se encontré la presencia de un infiltrado mononuclear

y focos de gliosis, como lo indican las flechas- HE- 400X

3.3.6 Deteccion del antigeno de PPC por inmunohistoquimica

(IHQ)

En los animales vacunados de los dos grupos (A y B) no se detect6 el antigeno vacunal
ni de desafio. En contraste para el grupo "C” solamente en dos animales se identifico el
antigeno de desafio (cepa Santander) identificandose este en tejidos como pulmoén
(Figura 12 y 13), membrana nictitante (Figura 14), tonsila (Figura 15 y 16), cornete,
médula 6sea, con inmunomarcacion moderada en dos cerdos (4C y 6C). Se debe
destacar que el antigeno de PPC se detectd en forma marcada solamente en el intestino
delgado (ileon) y en forma leve en higado y en ganglio linfatico. Es importante observar
que para el caso del cerdo 6C se identificd el antigeno en todos los tejidos respecto al
cerdo 4C. Por otra parte, se identific6 el antigeno viral en piel (Figura 17) en encéfalo
(Figura 18) con diferentes grados de inmunomarcacion en los cerdos (4C y 6C). En los
cerdos 1C, 2C y 5C no se detectd el antigeno de desafio en los tejidos examinados
(Anexo K).
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Figura 12. Cerdo 6C grupo control. Pulmén, se detectd el antigeno viral
(inmunomarcacién) en el bronquiolo (células de la lamina propia) - Hematoxilina de
Meyer - 400X

Figura 13. Cerdo 6C grupo control. Pulmén, se detectd6 el antigeno viral
(inmunomarcacioén) dentro de macrofagos alveolares - Hematoxilina de Meyer - 400X
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Figura 14. Cerdo 6C grupo control. Membrana nictitante, observe la deteccion del
antigeno viral (inmunomarcacién) en células de las glandulas - Hematoxilina de Meyer -
100X

Figura 15. Cerdo 6C grupo control. Tonsila, se puede apreciar la deteccién del antigeno
viral (inmunomarcacion) en linfocitos de los centros germinales - Hematoxilina de Meyer -
400X
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Figura 16. Cerdo 4C grupo control. Tonsila, note la deteccién del antigeno viral
(inmunomarcacion) en células de la capa epitelial de las criptas - Hematoxilina de Meyer -
100X
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Figura 17. Cerdo 6C grupo control. Piel, observe la deteccién del antigeno viral
(inmunomarcacion) en piel en células del foliculo piloso y glandulas sudoriparas -

Hematoxilina de Meyer - 400X
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Figura 18. Cerdo 6C grupo control. Encéfalo, es importante observar la detecciéon del
antigeno viral (inmunomarcacion) en encéfalo en la pared de los vasos sanguineos y en

el infiltrado mononuclear perivascular - Hematoxilina de Meyer - 400X

3.3.7 Deteccion de anticuerpos frente a PPC por medio de la

utilizacion de la prueba de ELISA

En este experimento con el fin de evaluar la respuesta serolégica con las prueba de
ELISA se utilizaron dos kits comerciales, pero no se llevd a cabo una comparacion de
sensibilidad o especificidad entre ellos. Se encontré que antes de la vacunacion y del
desafio algunos de los animales tenian anticuerpos detectables, de posible origen
materno cuya distribucion fue: tres animales del grupo A (3A, 5A y 12A), cuatro del grupo
B (1B, 5B, 6B y 3B) y uno sospechoso del grupo C (5C) (Anexo L). Por otra parte, para
los tres grupos de animales se encontraron diferencias significativas (p <0.05)
particularmente después del desafio, en los diferentes periodos de muestreo realizados
en el experimento. En general, para los tres grupos se evidencié un aumento en los
niveles de anticuerpos posterior al desafio demostrando la respuesta serolégica (Anexo
L). En la Figura 18 se presenta la sumatoria de positivos y sospechosos para el total del
grupo examinados por dia, segun la evaluacién efectuada con las pruebas de ELISA

utilizadas.
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Para el caso de los animales 3A y 1B se detectaron anticuerpos por las dos pruebas y se
observé aumento en los niveles de anticuerpos posterior a la vacunacion, siendo estos

detectables hasta el dia 8 del experimento, en donde estos animales fueron sacrificados.

Para los animales 5A y 5B se encontré que estos dos animales presentaron un alto nivel
de anticuerpos al dia 1, los cuales se relacionan con anticuerpos maternos. Para estos
dos animales luego se observé una reduccién en el nivel de anticuerpos durante el
experimento evidenciandose esto con los dos kits de ELISA utilizados, en donde para el
animal 5A es tan marcada la reduccion de anticuerpos que este se hizo sospechoso al
dia 16 hasta el 20 dia de sacrificio, siendo esto muy similar con el 5B. Por otra parte, los
cerdos 12A, 3B y 6B mostraron niveles bajos de anticuerpos maternos al dia 1, los

cuales se incrementaron post-vacunacion y luego disminuyeron antes del desafio.

Es claro que la gran mayoria de animales de los grupos A, B y C no presentaron
anticuerpos maternos detectables al dia 1 antes de la vacunacién y durante los dias
antes del reto (dia 16), esto sugiere que la aparicion de anticuerpos detectables por
ELISA puede tardar mayor tiempo en relacion a la respuesta post-vacunal, ya que
solamente en los animales 2B, 8B y 11B se detectaron anticuerpos siendo algunos de

estos positivos o sospechosos antes del desafio y asociados estos a la vacunacion.

Posterior al dia 16 (dia del desafio) se observé que en los grupos de animales vacunados
(A y B) la apariciéon de anticuerpos es mas temprano con respecto al grupo de animales
no vacunados correspondientes al grupo "C”, en donde los anticuerpos para este grupo
de animales comenzaron a aparecer al dia 26 del experimento en respuesta a la cepa de
desafio (cepa Santander). Esto quizas para el caso del grupo A y B en la segunda
exposicion al antigeno (antigeno de desafio) se potencia la respuesta inmune (respuesta

anamnésica) generando la aparicion de anticuerpos de forma mas rapida.

Para nuestro caso, se encontr6 que para aquellos animales que no presentaron
anticuerpos al inicio de la vacunacion presentaron anticuerpos detectables por ELISA
verdaderamente positivos de la siguiente forma: 2B al dia 16, 8B a los 16 dias, 4A y 7A
se detectaron anticuerpos a los 22 dias y 9A, 11A, 7B y 12B a los 24 dias, pero se debe
tener en cuenta el posible efecto del virus de desafio en la aparicion mas temprana para

el caso de los animales 2B y 8B.
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Figura 19. Grafico de intervalos donde se agrupan los datos de las pruebas de ELISA-Ac
(Prionics®-kit 1 y Idexx®-kit 2) para el total de los animales por muestreo (dia), en el cual
se observd un reduccion antes del desafio y un incremento en la distribuciéon y el
porcentaje de bloqueo de las ELISAs a partir del muestreo 10 (Desafio), hasta el final del
experimento. "M representa tiempo de muestreo y "K" el kit utilizado - (IC 95%).
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Figura 20. Deteccion de anticuerpos por ELISA Prionics® y ldexx® de los Grupos A-B-C
vacunados y desafiados, donde se observé que para cada uno de los grupos hay una
mayor dispersién de los datos e incremento en el valor de porcentaje de bloqueo en la
prueba de ELISA después del desafio, lo cual refleja un incremento de los niveles de
anticuerpos (IC 95%).
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3.3.8 Deteccion de anticuerpos frente a PPC por medio de la

utilizacion de la prueba de seroneutralizacion (NPLA)

Esta metodologia solo se utilizé para dilucidar la respuesta a los analisis positivos y
negativos obtenidos con las pruebas de ELISA. Se evaluaron por NPLA los animales
antes de la vacunacion para establecer la presencia de anticuerpos maternos
neutralizantes y en aquellos casos en donde los animales no presentaron titulos de
anticuerpos antes y después de la vacunacion y después del reto. Se encontré que para
el grupo A los animales 1A, 2A, 4A, 6A, 7A, 8A, 9A, 10A y 11A no presentaron
anticuerpos neutralizantes, con respecto a los animales 3A, 5A y 12A que presentaron
anticuerpos neutralizantes (anticuerpos maternos) antes de la vacunacién. Para el grupo
B los animales 2B, 4B, 7B, 10B, 11B y 12B no presentaron anticuerpos neutralizantes,
con respecto a los animales 1B, 3B, 5B, 6B, 8B y 9B. Para el grupo C se encontro
solamente un animal positivo con anticuerpos neutralizantes el cual correspondié al 5C.
En el caso de los sueros sospechosos por ELISA se encontré que estos en su mayoria

presentaron algunos titulos bajos pero positivos por NPLA (Anexo L).

3.3.9 Deteccion de antigeno de PPC mediante la utilizacion de

dos kits comerciales de ELISA- Ag

Se utilizaron dos kits de ELISA comerciales para la identificacién de antigeno vacunal o
desafio, pero no se llevé a cabo una comparacion de sensibilidad o especificidad entre
ellos. Todas las muestras de sueros obtenidas en los 16 muestreos realizados durante el
periodo de experimentacion se analizaron con estos dos kits y como hallazgo importante
se encontré que para los grupos A y B no se identificd la presencia del antigeno ni

vacunal ni de desafio (Anexo M).

La presencia y el momento de deteccion del antigeno viral en suero de los animales del
grupo control fue variable entre los individuos, lo cual se puede relacionar con la
variacion de la viremia en cada individuo. Se observé que el antigeno de desafio en el
grupo "C” se comenzd a detectar en el animal 1C al dia 20 hasta el dia 24, siendo
detectado solamente por el kit de ELISA Ag ldexx®, cuatro dias posterior al reto. Los

cerdos 4C y 6C presentaron deteccién de antigeno al dia 18 en el cerdo 4C hasta el dia
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29 y en el cerdo 6C al dia 20 hasta el 29. Para el resto de animales de este grupo los
cerdos 2C y 5C, no se detectd el antigeno de desafio en sueros en los periodos

muestreados y analizados por esta metodologia.

3.3.10 Curva estandar de cuantificacion por RT-qPCR 5’UTR

Con el objetivo de cuantificar la carga viral, se realizé una curva estandar a partir de la
del producto de PCR de la cepa de referencia Alfort/187, cuya concentracion fue de
33.64ng/ul. Se realizaron diluciones con base diez 10" hasta 1072 para establecer la
curva estandar y poder realizar la cuantificacion viral. Esta mostré una eficiencia del
103.7% y un R?de 0.996 con una pendiente de -3.236.
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Figura 21. Curva estandar de la RT-gPCR 5'UTR a partir del ARN de la cepa de
referencia Alfort/187, en diluciones con base diez la cual comprende circulos sobre la
recta y la distribucion de muestras positivas (sueros, leucocitos, tonsila, pool de tejidos e

hisopos) que se designaron por medio de cruces.
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3.3.11 Deteccidn del acido nucleico de PPC por RT-PCR anidada
E2 y RT-qPCR 5" UTR en sueros, leucocitos, hisopados nasales,

rectales y tejidos

Mediante la utilizacion de RT-PCR anidado se buscé detectar el segmento E2 y por la
RT-gPCR el segmento 5’UTR del virus de PPC en sueros, leucocitos, pooles de
hisopados nasales, rectales y tejidos en forma individual (tonsila) y en pooles de tejido

linfoide (bazo y ganglios linfaticos).

Por RT-PCR anidada E2 se encontr6é que para los dias muestreados en los grupos Ay B
para el caso del antigeno vacunal y de desafio utilizados en cada grupo no se detectd en
suero ni en leucocitos el acido nucleico del virus de PPC. En el grupo C se detecto el
acido nucleico del virus de campo en los animales 4C y 6C a partir del dia 18 que
corresponde al muestreo nimero 10, lo cual concuerda con el dia 2 posterior al reto,
extendié la deteccion del acido nucleico viral en sueros hasta el dia 29 del experimento,
detectandose entonces por 12 dias (Anexo O). En relacion a la RT-gPCR 5’'UTR se
encontrd que para el caso del grupo A y B no se detectd antigeno vacunal o de reto en la
gran mayoria de animales, solamente en el cerdo 9A por RT-gPCR se detectd el acido
nucleico (Ct 37.22) en leucocitos al dia 18, dos dias posterior al reto encontrandose

posiblemente el acido nucleico de antigeno de desafio (Anexo O).

Para el grupo "C” se encontraron diferencias respecto a la detecciéon por RT-PCR-E2 y la
RT-gPCR 5’'UTR entre las técnicas y respecto al tipo de muestra (sueros y leucocitos).
Para el cerdo "3C" no se detectd acido nucleico del virus, ya que fue un cerdo el cual no
fue retado, sirviendo las muestras colectadas de este animal como control negativo. Para
los animales restantes del grupo control "C” se evidencié mayor deteccion por la RT-
gPCR 5’UTR con respecto a la RT-PCR E2 tanto en suero como en leucocitos y con
respecto a las muestras se encontré6 mayor deteccidn en leucocitos por ambas

metodologias.

Se encontrd que solamente se detectd acido nucleico en pooles de sueros en el cerdo 9A
en los grupos vacunales y desafiados, siendo este animal solamente identificado por RT-
gPCR 5’'UTR. Para el caso del grupo C en pooles de sueros se detectaron solamente los
cerdos 4C y 6C por RT-PCR E2; detectandose dos animales mas por RT-gPCR 5’UTR
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(1C y 5C) lo cual podria sugerir una mayor sensibilidad de esta técnica. Se observo que
la realizacion de pooles de sueros aparentemente no redujo la habilidad de deteccion de

las técnicas moleculares.

En relacién a la excrecion viral al evaluar los pooles de hisopados nasales se encontré
que por la RT-PCR E2 se detecto la excrecion en dos animales del grupo control (4C y
6C), siendo detectado un animal mas del grupo control 1C y dos mas del grupo A, los
cuales fueron los cerdos 7A y 10A por RT-qPCR 5’UTR, lo cual podria inferir una mayor

sensibilidad de esta técnica.

En con respecto a los hisopos rectales se encontré que para los animales vacunados
solamente en los pooles de los animales 1A, 2A, 2B se detecté por RT-gPCR 5’UTR el
acido nucleico del virus vacunal, ya que fueron animales sacrificados antes del reto (1A y
2A) o de desafio para el caso del animal 2B. Para los animales del grupo C se detectd
solamente en los animales 4C y 6C por RT-qPCR 5’'UTR (Tabla 4).

Tabla 4. Deteccion del Acido Nucleico del Virus de PPC en Pool de sueros, hisopados

nasales y rectales por RT-PCR E2 y RT-gPCR 5'UTR segun el momento del sacrificio

RT-PCR E2 RT-qPCR 5'UTR RT-PCR E2 RT-qPCR5'UTR RT-PCR E2 RT-gqPCR 5'UTR
Grupo Pooles d Pooles d
Pooles de D:) es ¢e Pooles de Hisopos 0.0 €8 ¢e Pooles de
Pooles de Sueros Hisopos Hisopos )
Sueros Nasales Hisopos Rectales
Nasales Rectales
A 0de 12 1de 12 Ode 12 2de12 0de 12 2de12
B 0de 12 0de 12 Ode 12 1de12 0de 12 1de 12
C 2de6 4de6 2de6 3de6 0de6 2de6
ISR 2des3o 5 de 30 2 de 30 5 de 30 0 de 30 5 de 30

Tratando de detectar el antigeno de PPC tanto vacunal como de desafio en de tejidos se
realizé RT-PCR anidada E2 y RT-gPCR 5'UTR en tejidos evaluandolos en forma
individual y en pooles de bazo y ganglios linfaticos (submandibulares, bronquiales,
mesentéricos y inguinales superficiales) (Tabla 5) (Anexo N). Se encontré que la RT-PCR
anidada E2 y RT-gPCR 5’'UTR antes del reto en todos los animales vacunados, o mismo
sucedio en el cerdo 3C del grupo control (animal no vacunado) no se detecto el antigeno
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vacunal en tejidos en forma individual o en pooles. Después del desafio de los grupos
vacunados A y B, se encontré que en un solo animal el cerdo 5A se detectd posiblemente
el antigeno de desafio 4 dias después del reto por RT-PCR anidada E2. Para el caso del
grupo control "C” por esta misma metodologia se detectd el antigeno de desafio asi:
cerdo 2C en tonsila solamente, en el cerdo 4C en tonsila, bazo, médula 6sea, intestino,
ganglios linfaticos mesentéricos y cerebro. Para el cerdo 6C en tonsila, rifién, pulmon,
ganglios linfaticos submandibulares, bazo, médula ésea, intestino, ganglios linfaticos
mesentéricos y cerebro. De igual forma en pooles de bazo y ganglios linfaticos se
detectd en antigeno de campo en estos dos animales (4C y 6C). Es importante tener en
cuenta que solo en estos dos animales en pooles de bazo y ganglios linfaticos se detecto
el antigeno de reto. En los cerdos 1C y 5C no se detecté antigeno de desafio en tejidos

en forma individual y en tonsila (Figura 22).

Respecto a la RT-gPCR 5’UTR la cual se utilizd Unicamente para evaluar tonsila en
forma individual y pooles de bazo y ganglios linfaticos, se encontré que para los animales
vacunados y sacrificados antes del reto no se detectd el antigeno vacunal. Después del
reto se detectd posiblemente el antigeno de desafio en tonsila asi: para el grupo "A” los
animales 4A, 7A, 9A, 10A, 11A y1 12A y para el caso del grupo "B” se detect6 en los
animales 6B, 7B, 8B, 11B y 12B. Se debe destacar que la posible deteccion del antigeno
de desafio en los dos grupos vacunales se presenté desde el dia 20 hasta el dia 30 del

experimento. En los animales del grupo control “C” en los cerdos 2C, 4C y 6C (Anexo N).

Con relacién a los pooles de bazo y ganglios linfaticos se determind que solamente se
detectd posiblemente el antigeno de descarga en un solo grupo vacunal siendo estos los
cerdos 5A y 11A. Con respecto al grupo control “C” en el analisis de pooles de bazo y
ganglios linfaticos por RT-gPCR 5’'UTR solamente se detecto el antigeno de desafio en
los cerdos 4C y 6C. Se podria decir que la RT-gPCR 5’'UTR es mas sensible al momento
de hacer la deteccion del acido nucleico del virus de PPC y quizas el 6rgano de deteccion

principal fue la tonsila como se determind en este experimento (Anexo N).
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Figura 22. Deteccion por RT-PCR anidada E2 en tejidos del cerdo 4C. El carril nimero 1
de izquierda a derecha, corresponde al marcador de peso molecular seguido de la PCR1
y PCR2 de los tejidos como son: rifidn, pulmén, tonsila, ganglios linfatico submandibular,
bazo, meédula Osea, ganglio mesentérico y cerebro. Los cuatro ultimos carriles

corresponden al control de extraccion y el control positivo (cepa Alfort/187).

Tabla 5. Deteccién del Acido Nucleico del Virus de PPC en tejidos, pool de bazo y
ganglios linfaticos por RT-PCR E2 y RT-qPCR 5’'UTR

RT-PCR E2 primera extraccién RT-qPCR 5'UTR
Grupo

Ganglios ) i Pool de Pool de
Rifibn | Pulmén | Tonsila |submandibul| Bazo M‘edula Intestino Gangl]lo.s Cerebro Bazn.y Tonsila Bazoly
ares Gsea mesentéricos Ganglios Ganglios
linfaticos linfaticos
A 0de12 | 0del2 | 1del2 0de12 0de12 | 0del2 0de12 0de12 0de12 0de12 7de12 2de12
B 0de12 | 0del2 | 0del2 0de12 0de12 | 0del2 0de12 0de12 0de12 0de12 5de12 0de12

C 2deb l1deb 3deb 1de6 2deb 2deb 2deb 2deb 2deb 2de 6 3deb 2deb
Total | 2de30| 1de30 | 4de30 1de 30 2de30 | 2de30 2de 30 2 de 30 2de 30 2de30 | 15de30 | 4de30

3.4 Aislamiento viral

Tratando de aislar el virus vacunal y de reto en cultivos celulares PK-15 en tres pasajes
se realizaron indéculos de pooles de tejidos linfaticos (tonsila, ganglios linfaticos
submandibulares, bronquiales, mesentéricos, inguinales superficiales y bazo) siendo
estos los 6rganos de eleccién para aislamiento viral en el diagnéstico de PPC. Se realizo
este procedimiento con muestras de 22 animales en tres pasajes en cultivos celulares
distribuidos como se muestra en la Tabla 6 (Anexo P). Se encontré que en los grupos

vacunales no se aislo el antigeno vacunal ni de reto, lo cual podria deberse al alto grado
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de atenuacion del virus vacunal y a su alta capacidad inmunogénica que limita la
replicacion y permanencia del virus de desafio o campo. Solamente en los dos animales
del grupo control "C” 4C y 6C se aislo el virus de desafio, siendo estos animales no

vacunados.

Tabla 6. Aislamiento del Virus de PPC en pooles de tejidos linfoides en cultivos celulares

PK-15

Primer Segundo Tercer
Grupo
pase pase pase
A Ode8 Ode8 Ode8
B Ode 8 Ode8 Ode8

¢ [ 2des |

2 de 22

No realizado

0 de 16

0 de 16







4.Discusion

La presente investigacion pretendié evaluar el efecto organico (clinico -patolégico) vy el
comportamiento biolégico de dos vacunas de virus vivo atenuado para el control de Peste
Porcina Clasica (PPC), frente a un desafio experimental con una cepa campo, buscando
establecer una guia estratégica de diagnéstico con el fin de contribuir a dar una
interpretacion epidemioldgica de los resultados de laboratorio, para su aplicacién en
casos de campo en zonas sin vacunacion y con vacunacion en diferentes regiones del

pais.

Para dilucidar el ancestro de las cepas utilizadas en este experimento se realizé el
analisis filogenético de la cepa de referencia Alfort/187, las cepas vacunales (vacuna Ay
B) y la cepa Santander, encontrandose que estas pertenecen al grupo 1 y subgrupo 1.1
en los cuales se agrupan un numero importante de cepas virales incluso vacunales de
PPC. Por otra parte, para establecer el grado de identidad entre las mismas cepas, se
realizé un analisis de la matriz de distancia en donde se determind un alto grado de
homologia entre las cepas vacunales y la cepa China, lo cual confirmé su ancestro
comun, tal como se ha reportado previamente en lo referente a las cepas vacunales

elaboradas con esta cepa (80).

En relacién al linaje de la cepa China y su proteccion cruzada con otros subgenotipos, se
ha encontrado que la cepa China perteneciente al subgenotipo 1.1, es capaz de inducir
un amplio rango de proteccion contra cepas virulentas (Aynaud 1988; Vandeputte et al.,
2001, citados por Qiu et al., 2006) (44) incluyendo subgenotipos prevalentes como son el
2.1yel 2.2, ylos subgenotipos menos prevalentes en China como lo sonel 2.3y 1.1 (Tu
et al., 2001; Tu 2003, citados por Qiu et al., 2006) (44).

Una vez realizado el experimento tendiendo a establecer la condicion clinica de los

animales producto de la vacunacion o del desafio, se tomé la temperatura en diferentes
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periodos tiempo en la totalidad de los animales. Para los grupos A y B se encontr6 que la
gran mayoria de animales no se observaron cambios significativos en la temperatura
durante el periodo de experimentacién, presentandose algunas excepciones como es el
caso de los cerdos 4A, 5A, 7A, 10A, 4B y 10B, los cuales mostraron un incremento en la
temperatura en algunos dias, posiblemente asociado a cuadros clinicos de diferente
indole como son: neumonia y la pleuritis, lo cual comprobé en los datos recolectados
para la valoracion de hallazgos clinicos, lesiones macroscépicas y evaluacion
microscopica. En contraste, en el grupo C se encontraron condiciones variables en
cuanto al aumento de la temperatura, signos clinicos, hallazgos macro y microscopicos,
los cuales se relacionaron con la infeccidon activa por el virus de desafio cepa Santander

en animales sin vacunacion.

Se debe destacar que en ningun grupo vacunado se observaron reacciones
desfavorables locales y/o sistémicas derivadas o atribuibles a la aplicacion del bioldgico,
lo cual fue similar a lo encontrado por Villamil et al., (1999) (62) y Graham et al., (2010)
(58).

Los hallazgos de la infeccion experimental de los cerdos del grupo control “C” con la
cepa Santander, permitieron inferir que esta cepa viral es de moderada virulencia,
teniendo en cuenta los signos y sintomas clinicos de grado moderado, lo mismo que la
viremia. Handel et al., (2004), concluyeron que la sintomatologia clinica y las lesiones
macroscopicas dependen de la cepa de virus que infecte a los animales. Esta
observacion surgié de la comparacion de una cepa de baja virulencia (Glentorf),

moderada virulencia (Lelystad/97) y de alta virulencia (Alfort/ 187) (79).

En relacién con los signos clinicos Elbers et al., (2002) encontraron en un estudio
realizado en los paises bajos (Europa) sobre la evaluacion comparativa de signos
clinicos en la deteccién de brotes de PPC durante una epidemia, que estos no son muy
especificos, concluyendo que los signos que se asocian a un caso de PPC se pueden
presentar sin que en realidad correspondan a un caso de la enfermedad, ya que los
signos clinicos asociados muchas veces no son caracteristicos y se debe hacer su
diferenciacién con otras enfermedades que ocasionan un proceso sistémico hemorragico

0 un sindrome nervioso (81).
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No obstante lo anterior, se reportd que el 75% de los brotes fueron detectados a partir de
sintomas clinicos observados en granjas en Alemania y paises bajos, demostrando esto
que la valoracién de los signos clinicos mediante una encuesta epidemioldgica
previamente establecida constituye una herramienta valiosa en la deteccion preliminar de
casos de PPC. En el presente estudio en los animales del grupo control se observé
debilidad y apatia, no consumo de alimento y agua, cuadro neurolégico (inestabilidad al
caminar y ataxia), conjuntivitis y diarrea, siendo estas condiciones frecuente en casos de

enfermedad por PPC en porcinos (81).

Se logré6 demostrar con este trabajo que las vacunas no producen un efecto adverso
sobre los animales vacunados y ofrecen un amplio efecto protectivo frente al desafio con
la cepa Santander, al no presentarse signos clinicos, viremia evidente, ni lesiones macro
0 microscopicas en los grupos vacunados relacionadas con efectos del virus de PPC de
desafio. Se debe aclarar que algunas lesiones detectadas de tipo inflamatorio no
supurativo son inespecificas y se pueden relacionar con otras entidades. En
comparacién con el estudio realizado por Villamil et al., (1998) en esta investigacién no
encontraron diferencias significativas en los rangos de temperatura dias después de la
vacunacion y se correlaciond con la no presentaciéon de signos clinicos atribuibles a las
vacunas (62). Koenig et al., (2007) en una comparacion realizada entre la vacuna de
cepa China y una vacuna marcada, observaron que las dos vacunas no generaron
cambios en la condicion clinica o en los hallazgos a la necropsia, demostrando la no
reversion en patogenicidad de la cepa China y la ausencia de efectos por parte de la

vacuna marcada (82).

En un estudio realizado tendiente a evaluar las lesiones macroscopicas post-morten para
la deteccion de brotes de PPC en paises bajos en Europa se encontré como hallazgos
frecuentes a la necropsia: neumonia, pleuritis, bronquitis cronica, edema pulmonar,
Ulcera gastrica cronica, materia fecal seca contenida en el colon, conjuntivitis,
hemorragias en pelvis renal, hemorragias renales, aumento del tamafo del bazo,
hemorragias vesicales y aumento del tamafo de los ganglios linfaticos presentando estos
hemorragias, siendo esta uno de las observaciones mas frecuentes en la presentacion de
brotes de PPC. Estos hallazgos son similares a los observados en este trabajo para el
grupo control "C” el cual fue desafiado (83). Por otra parte, Elber et al., (2003)

encontraron que la presentacion de neumonia y pleuritis pueden ser un hallazgo
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frecuente en animales sanos como enfermos por virus de PPC. En general se puede
afirmar que los hallazgos macroscépicos, tienen un valor significativo que contribuye a la
deteccion de brotes de esta enfermedad, pero de igual forma dependera del estado de la
enfermedad, de la virulencia de la cepa circulante, de las complicaciones por infecciones
secundarias y de la condicion inmunitaria de las poblaciones al momento de la infeccion
(83).

Cuando se analiz6 el recuento leucocitario en el presente experimento se encontré que
los virus vacunales produjeron una leve reduccion en el recuento de leucocitos para los
grupos A y B, sin que esta condicién se considere como una verdadera leucopenia, ya
que los valores obtenidos durante los muestreos no salieron de los rangos normales de

recuento leucocitario para la especie y edad de los animales (102).

En los estudios donde se compararon la vacuna de cepa China respecto a una vacuna
marcada, se establecié para las dos vacunas que estas no produjeron leucopenia en los
grupos experimentales (82). Se puede inferir que los resultados del presente experimento
para los dos grupos vacunados (A y B) que los dos productos biolégicos tampoco
produjeron efectos adversos sobre el recuento leucocitario corroborando lo observado
previamente. En contraste, para el grupo "C" se observé una reduccion significativa en el
recuento leucocitario en los primeros dias después del desafio, el cual se podria
considerar como leucopenia, demostrando de esta forma la infeccion viral activa y el
efecto inmunosupresor de una cepa como lo es la cepa Santander. Lee et al., (1999)
observaron que 3 a 5 dias postinoculacion se evidencié una marcada leucopenia en
animales desafiados sin vacunar, hallazgo similar a lo encontrado en el grupo control "C”

en el presente experimento (84).

En la valoracion de lesiones microscOpicas y deteccion del antigeno por
inmunohistoquimica (IHQ) se encontr6 que para los grupos A y B no se observaron
lesiones microscopicas relevantes que se puedan asociar con la infeccion activa del virus
de PPC una vez ocurrida la vacunacion y después del desafio, ni tampoco se detecto la
presencia del antigeno vacunal o de desafio en tejidos evaluados por medio de la IHQ
utilizando un anticuerpo monoclonal para PPC. Se debe destacar que en el grupo C se
encontraron cambios histopatoldgicos variables pero importantes, en particular en dos

animales (4C y 6C), lo cual sugiri6 la infeccion activa con el virus de PPC, similar a lo
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observado por Villamil et al.,(1999) cuando utilizaron la cepa Santander como antigeno
viral de desafio para la evaluacién de vacunas en Colombia (62). De igual forma se
detecto por IHQ la presencia y distribucion del antigeno de desafio en varios tejidos en
estos dos animales, incluyendo tejido linfoide. Sin embargo, el antigeno viral no se
detectd en todos los animales del grupo control, ya que estos no fueron sacrificados en
diferentes periodos de tiempo como se llevd a cabo con los animales vacunados,
llegando estos animales al final del experimento momento en el cual posiblemente ya no
era detectable el antigeno por IHQ en los tejidos, quizas producto de la respuesta por
parte del sistema inmune al virus de desafio en forma temprana, lo cual se podria
correlacionar con la corta viremia y la baja deteccion del acido nucleico por las técnicas
moleculares empleadas en la evaluacion de los tejidos para estos animales. De igual
forma, se debe tener en cuenta la respuesta inmunolégica individual y la posible

capacidad de infeccion del virus de desafio en cada individuo.

En conclusion, el estudio reveld la ausencia de deteccidon del antigeno vacunal y de
desafio por IHQ para los animales de los grupos vacunales, respecto a los animales del
grupo control. Indirectamente se podria asumir que la proteccion generada por las
vacunas limita la distribucién del antigeno de desafio y la posibilidad de deteccién por
IHQ (52,44,79,95).

Se podria suponer para aquellos animales a los cuales no se les detectoé el antigeno por
inmunohistoquimica, ni tampoco el ARN viral por RT-PCR anidada E2 en forma individual
(cerdos 1C, 2C y 5C) y que eran animales que tenian niveles de anticuerpos
determinados por ELISA y que estos pudieron haber limitando la distribucion y
replicacion de antigeno viral en los tejidos, impidiendo su identificacion o deteccion del
acido nucleico viral por estas metodologias diagnoésticas, para el tiempo en que se llevo

acabo el sacrificio de estos animales (77,95).

Cuando se determind la presencia de anticuerpos en los tres grupos experimentales es
claro que la deteccién de anticuerpos post-vacunacion solo aparecieron hasta 15 dias
posterior a la vacunacion, en donde se empezé a detectar la presencia de anticuerpos
por ELISA, en aquellos animales que desde el inicio del experimento no presentaron
niveles de anticuerpos detectables. No obstante, la respuesta seroldgica fue variable

entre los grupos. Por otra parte, se encontré6 que los animales que presentaron
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anticuerpos maternos al momento de la vacunacion, mostraron una leve reduccioén en los
niveles de anticuerpos de 3 a 4 dias post-vacunacién pero posterior a esto, se observo
un incremento de los niveles de anticuerpos asociados a la respuesta post-vacunal, al ser

estos evaluados por ELISA.

Por otra parte, se encontré6 que para aquellos animales con anticuerpos antes de la
vacunacion de origen materno pudo ocurrir una interferencia y bloqueo de la actividad
viral, asi estos anticuerpos sean muy bajos y de poca deteccién por ELISA y si
identificados por NPLA, asi por ejemplo, el animal 5C presenté una baja viremia respecto
a los animales del mismo grupo “C", en los cuales fue detectable en mayor proporcion en

muestras de sueros positivos por ELISA- Ag y las técnicas moleculares (44).

Existe evidencia muy clara y documentada sobre la respuesta inmune frente a las
vacunas elaboradas con la cepa China, en donde se ha demostrado que la aparicion de
anticuerpos neutralizantes inducidos por la vacuna ocurre a las 2-3 semanas seguidos de
la vacunacion (Precausta et al., 1983; Terpstra et al 1990, citado por Suradhat et al.,
2007) (44,61). También se ha demostrado que cerdos vacunados con las vacunas
elaboradas con la cepa China presentan completa proteccion de forma temprana a la
semana de vacunacién (Van Oirschot 2003, citado por Suradhat et al., 2007) (61). Se
debe sefalar que la proteccion inducida por la vacuna se logré en ausencia de
anticuerpos neutralizantes en el momento del desafio. Este hallazgo implicé un papel
importante de la inmunidad celular en la proteccion viral durante las etapas tempranas de
la respuesta inmune. (Launais et al., 1978; Rimenapf et al., 1991, citado por Suradhat et
al., 2007) (44,61).

Se debe tener en cuenta que la presencia del antigeno vacunal en presencia de
anticuerpos neutralizantes de posible origen materno pudieron llevar al bloqueo de la
respuesta humoral y a la reduccion de los niveles de anticuerpos en suero, lo cual se
evidencié en los hallazgos encontrados en los cerdos 5A, 12A, 3B, 5B y 6B, para los
cuales se les detect6é anticuerpos antes de la vacunacién y con el tiempo se evidencié
una reduccidén en los niveles de anticuerpos durante el experimento después de la
vacunacion, llevandolos a ser sospechosos o negativos al ser evaluados estos por las
pruebas de ELISA. No obstante, se encontraron animales que presentaron anticuerpos

antes de la vacunacion (3A y 1B), los cuales tuvieron un ascenso posterior en los niveles
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de anticuerpos. Se debe considerar que existe una variada respuesta inmunolégica en
cada individuo dentro de una poblacion. Cuando se analiz6 la respuesta seroldgica por
las pruebas de ELISA se encontré entonces una respuesta seroldgica variable en los
animales del presente estudio.

Koenig et al., (2007) en su experimento evaluando una vacuna elaborada con la cepa
China y una vacuna marcada, encontraron que los animales seroconvirtieron al dia 11
post-vacunacion, medibles estos por una prueba comercial de ELISA (HerdCheck ®
CSFV Ab) para las dos vacunas. Para el presente experimento se podria atribuir que la
seroconversion y deteccion de anticuerpos vacunales variables por las dos pruebas de
ELISA utilizados para evaluar la respuesta serologica frente a las dos vacunas utilizadas,
estan asociados a la posible interferencia de los anticuerpos maternos, el
comportamiento biolégico natural que tiene cada virus con el que se elaboran las
vacunas y a la variada respuesta inmunolégica que puede tener cada individuo, siendo
estos criterios importantes a tenerse en cuenta en la interpretacion de la serologia para

PPC en casos de campo (44,82).

Por otra parte, se pudo demostrar que posterior a los 15 dias de vacunacioén para los
grupos vacunales los animales no obstante al no presentar anticuerpos claramente
detectables por las pruebas de ELISA mostraron una definida proteccion al virus de
desafio, asociada esta proteccion a la inmunidad celular, ya que no se evidencié cuadro
clinico en estos animales, ni viremia como se comprobd una vez evaluados los sueros y
leucocitos por RT-PCR anidada E2 y RT-qPCR 5’UTR, algo similar a lo descrito en la
literatura (58,67,91).

Tratando de examinar los resultados serolégicos con los dos kits de ELISA (Prionics ® e
Idexx®) se observd que para el kit Idexx se detectdé un mayor numero que animales

positivos, los cuales por el kit de Prionics llegaron a ser sospechosos o negativos.

Por otra parte Colijn et al.,, (1997) al evaluar la respuesta serolégica en animales
desafiados experimentalmente al evaluar por dos pruebas de ELISA (Ceditest® ELISA
Ab, actualmente Prionics y CTB-ELISA) y al compararlo con la prueba NPLA,
establecieron que los primeros anticuerpos detectados para el grupo experimental de 19

animales aparecieron a los 14 dpi. Cuando se comparé con la NPLA y la Ceditest®
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ELISA se encontré una concordancia del 95%, debido a que 8 sueros tomados a los 17 y
21 dpi, fueron negativos por NPLA pero positivos por ELISA, lo cual comprobé la alta
sensibilidad de esta ELISA. No obstante dos sueros colectados al 17 dpi con resultados
cuestionables por ELISA fueron positivos por NPLA. Comparando la NPLA respecto a la

ELISA no se encontraron falsos negativos (67).

Ademas es interesante mencionar que los hallazgos de esta investigacion permitieron
demostrar que la viremia por el virus de PPC es corta. La deteccion del antigeno
vacunal o de campo por ELISA Ag y el ARN viral por RT-PCR anidada E2 y RT-gPCR
5'UTR en sueros se encontré que para el caso de las ELISAs Ag, solo se detecto el
antigeno de desafio en cuatro animales del grupo control (cerdos 1C, 2C, 4C y 6C) en
sueros entre 2 y 4 dias posterior al desafio (dia 18-20). También se determiné que la RT-
PCR anidada E2 y la RT-qPCR 5’UTR tiene una mayor capacidad de deteccion en
relacion a la deteccién de acido nucleico viral, puesto que se detectaron animales del
grupo "C” en forma mas temprana, pero con una posible correlacion con la deteccién por
ELISA Ag, no obstante, aunque son metodologias distintas y el blanco de deteccion
cambia (acido nucleico vs antigeno completo). Es claro que no se detectd el virus
vacunal en los dos grupos (A y B) por la ELISA- Ag y las metodologias de PCR, lo cual
sugirio que la viremia es muy corta y se correlaciona con lo expuesto en estudios previos
en donde se establecié que la viremia por virus vacunal con cepa China puede ser de un
dia (44).

Buscando establecer alguna relaciéon con la aparicién de los anticuerpos y la deteccion
del antigeno por la ELISA-Ag para los animales del grupo control “C” se encontré que
estos comenzaron a detectarse del dia 26 al 30 para los animales 1C, 2C, 4C, 5C y 6C,
por las dos pruebas de ELISA-Ac utilizadas, 8 dias después del desafio. En relaciéon con
la viremia detectada por los kits de ELISA-Ag y las metodologias de PCR, se encontrd
que la aparicidon de anticuerpos detectables como verdaderamente positivos por ELISA-
Ac, no son totalmente neutralizantes, debido a que persistio la viremia hasta el final del
experimento o momento de la muerte en cada uno de estos animales del grupo control
(58,67,90,104).

Se debe destacar que en los animales de los grupos “A y B” no se detectd ni el antigeno

vacunal ni de campo por ELISA-Ag (de captura de antigeno) ni en las técnicas
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moleculares en muestras de suero sanguineo. Hay que tener en cuenta que en la
mayoria de animales de los grupos A y B no presentaron anticuerpos detectables por
ELISA a excepcion de los animales 3A, 5A, 12A, 1B, 3B, 5B, 6B, 8B y 9B algunos de los
cuales fueron positivos o sospechosos por ELISA para alguna de las pruebas utilizadas,
pero si positivos por NPLA, lo cual en cierta forma pudo bloquear y reducir la presencia

del antigeno viral en circulacion.

Para al caso de cerdo 2C solamente se detectd antigeno al dia 20 con la prueba de
ELISA Ag ldexx®. Para este animal los anticuerpos detectables por las dos pruebas de
ELISA aparecieron al dia 26 al 29, dia en el cual se sacrificd el animal ya que fue un
animal que no obstante a ser desafiado no presenté un posible cuadro clinico asociado a
PPC. Se puede pensar que este animal no presentd una clara viremia detectable por los
kits de ELISA- Ag. Para el cerdo 5C no se detectd el antigeno dentro el periodo de
experimentacion, pero se debe tener en cuenta que en este animal se detectaron
anticuerpos de posible origen materno siendo positivo por NPLA al dia uno. El relacion
con la viremia detectada por los kit de ELISA-Ag y las técnicas moleculares utilizadas, se
encontré que el recuento leucocitario para el grupo "C* (cerdos 1C, 2C, 4C y 6C) es
menor tan pronto se hace detectable el antigeno de desafio, demostrando la infeccion

activa en estos animales y el efecto inmunosupresor del antigeno viral (58).

Examinando en general los hallazgos de las técnicas para la deteccidén del antigeno y el
acido nucleico viral se observd que para los animales 4C y 6C se detecto el antigeno en
la mayoria de los tejidos evaluados, presentandose una posible correlacién con el estado
de viremia, la cual fue mas prolongado para estos animales, respecto al restante de los
animales del grupo "C” en donde no se detectd el antigeno de desafio por IHQ en los

tejidos y su estado de viremia fue mas corto (79).

En cuanto a la deteccion del acido nucleico de PPC por RT-PCR anidada E2 en tejidos
se demostrdé que el ARN viral no se detectd en los diferentes animales sacrificados antes
del reto en los dos grupos de animales (A y B), pero si se detecté en el cerdo 5A al 4 dia
después del desafio en tonsila por RT-gPCR 5'UTR, siendo este posiblemente el
antigeno de desafio. Por otra parte, para el cerdo 9A al dia 18 del reto fue detectado el
acido nucleico por RT-gPCR 5’'UTR (Ct 35.18), lo cual posiblemente se correlacioné con

la reduccion del recuento de glébulos blancos en este dia para este animal.
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La prueba de inmunohistoquimica (IHQ) mostré una buena similitud con la RT-PCR
anidada E2, en relacion a la identificacion del antigeno y la deteccion del acido nucleico
viral en forma individual en los tejidos para los cerdos 4C y 6C (79). Para el caso de la
RT-gPCR 5UTR se encontré mayor deteccién del acido nucleico viral de desafio en un
mayor nimero de tonsilas, en comparacion con la RT-PCR anidada E2, evidenciandose
asi una mayor capacidad de deteccion, lo cual se podria percibir como una mayor
sensibilidad de esta prueba. De igual forma se demostré que el érgano de eleccion para
el diagnostico de PPC debe ser la tonsila, ya que es el sitio de permanencia de mayor
tiempo del virus de PPC y en donde se tiene mayores posibilidades de detecciéon del
acido nucleico viral, sin que esto sea un indicativo de la presencia de virus viable, ya que
en los aislamientos virales realizados solamente se lograron obtener en dos animales del

grupo control (4C y 6C) respecto al total de animales evaluados.

Es de tener en cuenta y de resaltar que el antigeno vacunal para el caso de las dos
vacunas, no fue detectable en tejidos en forma individual y en pooles de tejidos por las
dos metodologias de RT-PCR utilizadas, quizas demostrando la baja capacidad de

replicacion y de distribucidn del antigeno de las dos vacunas evaluadas (Anexo N).

Oude et al., (2006) determinaron que el area oro-nasal es la principal area de replicacion
viral especialmente en la tonsila y ganglios submandibulares, desde donde el virus se
distribuye a otros tejidos linfoides y érganos viscerales con el incremento de la viremia,
por lo cual se deben considerar estos tejidos como de eleccién para el diagndstico de
PPC (90).

De otro lado, se demostré en este estudio que las mejor muestra a partir de sangre
completa lo constituye los leucocitos, ya que se encontré una mayor detecciéon de acido
nucleico de PPC tanto por RT-PCR anidada E2 y RT-qPCR 5’'UTR en los animales del
grupo control ("C”) respecto a los sueros, siendo quizas esta ultima la de mayor

sensibilidad para este tipo de muestras y otras estudiadas por esta metodologia.

Analizando la excrecién viral detectada por RT-PCR anidada E2 y la RT-gPCR 5'UTR,
mediante pooles de hisopados nasales y rectales se encontraron dos animales de los

grupo A (1A y 2A) y B (2B), los cuales presentaron posible excrecion del antigeno
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vacunal via rectal, lo cual no se evidencio en el restante de los animales de este grupo A
y B, siendo esto una excepcion puntual. Después del desafio se encontraron dos
animales del grupo A (7A y 10A) que presentaron deteccion por RT-gPCR 5UTR
posiblemente del virus de desafio en pooles de hisopados nasales. Adicionalmente en el
grupo control se hizo evidente la posible excrecion viral rectal en los cerdos (6C y 4C)
detectado por la PCR en tiempo real, respecto a la excrecion nasal la cual se evidencio
en estos dos animales, mas el 1C. Asi mismo se encontré mayor deteccion por parte de
la RT-gPCR 5’'UTR frente a la RT-PCR anida E2. Wang, 1996; Kojnok et al., 1980,
citados por Qiu, (2006) (44) concluyeron que cerdos vacunados con vacunas elaboradas
con la cepa China, raras veces presentan excrecion viral al medio y/o contagio a cerdos

en contacto mediante excreciones, de forma similar a lo encontrado en este experimento.

Cuando se examinaron los pooles de sueros se encontré que para el caso de la RT-
gPCR 5’UTR, la capacidad de deteccion es mayor sin afectarse la sensibilidad de esta

prueba al realizar este procedimiento.

Comparando las técnicas moleculares con el aislamiento viral segun lo descrito
previamente (79), estas son mas sensibles que el mismo aislamiento viral, algo similar a
lo encontrado en este trabajo en donde se detectaron mas animales positivos al analizar

tejidos por las técnicas moleculares utilizadas (Tabla 6 y Anexo 16).

En general, la aplicacion de la cepa China no solamente confiere proteccion clinica (no
presentacién de signos clinicos), si no que también proteccion viroldgica (ausencia de
viremia y excrecion viral), ya que los cerdos vacunados no eliminan el virus de desafio a
animales contacto no vacunados hasta una semana post-vacunacioén (Biront et al., 1987;
Dahle y Liess 1995; Ferriri 1992; Dewulf 2002; Terpstra y Wensvoort 1987, citados por
Qiu, 2006) (44). Pero animales vacunados con una dosis suboptima de la cepa China y
desafiados, el antigeno de desafio puede ser detectado en tonsila dentro de varias
semanas seguido del desafio (Leunen y Strobbe 1977, citados por Qiu, 2006) (44).

En conclusion se puede inferir con los hallazgos de la presente investigacion es que las
vacunas estudiadas ofrecen una buena proteccion, frente al desafio con una cepa de
campo, con una escasa 0 nula excrecién viral, generando una adecuada respuesta

serolégica y una bajo o nula distribucién del antigeno vacunal en los tejidos, hallazgos
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importantes que se deben tener en cuenta al momento de hacer el diagndstico de la
enfermedad en animales vacunados y criterios de seleccién de vacunas en programas de

control y erradicacion de PPC.



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

En general las vacunas utilizadas en el pais son altamente protectivas en animales
desafiados con una cepa de campo, limitan la distribucién del antigeno de campo, no
revierten en patogenicidad, el periodo de viremia es muy corto, no hay excrecion del
antigeno vacunal evidente y la distribucion del antigeno en los tejidos es nula en los
periodos de tiempo en que se tomaron las muestras, siendo esto demostrado por las
diferentes metodologias diagnésticas utilizadas. De igual forma, el aislamiento viral no
fue evidenciado en los animales vacunados desafiados para los periodos de tiempo
muestreados, siendo esta una condicion importante al momento de realizar el diagndstico
de casos sospechosos de PPC en zonas con vacunacion y en posible riesgo de
circulacion de cepas de campo. En relacién a la IHQ, es claro que esta prueba
posiblemente podria detectar antigeno en tejidos si solamente se tiene una viremia
evidente como se demostrd en los animales del grupo control. Respecto a la apariciéon de
anticuerpos detectables por ELISA post-vacunacion se demostré que el comportamiento
es variable entre los individuos y entre poblaciones, y se relaciona con la exposicion al
virus de campo y/o vacunal. Estos anticuerpos totales podrian incluir anticuerpos
protectivos, los cuales a pesar de que no sean claramente detectables, si confieren
proteccion ante un desafio con un virus de campo. Por otra parte, se evidencié una
mayor sensibilidad de la RT-gPCR 5'UTR con respeto a la RT-PCR anidada E2, al
detectarse el acido nucleico viral en numero mayor de muestras evaluados como lo

fueron sueros, leucocitos, tejidos, hisopados nasales y rectales.
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Finalmente, es importante mencionar que la cepa Santander se comporté como
una cepa de moderada virulencia, ya que no generd cuadros clinicos, lesiones
macro y microscopicas relevantes que llevaran a la muerte de la totalidad de los
animales del grupo control, los cuales eran totalmente susceptibles y deberian

fallecer en su totalidad como se espera en una prueba de potencia vacunal

5.2 Recomendaciones

Se hace necesario implementar como técnica diagndstica base para la deteccién
precisa y rapida de casos compatibles con PPC la RT-gPCR, ya que se demostré

que es una técnica mas sensible que la RT-PCR anidada E2.

Se deberia pensar en la utilizacion de kits de ELISA para diferenciar la respuesta

serolégica contra pestivirus los cuales se encuentra disponibles comercialmente.

Se debe hacer confirmacion de casos positivos por ELISA por NPLA para los
diferentes pestivirus (DVB o BD) en caso de animales positivos pertenecientes a

areas libres.

Las autoridades sanitarias deberian tener en cuenta la posibilidad de la utilizacion
de vacunas marcadas en aquellas zonas de proteccion (zonas de frontera y a
riesgo), ya que a nivel diagnostico permite inferir de forma rapida la presentacion
de anticuerpos vacunales o por infeccion por virus de campo cuando se utilizan

pruebas de ELISA disefiados para este fin.

En casos de brotes de PPC, la vacunacién con vacunas elaboradas con la cepa
China provee una buena proteccién en animales susceptibles y limita la excrecion
viral en animales enfermos por PPC, siendo esto una herramienta de importancia

para limitar la propagacion de la enfermedad en casos de problemas epidémicos.

Es importante concientizar a la poblacién en general de la importancia de la
notificacién de casos sospechosos de PPC a las autoridades sanitarias, con el

objeto de hacer el diagndstico de forma oportuna, de una forma adecuada y
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7-

generando acciones que limiten la presentacion de brotes de PPC en zonas libres

6 con vacunacion.

Se recomienda a las autoridades de control de produccién de bioldgicos la
utilizacion de cepas de desafio con un mayor grado de patogenecidad al
momento de realizar la evaluaciéon de las vacunas en nuestro medio o paises con

problemas endémicos.

Relacionado con los hallazgos de la presente investigacion seria conveniente
ajustar los protocolos de evaluacion de las vacunas en Colombia considerando
evaluar la presencia de anticuerpos antes del desafio por medio de pruebas de
ELISA para PPC y otras enfermedades que generan inmunocompromiso (PRRS,
Circovirus Porcino). De igual forma evaluar la titulacién de las vacunas, la carga
viral por RT-gPCR y su efecto biolégico mediante el establecimiento de viremia
antes y después del desafio por técnicas de PCR. Asi mismo, seria importante
determinar la presencia de contaminantes en las vacunas como son virus de
DVB, PCV2, Mycoplasma spp., entre otros, debido que el protocolo actual solo

considera contaminacion bacteriana y pruebas de potencia.

Finalmente, se sugiere revisar y ajustar periddicamente las metodologias de
diagnéstico para PPC, evaluando la sensibilidad y especificidad de las pruebas
diagnodsticas, evaluando los analistas y participando en pruebas interlaboratorio

que permitan conocer la calidad de los procedimientos diagndsticos.



GUIA DE USO ESTRATEGICO EN LA UTILIZACION DE LOS METODOS DE
DIAGNOSTICO PARA PPC

La muestra ideal para el diagnéstico de PPC en animales que fallecen lo constituyen
tonsila principalmente sin dejar de lado tejido linfoide como lo es bazo y ganglios

linfaticos.

La muestra de sangre ideal a partir de animales vivos para el diagnostico de PPC lo
constituye sangre entera con EDTA, lo cual garantiza la extracciéon de globulos
blancos para la realizacion de técnicas moleculares y su posible utilizacién en la

realizacion de aislamiento viral.

Se debe tener en cuenta que en zonas con vacunacion los cerdos menores a dos
meses de edad no vacunados contra PPC, la posibilidad de la deteccion de
anticuerpos de origen materno por las técnicas de ELISA es alta. Esto se debe tener
en cuenta al momento de realizar la interpretacion de los resultados de ELISA con

base en la historia clinica.

Se debe tener en cuenta que la aparicion de anticuerpos post-vacunales esta entre
15 y 22 dias en animales vacunados a los 50 -56 dias de edad, lo cual se debe tener

en cuenta en aquellas zonas con vacunacion.

En zonas sin vacunacion la deteccion de anticuerpos por ELISA o NPLA pueden
estar atribuidos a infeccion de campo por virus de PPC o DVB (Diarrea Viral Bovina),

por consiguiente, se debe realizar diagnéstico diferencial para estas entidades.

Resultados positivos por ELISA pero negativos por NPLA, no obstante a que es la
prueba de oro seroldgica, no es garantia de que en verdad un animal no tenga
anticuerpos frente a PPC, ya que las pruebas de ELISA pueden llegar a ser mas
sensibles que la NPLA como esta citado en la literatura. Por lo anterior, se hace
necesario realizar chequeos seroldgicos pareados y poblacionales, en casos en

donde las pruebas serologicas se utilizan como herramientas diagnosticas en la
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atencion de notificaciones de casos sospechosos de PPC y en muestreos realizados

para vigilancia activa.

7- Para la confirmacion de casos de PPC se hace indispensable la secuenciacion para

poder hacer la diferenciacién entre cepas vacunales y de campo.

8- Se hace necesario y fundamental hacer el aislamiento viral para confirmar casos y
muestras positivas a partir de técnicas moleculares, tendiente esto a la obtencion de

cepas de campo para su posterior caracterizacion biolégica y genotipificacion.

9- El diagndstico de necropsia, histopatolégico son herramientas que orientan los casos
sospechosos de PPC, por lo que es importante el envio de pooles de tejidos los
cuales deben incluir: encéfalo, tonsila, ganglios linfaticos, bazo, intestino (valvula

ileocecal), rifdn y pulmon.

10-La inmunohistoquimica (IHQ), es una buena técnica que permite realizar el
diagnéstico en casos de campo de PPC, a partir de muestras fijadas en formol y en
las cuales por histopatologia convencional (H-E) presentan lesiones compatibles con
PPC.

11- Se debe tener en cuenta las siguientes consideraciones para la toma y envié de

muestras al laboratorio:

- Para muestras colectadas destinadas a el diagndstico molecular y aislamiento
viral se deben enviar tejidos como lo son: tonsila, ganglios linfaticos y bazo
principalmente, en bolsas Nasco o recipientes plasticos limpios y nuevos. Estos
deben permanecer y ser enviados refrigerados a 4°C, hasta su llegada al

laboratorio para su respectivo analisis.

- Las muestras tomadas de animales vivos como lo constituyen la sangre tomada
con EDTA para la recuperacién de glébulos blancos, se debe considerar tomar
como minimo 5 ml de sangre evitando su hemodlisis, homogenizando la muestra
rotando el tubo varias veces (5 a 10 veces) para garantizar el efecto del EDTA. Se

deben refrigerar y enviar a 4°C al laboratorio, mas nunca congelar.
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- Las muestras para diagnéstico histopatologico y la inmunohistoquimica (IHQ)
deben de ser muestras tomadas en formalina tamponada al 10% tomando
fragmentos de tejido no mayores a 1 cm® (encéfalo, tonsila, ganglios linfaticos,
bazo, pulmodn, rifidén, higado e intestino — ileon) los cuales se deben enviar en
recipientes plasticos, de boca ancha, en una proporcion de 1 parte de tejido por 3
de formol (1:3). Por ningin motivo se debe refrigerar y se deben enviar separadas

de las muestras refrigeradas.

- Para el diagnoéstico de casos sospechosos de PPC se hace necesario hacer un
analisis de la historia clinica, los resultados de laboratorio y la condicion
cambiante en el tiempo en el campo desde el momento de la notificacion hasta la

obtencion de los resultados de laboratorio.



A. Anexo: Protocolo verificacion de
calidad de la vacuna de peste porcina
clasica utilizado por el laboratorio de
iInsumos pecuarios LANIP-ICA

1. Los cerdos provenientes de granjas libre de PRRS y PPC, igualmente una vez en las
instalaciones del Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios se toma las muestras de
suero para verificar que no presentan anticuerpos por ELISA para estas enfermedades
antes de la prueba. Se utilizan animales entre los 55-60 dias de edad.

2. El dia 1 corresponde a la vacunacion y prueba de inocuidad. Se utiliza 5 cerdos por
lote para vacunar, un grupo de 5 cerdos como control y 2 para inocuidad por lote. Este
dia se marcan los animales y se vacunan con la dosis especificada por el laboratorio
productor, por via intramuscular en la tabla del cuello. Los controles no se vacunan y los
de inocuidad reciben 10 veces la dosis de los vacunados. Esta se coloca intramuscular
en ambas tablas de cuello 10 ml en cada una.

3. Durante los 14 dias siguientes se toma la temperatura de los animales. Los de
inocuidad la temperatura no debe superar 0.5C°.

4. El dia de la descarga con la cepa Santander, se realizan las diluciones del virus que
tiene un titulo de 7:8. La descarga se realiza de acuerdo a lo estipulado en el manual de
la OIE, con 10° PID50%, via intramuscular en la tabla del cuello, 1 ml por animal. De
esta forma se desafian tanto los animales vacunados como los controles. Los cerdos de
inocuidad no son desafiados y salen de la prueba en este momento. Se toman
temperaturas diarias a los vacunados y a los controles las cuales son registradas. El virus
esta previamente titulado.

5. Mas o menos a los 5 — 7 dias los controles presentan signos de enfermedad y se
toman las respectivas muestras.

6. Alos 14 dias post-descarga se realiza la lectura. Por lo menos el 80% de los controles
deben morir y por lo menos el 80 % de los vacunados deben sobrevivir.

7. De igual forma se realiza la prueba de esterilidad en medio liquido, tripticasa de soya a
22°C y 34°C, en el cual no debe crecer ningun microorganismo.






B. Anexo: Procedimiento para la
realizacion de la inmunohistoquimica
(IHQ) para la deteccion del antigeno
de PPC

Objetivo

Esta prueba provee una deteccidén cualitativa del virus de Peste Porcina Clasica en
tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina, utilizando un anticuerpo monoclonal
dirigido a la proteina E2 del virus de Peste Porcina Clasica.

Reactivos

Anticuerpo primario policlonal: anti-PPC de raton. Producido por Bio-X Diagnostic de
Bélgica.

Sistema de deteccion: EnVision +/HRP IgG anti-ratén de Cabra. Dako-Cytomation; HRP-
labeled polymer conjugate

Cromogeno: 3-amino-9-etilcarbazole. Dako-Cytomation; listo para usar

Otros reactivos: disolvente alcohol a diferentes grados; TBS 0.05M, pH 7.6; Tween 20;
Proteinasa K; peréxido de hidrogeno 3%; hematoxilina de Meyer, medio de montaje
acuoso.

Procedimiento

Tratamiento de las laminas

Limpiar bien cada lamina

Sumergirlas en alcohol acido 15 minutos

Limpiar y secar bien las laminas

Sumergir en acetona por 15 minutos

Secar bien

Sumergir en L-Polilisina preparada 1:10 por 20 minutos

Ej. De preparacion de la L-Polilisina. 100 ml de Polilisina+ 900 ml de H20 destilada (1:10)
Tratamiento de las laminas con los cortes histoldgicos

Cortes histologicos a tres micras, tomados de bafio flotacién conteniendo agua destilada
a una temperatura de 40°C.

Desparafinar los tejidos a 56 o 60°C por una hora o toda la noche o 80°C por una hora
(Considerar el punto de fusién de la parafina utilizada)
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Desparafinar las laminas a través de 3 pasos por xilol (3 min c/u)

Rehidratar los tejidos en alcoholes descendentes 100% x 2, 95%, 70%, 50% y lavar con
agua destilada, (3 min c/u).

Lavar con TBST (Tween) x 2 minutos.

Bloqueo enddgeno de la peroxidasa con H202 al 3% por 10 min.

Ej. De Preparacion de 200 ml de H202 al 3%.
Vi*Ci =Vf *Cf
? 30% = 200ml * 3%

200ml * 3%

------------- = 20 ml de H202

30 % H202
Tomo 20 ml de H202 y adiciono 180 ml de Etanol
Lavar tres veces con TBST
Desenmascarar el antigeno por la digestion con proteinasa K al 0.001% (diluida en
TBST) por 2 min a T° ambiente. Se debe colocar 200 ul por ldmina cubriendo el tejido

Ej. De preparacién de de proteinasa K para 5 laminas
Vi * Ci = Vf *  Cf
? 10mg/ml = 1000 ul * 0.1 mg/ml (0.01%)

1000 ul * 0.01 mg/ml (0.001%)
---------------- = 1 ul de proteasa
10 mg/ml (1%) proteasa

Tomo 1 ul proteasa y adiciono 999 ul de TBST y aplico vortex

Lavar en TBS/Tween por 2 minutos

Aplicar 200 ul (3-4 gotas) por lamina sobre el tejido de anti-PPC. Recomendacion de uso
1:200 (IHQ).

Ej. De preparacién para 5 laminas
Tomo 1000 ul de TBST retiro 50 ul y adiciono 50 ul de anti- PPC de ratén, quedando a
una dilucion de 1:20. Aplico Vortex

Incubar por 1 hora en camara humeda

Lavar en TBS/Tween por 2 minutos

Aplicar anticuerpo secundario 200 ul (3-4 gotas) (DAKO LSAB 2, LINK - IgG anti-raton
de Cabra- marcado con biotina) por 10 minutos

Lavar en TBS/Tween por 2 minutos

Aplicar conjugado (streptavidin —HRP) 200 ul (3-4 gotas) (DAKO LSAB 2, LABEL) por
10 minutos

Lavar en TBS/Tween por 2 minutos

Aplicar sustrato cromégeno DAKO AEC (3 amino-9 etilcarbazoles) 200 ml (3-4 gotas) por
5 minutos

Lavar en TBS/Tween por 2 minutos

Contrastar con hematoxilina de Meyer por 5 minutos

Lavar en agua de la llave hasta retirar el colorante

Pasar por agua amoniacal (5-10 segundos)

Pasar a H20O y conservar hasta el montaje

Realizar montaje de las laminas con medio acuso
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Interpretacion

Las células marcadas con el anti-PPC muestran un patrén de tincion en el citoplasma y
nucleo celular de color pardo rojizo
Se debe usar como control positivo un caso conocido positivo a PPC

Preparacién de laminas con L-Polilisina
Limpiar bien las laminas.
Sumergirlas en alcohol acido al 1% (alcohol del 70% y HCL al 1%) 15 minutos

Ej. Preparacion de 100 ml de solucion trabajo
70 ml de Alcohol del 100% + 30 ml de H20
1ml de HCL concentrado para los 100 ml

Limpiarlas y secar bien (en estufa o ventilador)
Sumergirlas en acetona por 15 minutos

Secar las laminas al ambiente

Sumergir en L-polilisina prepara 1:10 por 20 minutos
Ej. 100 ml de L-Polilisina + 900 ml de H20 destilada.
Guardar en refrigeracion en recipiente plastico.

Preparaciéon de 1000 ml (1L) de TBS-Tween pH 7.6

Pesar 6.06 gramos de Trizma Base

Pesar 17.5 gramos de NacCl

Disolver en 800 ml de H20 destilada

Ajustar el pH a 7.6 con HCL o NaOH con concentracion molar conocida (1N).
Ajustar el volumen a 800 ml.

Adicionar 0.5 ml de Tween 20

Completar a 1000 ml (1L) con agua destilada.

Guardar en refrigeracién hasta su uso (maximo 1 mes).

Nota: El TBS se puede preparar a partir del producto comercial denominado Phosphate
Buffered Saline, pH 7.4 SIGMA Ref. P3813-10PAK — 115K8211

Preparacién del agua amoniacal
100 de H20 destilada + 2 ml de hidroxido de amonio al 28%

Conservacion de proteinasa K y Anticuerpo de PPC
Conservar a -70°C

Materiales y reactivos

Anticuerpo monoclonal anti E2 PPC producido en raton.
Proteinasa K marca promega -Catalogo # V3021
Cloruro de Sodio Marca MERK

Tris Base Marca SIGMA

Tween 20 MPbiomedical. Catalogo 103168

Peréxido de hidrégeno Marca MERK al 3%
Hematoxilina de Meyer
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Sistema de deteccién EnVision +/HRP IgG anti-conejo de Cabra. Dako-Cytomation; HRP-
labeled polymer conjugate Ref.K0690)

Cromogeno 3-amino-9-etilcarbazole. Dako-Cytomation (Ref.K3469)
Hidroxido de amonio al 28% Marca Ficher

Etanol Marca MERK (Etanol absoluto para analisis)

Medio de montaje Marca Dako. Ref: 53025

HCI

NaOH o KOH

L-Polilisina

Acetona Marca Merck

Agua destilada

Xilol

Materiales

Pipetas de 1000 y 2-10 pl
Pipetas Pasteur
Probetas de 1000 y 25 ml
Falcon N°15 ml

Explicacion del complejo de reaccién biotina — avidina

El complejo ABC se basa en la gran afinidad que existe entre la vitamina-B (biotina) con
la glicoproteina de huevo blanco (avidina). EIl antigeno de los tejidos se une con un
anticuerpo primario, dirigido contra el anticuerpo en estudio y preparado en raton o
conejo, seguido por un anticuerpo secundario marcado con biotina. El anticuerpo
biotinilado es entonces detectado por la aplicacion de complejos de avidina a la biotina.
Cada avidina tiene sitios de unién para cuatro moléculas de biotina y el complejo es
generado con sitios de union de biotina libres que facilitan la unién de los complejos al
anticuerpo biotinilado. Las moléculas de biotina son marcadas con enzimas usualmente
de peroxidasa, generando grandes cantidades de sefiales de vision por molécula de
antigeno, aumentando en 1000 veces la sensibilidad a pequefias cantidades del antigeno
comparado con el método indirecto.1 (Figura 4).

" RAMOS-VARA, J.; SEGALES, J.; DURAN, C_; et al. 1997. Op. Cit. Pag. 87, 89, 90.
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C.

Anexo: Procedimiento parala
realizacidon de la RT-PCR anidada E2

para la deteccion del acido nucleico
de PPC

Se debe preparar las soluciones que se indican en la siguiente tabla (tener en cuenta el
numero de muestras, control positivo, control negativo y control positivo de extraccion).

Primers

- Primer E2A: 5" AGR CCA GAC TGG TGG CCN TAY GA 3
- Primer E2B: 5 TCR WCA ACC AAY GAG ATA GGG 3°
- Primer E2C: 5° AGR CCA GAC TGG TGG CCN TAY GA 3°
- Primer E2D: 5° CAC AGY CCR AAY CCRAAG TCATC &

- Go Taq Flexi

- RNAsin o RNAout 40U/uL
- Transcriptasa Reversa MMLV

- Controles Positivos y de Extraccion (Alfort/187)
- Kit de Purificacién: kit MagMAX-96 Viral Isolation Kit AMB1836-5 Ambion
- Kit de Extraccion: RNeasy 74104 (50Rx) o 74106 (250Rx) de Qiagen

Transcripcion reversa

) Concentracién| Vol x 1 | Concentraciéon
Reactivo Marca o Nombre o i
inicial Rx (ul) final
Hexameros |Promegallnvitrogen 7,5 ng/ul 1.87ng/ul
RNA NA NA NA
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Perfil Térmico

Nuamero TerL\'E)aerat Tiempo
de Ciclos °C Min:Seg
1 75 3
1 4-8 ©

Se colocaron los tubos en un bloque de enfriamiento para adicionar 10 ul de la siguiente
mezcla:

: Concentraciéon| Vol x 1 | Concentracion
Reactivo | Marca o Nombre D .
inicial Rx (ul) final
Agua | Libre de Nucleasas NA 4 NA
Buffer 5X | Promega/Invitrogen 5X 4 1x
dNTPs | Promega/lnvitrogen 10mM 1 0,5mM
Inhibidor | Promega/Invitrogen 40U/ul 0,5 1U/ul
MMLV | Promegal/Invitrogen 200U 0,5 5U/ul
Volumen Final 20
Perfil Térmico
. Temperatura| Tiempo
Numero o .
de Ciclos C Min:Seg
1 37 30
1 94 3
1 15 7
1 4-8 o0
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Premezclas para PCR 1

. Concentracién | Vol x 1 | Concentracion
Reactivo L i
inicial Rx (ul) final
Agua NA 28 NA
Buffer 5X 10 1X
MgClI2 25mM 2 TmM
dNTPs 10mM 1 0,2mM
Primer E2A 20uM 1,9 0,75uM
Primer E2B 20uM 1,9 0,75uM
Enzima 5 U/uL 0,3 0,03U/ul
cDNA NA 5 NA
Volumen Final | 50

Perfil Térmico

Numero | Temperatura Tiempo
de Ciclos °C Min:Seg
1 94 5

94 00:30
20 61 00:30
72 00:30
1 72 10
1 4-8 0

Premezclas para PCR 2

R . Concentracion| Vol x 1 | Concentracién
eactivo . ;
inicial Rx (ul) final
Agua NA 30,0 NA
Buffer 5X 10 1X
MgCI2 25mM 3 1,5mM
dNTPs 10mM 1 0,2mM
Primer E2C 20uM 1,9 0,75uM
Primer E2D 20uM 1,9 0,75uM
Enzima 5 U/uL 0,3 0,03U/ul
Producto
PCR 1 NA 2 NA
Volumen Final 50
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Perfil térmico

Numero | Temperatura| Tiempo
de Ciclos °C Min:Seg
1 94 5

94 00:30
30 53 00:30
72 00:30
1 72 10
1 4-8 0

RESULTADOS Y ANALISIS

—270pb

Alfort Alfort CE Agua MP

Ejemplo de un gel de agarosa con los productos de la RT- PCR de E2 de PPC .
Interpretacion de los resultados
El tamano de banda esperado de la PCR externa es de 420pb. El producto de
amplificacion de la PCR Interna es de 273 pb.

Reporte de resultados
Positivo se reporta de la siguiente manera:
e Se detecto RNA de Peste Porcina Clasica.
Negativo se reporta de la siguiente manera:
¢ No se detecto RNA de Peste Porcina Clasica.

Referencia: Paton DJ, McGoldrick A, Greiser-Wilke |, Parchariyanon S, Song JY, Liou
PP,Stadejek T, Lowings JP, Bjorklund H, Belak S. (2000)."Genetic typing of classical
swine fever virus”. Vet Microbiol 73:137-157.



D. Anexo: Procedimiento para la
realizacion de la RT-gPCR 5’UTR
Para la deteccion del acido nucleico
de PPC

1) Realizar la extracciéon de ARN de la muestra y de los controles de extraccion,
siguiendo el instructivo de extraccion segun el tipo de muestra y kit elegido. 2)
Preparacién de mezclas maestras para la RT-gPCR en Tiempo Real.

Primers y sondas

- Primer CSF145: 5°- GAG CTC CCT GGG TGG TCT AAG T-3°

- Primer CSF747 R: 5°- CAT GCC CTC GTC CAC RTA GC-3°

- Sonda CSFV A: FAM 5’ACGTCGAACTACTGACGACTGTCCTGTACTCA 3'BHQ1

- Kit para extraccion: MagMAX-96 AI/ND Viral Isolation AM1835, PureLink Micro-to-Midi
Invitrogen 12183-018 y RNeasy 74106 o 74104 Qiagen

- Kit para amplificacién One Step RT-PCR Kit Qiagen

- Controles Positivos y de Extraccion Cepa Alfort 187

- Agua libre de RNAsas y DNAsas

- Siguiendo el procedimiento para la preparacién de mezclas maestras, preparar
las soluciones que se indican en la siguiente tabla (tener en cuenta el nimero de
muestras, control positivo, control negativo y control positivo de extraccion).

- Premezcla de la PCR en tiempo real para la deteccion del virus de Peste Porcina

Clasica.
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. Marca o Concentracion| Vol x 1 |Concentracion
Reactivo S .

Nombre inicial Rx (ul) final

Agua No Aplica No Aplica 10,1 No Aplica
Buffer QIAGEN 5X 5 1X
Mg PROMEGA 25mM 0,8 0,8
dNTPs QIAGEN 10mM 1,25 0,5
Primer CSF145 20uM 0,75 0,6
Primer CSF 747 20uM 0,75 0,6
Sonda SONDA A 2,4uM 0,25 0,02
Inhibidor | INVITROGEN 13.3 U/uL 0,6 0,33

Enzima QIAGEN No Aplica 0,5 No Aplica

Mezcla Maestra por tubo de reaccion 20 No Aplica

RNA 5 No Aplica

Voluman Final 25 No Aplica

Tener en cuenta las diferentes presentaciones y concentraciones de los reactivos de
cada fabricante. 3) Definir con anticipacién las muestras que se van a montar y la
posicion que van a ocupar en la microplaca. Para ello es necesario llenar el siguiente
formato de corrida:

11 ] 12

AZRZ|wZ N2 =2
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- Perfil térmico de la RT-qPCR para la deteccion del Virus de Peste Porcina Clasica

PERFIL TERMICO

No. o .
Ciclos C Tiempo
1 50 30 min
1 95 15 min
95 15 seg
40 62* 6seq* [+ CAPTURA
72 20 seg

*Captura de Fluorescencia

RESULTADOS Y ANALISIS
Para las muestras que son positivas se espera una curva parabdlica que tenga un
Ct menor a 40.
Tener en cuenta los siguientes criterios de aceptacion de las corridas:
El control negativo AGUA no debe tener valor de Ct
En control de extraccion AGUA no debe tener valor de Ct
En control positivo de RT-qPCR diluido debe tener un valor de Ct menor a 30.
El control positivo de extraccion debe tener un valor de Ct menor a 40.

- Ejemplo de una grafica de amplificacion de CSFV mediante RT-qPCR Tagman.

Amplification Chart
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La sonda debe monitorearse haciendo un analisis bajo Background substracted,
con el fin de evaluar el grado de degradacién que esta presente.

En caso de que haya duda de alguna de las curvas, se debe mirar cada pozo
independientemente bajo Background substracted para identificar si la muestra del
pozo bajo el cual se tiene duda, tiene un comportamiento parabdlico o no, en
comparacion con la emision basal de fluorescencia.
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Reporte de Resultados
Positivo se reporta de la siguiente manera:
e Se detecto RNA del virus del Peste Porcina Clasica.
Negativo se reporta de la siguiente manera:
¢ No se detecto RNA del virus del Peste Porcina Clasica.
[ ]
Referencia: Liu L., Wid’en F., Baule C., Bel'ak S. (2007). * A one-step, gel-based RT-
PCR assay with comparable performance to real-time RT-PCR for detection of classical
swine fever virus . Journal of Virological Methods 139: 203—-207.



100 Evaluacion de la respuesta postvacunal a Peste Porcina Clasica por medio de
diferentes pruebas diagndsticas en cerdos desafiados experimentalmente

E. Anexo: Interpretacion de los
resultados en el aislamiento viral de
PPC

Para verificar y aprobar cada montaje realizado de la prueba de aislamiento del virus de
Peste Porcina Clasica, se deben analizar previamente los resultados de los controles
internos de la prueba en cada placa:

- Control positivo: Como control positivo, se inoculan las células con la cepa
de referencia del virus de PPC Alfort-187 y/o con un tejido positivo
proveniente de cerdos que han sido previamente vacunados y desafiados
con el virus. En todos los pozos se debe observar el citoplasma de las
células de color rojo marrén, lo cual indica que hubo replicacién viral.

- Control negativo: Como control negativo, se emplea un tejido porcino el cual
previamente ya haya dado un resultado negativo para aislamiento. Este
tejido, es procesado de la misma manera que las muestras para el
aislamiento del virus de PPC. Al hacer el revelado no se debe observar
replicacion viral.

- Control celular: Se usan cultivos celulares no inoculados para control y
comparacion con cualquier cambio morfolégico observado en los pozos
inoculados con muestras, adicionalmente, se emplea para verificar viabilidad
celular y ausencia de contaminacion microbiana o contaminacién con el virus
de PPC de las células. No se debe observar ningun tipo de tinciéon o
alteracion morfolégica que indique replicacion viral.

Después del revelado todos los controles deben cumplir con los parametros
anteriormente descritos y no se debe observar citotoxicidad. De lo contrario, el
aislamiento debe repetirse.

Lectura
- Un aislamiento negativo se evidencia por ausencia de color marrén en los pozos
al observar bajo microscopio invertido; por el contrario, si se observa el
citoplasma de las células de color rojo marrén, igual 0 mas intenso que los pozos
pertenecientes a controles del virus el resultado sera positivo.
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- Si al revelar la placa correspondiente a primer pase, la muestra da positiva, la
placa que se encuentra congelada debe emplearse para obtener una mayor
produccion viral y realizarse pruebas especificas hasta su secuenciamiento.

- Si por el contrario la muestra da negativa, se utiliza la muestra de la placa que se
encuentra en congelacion y a partir de ésta se debe realizar nuevamente otras
placas de 24 pozos como segundo pase. Es necesario hacer 3 pases en cultivos
celulares, antes de determinar una muestra como negativa.

a) | o b)

Figura. Técnica de Aislamiento del virus de PPC en cultivo celular. a) Resultado de una
muestra positiva y b) Resultado de una muestra negativa vista, vistas bajo microscopio
invertido.



F.

Anexo: Valoracion de la temperatura diaria en los

grupos experimentales

Animal | Grupo ‘ Idia | 2dia | 3dia | 4dia | 5dia | 6dia | 7diz | 8dia | Odia | 10dia | lldia | 12dia | 13diz | l4dia | 15dia 17dia | 18dia | 19dia | 20dia | 21dia | 2dia | Bdia | Mdia | 25dia | 26dia | 27dia | Bdia | Vdia | 30dia
34 | 86 | 35 | 36 | B | 382
N ETRETEETE T TR TR T
N T T T T TR T AT
Temperatura 37.5-39.5 C° promedio 39.3 C°

N N N T P T O P T PR R T Y
N ER S ET TR ETE
| AL a7 | 9 | 9 | g | #3 | 38 | 33
S O Y T 0 P B P
S TR T N T TR T T T R T T T R TS TR TR T TR T T
O T P 2O 0 7 Y 2 Y T YO YO Y

85

155

37

b € 385 | B8 | 3N 3B B4 | W8 | B4 | WY 3B 338 B B | BT | B | BT | 3 3 395 | 397 | 3B5 | 407 | %98 | 4Ll | 414 | 396 | 397 | 39

1 € 35 | 38 | 5 | 374 | 39 | 38 | BY | N4 | W6 | B | 397 | BT | BH | W 3% 392 | 392 | %96 | 403 | 393 | 395 | B9 | 34 | B4 | 396 | 36 | 33 | 32

4 € 389 | 391 | 32 | 39 | 32 | 91 | B9 | MR | 391 | BE | 395 | 35 | 33 | W6 | 44 | 389 4 373 | 399 | 6 | 33 | 35 | M4 | 398 L] 393 | N5 | M3 | W3 | 36

1 C B 11 ] 9L | 395 | M8 | 393 | %97 | 37 | BT | M2 | 35 | WS | W4 | 389 | W7 | 393 | 397 | N3 | 403 | WA | W3 | W | 393 | W6 | 395 | 8 | B2 | N3 | N5 | WS

5 C 36 | 393 | 313 | 38 | 36 | 386 | /6 | B8 | 391 | WA | 394 | 3BT | 36 Bl B/S | WS | A | 35 | 393 | %96 | 9T | B2 | 4 Bl B3 | 39T | B2 | Y w2

Modele estadistico p ico ANOVA - Temperatura
Modelo Estadistico | M1 m M3 M4 M5 M6 M7 Mg MO | MO | MIL | MI2 | MI3 | MW | MIS | MI6 | MI7 | M8 | MO | MO | M| M2 | MB | MM | MBS | ME | M| MB | MW | M0

ANOVA 075 | 0088 | 0371 | 0205 | 029 | 0273 | 0381 | 0269 | 0065 | 0352 | 023 | 0789 | 0469 | 0586 | 0421 | 0287 | 0019 | 0043 | 00005 | 0051 | 0052 | 0746 | 0008 | 0197 | 005 | 0234 | 0819 | 0715 | 0046 | O0M
p[<0,05) i hay diferencias significativas entre los grupos
p[>0,05) No hay diferencias significativas entre los grupos




G.

Animal

Anexo: Valoracion de la condicidon clinica de los
animales al momento del sacrificio

Grupo

Fiebre

Debilidad 3
apatia

No consumo

de alimento ¥

agua

Cuadro
neurolégice

Conjuntivitis

Diarrea

Postracion

Tos ¥
problemas
respiratorios

Hemorragias
en la piel

Cianosis de
la orejas

Fibrina en la
heces

Materia facal
seca

Auerte del
animal

=

(%]

=

(%]

(%]

(%]

2

2

2

2

2

=

SB[ (oo |~ o[ [&fwin e 5 EE v [~ oo fafwin e

=
[N}

oo ||| w|w| ool e|e|e|eleleE e ]

Modele estadistico de frecuencia para si

. | No consumo Tos ¥ ) ) . o )
The FREQ Procedura Fiehre Debilidad ¥ |1 jimento ¥ Cuadra Comjuntivitis Diarrea Postracién problemas Hemorragias | Cianosis de | Fibrina enla |Materia fecal | Muerte del
Grupo A-B-C apatia neuralégico 5 : en la piel la orejas heces seca animal
agua respiratorios
© 0,0974 0.0001 0.0001 0.0245 0.0001 0.0003 0.0037 0,4278 0,1862 0,0293 o o 0,1862
=0,05 si hay diferencias significativas entre los grupos
=0,05 Mo hay diferencias significativas entre los grupos

Condicion

Denominador

Presencia de signos clinicos

5in signos clinicos

2




H. Anexo: Recuento de los glébulos blancos en los
diferentes momentos donde se tomaron muestras de los
diferentes grupos experimentales

Animal Grupo 1 dia 2 dia 4 dia 6 dia 8 dia 10 dia 12 dia 15 dia 18 dia 20 dia 22 dia 24 dia 26 dia 29 dia 30 dia
2 A 12000 | 11800 | 12550 | 12750
9 B 13000 12950 11900 6650
3 A 16450 | 16700 | 18250 | 14450 | 13800
1 B 19500 8100 10400 12150 10500
1 A 19750 | 19500 | 11150 | 12950 | 14000 | 13800 Rango 11.000 - 22.000 GB/ul
10 B 11250 | 10850 | 10350 2900 8200 5500
8 A 13000 | 12300 | 15450 | 10650 | 10250 9200 8250
1 B 10750 11650 18000 11450 16650 7800 21300
6 A 9500 9300 10150 | 11550 | 18450 | 13000 | 14300 | 12100
5 B 10750 10150 12950 8750 19700 9850 17900 18750
5 A 4450 2800 15450 | 10000 | 13500 | 13700 | 14650 | 15000 | 10500 9000 7800
6 B 8500 8000 9650 11200 12300 12600 15000 14750 15850 11900 13650
7 A 16450 | 16300 9500 9450 9900 13100 | 18450 | 15450 | 15500 9050 16650 | 16050
11 B 5700 5600 13650 10050 10800 9700 14950 17050 | 20600 8450 8800 17750
12 A 6500 5750 8600 7950 8950 8950 13500 | 10100 | 10550 | 12850 | 12750 | 10150 | 14150
12 B 6250 5900 12400 7750 7850 6900 12250 9400 11100 17550 11250 8100 10450
9 A 16000 | 15700 | 12800 | 10600 | 24850 | 16100 | 20450 | 15050 | 12050 6950 15500 | 19400 | 15850 | 15800
8 B 11500 11350 7550 7750 15300 9200 13000 15050 11900 14150 15000 12350 17450 | 21000
10 A 8000 7300 11650 | 10350 8450 8400 12800 | 12300 9550 9800 4850 8200 12450 | 12700 | 18200
7 B 7550 12050 12000 8950 10450 13650 14150 17500 10600 12350 11600 8850 13000 15950 18350
4 A 6300 6200 23450 | 10250 | 17100 | 13200 | 15500 | 14750 | 10650 8550 12000 | 13400 | 11400 | 17100 | 17750 | 18800
2 B 12000 11600 7950 12100 12150 8550 12600 15400 13950 10950 12200 7900 10200 13850 14350 | 21650
11 A 15900 | 15600 | 17800 | 13600 | 13500 | 12550 | 14700 | 12050 | 11150 9600 12450 | 12800 | 13050 | 13750 | 16300 | 12350
3 B
Modele estadistico paramétrico ANOVA - Recuento de Glébulos Blancos
Modelo Estadistico] M1 | ™2 | w3 [ ma | ms | wme | m7 | w8 [ w9 [ mio | mi1 | mi2 | mi3 | mia | mis | mie
ANOVA | 0,0071 | 0,0342 | 0,0275 | 0,5746 | 0,041 | 0,1976 | 0,8538 | 0,5807 | 0,2657 | 0,004 | 0,1912 | 0,0197 | 0,0327 | 0,0315 | 0,0042 | 0,9094
p (<0,05) | Si hay diferencias significativas entre los grupos
p (>0,05) | No hay diferencias significativas entre los grupos




a la necropsia

Anexo: Valoracion y hallazgos de las lesiones macroscopicas

%)

Animal Grupo | Memorramina | NUC L Meetenuintes. | emtageiis. | Bae | B4 | plewrids | Conjuniivics | secaenel | Ulorss |Hemorragias |Hemorragins | Hemorrsgiar | ql 00, | Conpestion
C.L. renales renal (Anfartos) colan de las tonsilas

1 A 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

3 A 2 3 3 3 >

a4 A 2 2 2 2 2 2 2 2 2

5 A 2 2 2 2 2 2 2 2 2

[ A 2 2 2 2 2 2 2 2 2

7 A 2 2 2 2 2 2 2 2 2

8 A 2 2 2 2 2 2 2 2 2

5 A 2 2 2

10 A 2 2 2 2 2 2 2 2 2

11 & 2 2 2 2 2 2 2

12 A 2 2 2 2 2 2 2 2 2

1 B 2 2 2 2 2 2 2 2 2

2 B 2

3 B 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

a B 2 2 2 ) _ 2 ) 2 2 2 2

5 B 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

5 z I - [ - I E : : : : E

7 B 2 2 2 2 2 2

a2 B 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

9 B 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

10 B 2 2 2 2 2 2 2 2 2

B
B

%)

The FREQ, Procedura Modele estadistico de fr. para | macr
Grupo A-B-C
P 0,0001 0,1372 0,1862 0,0031 | 0,0012 ‘ 0,0293 0,828 0,003 o 0,0293 o 0,1862 0,0293 | o ‘ 0,037
<0,05 Si hay diferencias signi ivas entre los grupos
>0,05 No hay diferencias significativas entre los grupos
Condicidn Denominadar

Con hallazgos macroscopicos

Sin hallazgos macroscopicos




J. Anexo: Valoracion y hallazgos de lesiones microscopicas a la

evaluacion histopatologica con microscopia de luz

N - Lesiones . Lesiones Apoptosis Apoptosis - Can‘lblins Inlﬂl(rat P - - Enteritis Lesiones Ca‘mbins Apoptosis en Lesiones
Animal Grupo Vasculares en [Vasenlares en | o FIP07 By deplaticos depléticos  |perivascular en Gliosis Neumonia e vasculares en | depléticas en e iia vasculares
G.Linfatico Bazo G.Linfatico Bazo encéfalo el tonsilas renales
1 o o o 2 2 1 L) L) 1 o o 2 o
2 ey o o o 2 2 o o 1 0 o 2 2 o
3 ey o o 1 o 2 2 o o 1 0 o 2 2 o
a ey o o o o 2 i 1 1 1 0 o 1 1 o
(=] ey o o 1 o 1 0 2 2 2 0 o 1 o o
7 ey o o 2 1 2 1 o o 1 0 o 1 2 o
8 ey o o 1 1 1 2 2 1 2 0 o 1 2 o
9 ey o o 1 2 2 1 1 2 0 o 1 1 o
10 s o o o o 1 o o 2 o o 1 1 o
11 ey o o o L) 1 L) L) 1 o o 1 1 o
12 ey o o 2 2 2 1 1 o o o 2 2 o
1 B o o L) L) L) 1 o o 2 2 o
2 B o o L) 2 2 2 1 o 1 2 o
3 B o o 2 1 1 2 o o 1 2 o
4 B o o L) L) 2 1 o 1 1 1
5 B o o 1 1 1 2 L) L) 1 o o o 1 o
] B o o 2 a 2 a a 1 0 o 2 2 o
7 B o o 2 2 2 o o o 0 o 2 2 o
B8 B o o o o o 2 o o o 0 o 1 1 o
10 B o o 1 o 1 1 o o 1 0 o 1 1 o
11 B o o 1 1 1 2 o o 2 0 o 1 1 o
B o o 2 o o o 0 o 2 2 o
1 1 o o 1 2 0 o 2 2 o
o o o L) L) o o o 1 o
o 1 1 2 2 1 o
o 1 1 2 o
The FREQ Grupo A-B-C Modele estadistico de frecuencia para lesiones microscdpicas
o 0,0021 | 0,0245 0,4406 0,633 | 0,2287 | o0,7148 | 0,0413 0,2471 | 0,2528 | 0,0807 0,132 | 0,5697 0.3364 0,2696
<0,05 Si hay diferencias significativas entre los grupos
>0,05 No hay diferencias significativas entre los grupos
Condicion Denominador
Sin lesiones o
Leves 1
Moderadas 2




K. Anexo: Deteccion del antigeno viral por la la técnica de
Inmunohistoquimica - (IHQ)

Animal Grupo Rifion Pulmon G.Linfatico G.I.inf'aiico Tonsila Corneta G.I.iul'altico Bazo I\I:emlbraua NIf:dula Intestino G.Linf?ilico Higado Cerebro Piel
Pulmonar Inglinal Submandibular Nictitante Osea Mesenteéricos
1 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 1 0 2 2 0 1 2 2 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2
Condicién Denominador Interpretacion
Sin inmunomarcacién 1] No hay marcacién de la muestra lizada — Negativo a Peste Porcina Clasica
Inmunomarcacién escasa 1 Hay marcacion de un bajo nimero de células (5-20) por campo de 100X — PPC
Inmunomarcacién modera 2 Hay marcacién de un moderado nimero de células (20-50) por campo de 100X — Positivo a PPC

Inmunomarcacién marcada _ Hay marcacion en su mayoria del componente celular del tejido por campo de 100X — Positivo a PPC




L. Anexo: Deteccion de anticuerpos a PPC mediante la utilizacion
de pruebas comerciales de ELISA-Ac

ElsAdes | DBT Dia2 Dia 4 _ Dia _Diag Diaf0 | Diat2 Dia 15 ‘ Dia16 Dia 18 Dia22 _ Dia24 Dia 26 Dia2e Dia30 |
Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4 Muestreo 5 |Muestreo 6| Muestreo 7| Muestreo 8 o8 Muestreo 10 Muestreo 12 Muestreo 13 Muestreo 14 Muestreo 15 |Muestreo 16
Arumal| Grupo WIET o [n R 0 (TR 0 (e R 0 R 0 PR 0 e R 0 [ e [PER] v [ R WITER o« Te R v e R v [ e e v [EE
A 0 | 60 120 | 20
370 SED
9.0 80
3| a
EnEa
1| &
0| B
8 | A 2.0
4|8 0 | 70
6 | A 00 | 20 40 1.0
ey 479
s | A 35,0 370 40,1
T8 |8 350 | 7.5 | 00
ErEliaE 00 | 50 50 50 | 5 | o0
B 75|00 | 7o | 120 no| s | oo
7 9.0 320 | 75 | 198
B 5 oo | oo 1| 10 12.0 00
A 00 | 10 50 7.0 00
B 00 | 20 | 10
A 5 |00 | 00 0| 10 0| 7.0 00 | &0 00 | 30 [0 | 20 00 | 1.0 00 | 100
B 5 o0 20 20 6 | 25.0 426 | 340 47,0 | 36,0 500
A SRR 0,0 | 60 180 | 5 [ 250 340 | 360
B 00 | 50 00 | 80 | 32 38,3
A s |oa | 30 20 130 00 | 110 00 | 250 ]
B 24 00 5 [ 390 | 5 | 00 00 248 4058
10 00 | 6.0 00 | 80 30 | 5 |00 5 | 330 [
i 80 00 | 20 00 | 20 50 | 5 | 00 !
20 ] 40 40 66 | 50 0p | 80 90 | 5 | 00 | 60 | 5 |20 00 | 5 | 316 | 40
10.0 1.0 80 &0 00 | 40 00 | 40 00 | 50 18,0 00 | 240
20 | 100 | 50 | 00 10,0 00 | 110 00 | 60 00 | 90 100 | 75| 84 | 330 2
Modele estadistice no paramétrice - Kruskal-Wallis Test comparative entre kits de ELISA Prionics /
Grpos A8 L MIK1 | M2 LLr i | m| 1““ | ll-ll?[ |mu | M MSKTL | MSKE | MOKE | MGKE | MTKL | M7 MIEKL | pan MOKY | MK MIOKT | IOIC MATKD [ M1 M [ M0 MU | ML Ml | M0 MISKL | MISKZ | MIBKD | M1EKD
Valor Chi-Square | 0,696 | 0,285 u.main.aﬁa;'. :n.ma'u.;ua: n\-}q:u.)m 0665 | 0895 | 0,566 | 0,639 | 0,655 | 0,048 0,328 | 0,080 |1..r74:t|‘nba 0,121 | 0,004 0,209 | 0,002 0102 | 0,023 0,075 | 0046 0817 | 0an 0047 | 0,256 | 0,507 | 0,908

 plwmes |

5/ hay diferencias significativas entre los grupos

B0,

N hay diferencias significativas entre los grupos




M. Anexo: Deteccion de antigeno de PPC mediante la utilizacion
de pruebas comerciales de ELISA-Ag

Dia 1 Dia 16 Dia 18 Dia 20 Dia 22 Dia 24 Dia 26 Dia 29 Dia 30
ELISA Ag> Muestreo 1’:’53’ 458,17 Muestreo 9 Muestreo 10 Muestreo 11 Muestreo 12 Muestreo 13 Muestreo 14 Muestreo 15 Muestreo 16
Animal Grupo Prionics ldexx Prionics Idexx Prionics ldexx Prionics ldexx Prionics ldexx Prionics ldexx Prionics ldexx Prionics ldexx Prionics ldexx
2 A 0 0
9 B 0 0
3 A 0 0
1 B 0 0
1 A 0 0
10 B 0 0
3 A 0 0
4 B 0 0
L] A 0 0
5 B 0 0
5 A 0 0 0 0 0 0 0 0
6 B 0 0 0 0 0 0 0 0
7 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 A 0 0 0 0 0 o 0 0 0 o 0 0 0 o 0 0 o 0
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
c e 0 de 96 0de 96 Ode7 Ode? Ode? Ode7 Ode? Ode? Oded Oded Odes Ode5 Oded 0ded 0de3 Ode3 Ode2 0de2
por Grupo 0de 96 0de 96 Ode7 Ode? Ode? Ode? 0de? 0de? Ode@ Odes Ode5 Ode5 Oded Oded 0de3 Ode3 Ode2 0de2
Ddead 0de 44 Odes Odes 0des ldes 2des 4des 4des 4des 3des 3des 2des 4des 2des 2des Ode3 Ode3
Total 0de 236 0 de 236 0de 19 0de19 0de19 1de 19 2de 19 4de19 2 de 17 Jde17 2de 15 3 de 15 2de13 2de13 2de11 2de11 0de7 0de7
Condicién Denominador Interpretacion

Se detecto el virus de PPC

No se detecto el virus de PPC

Se detecto el antigeno de virus de PPC por ELISA Ag

No se detecto el antigeno del virus PPC por ELISA Ag




100 Evaluacién de la respuesta postvacunal a Peste Porcina Clasica por medio de
diferentes pruebas diagndsticas en cerdos desafiados experimentalmente

N. Anexo: Deteccion de acido nucleico (ARN) de PPC por RT-PCR
anidada E2 y RT-gPCR 5'UTR en tejidos, pool de bazo y ganglios
linfaticos.

RT-gPCR 5'UTR
Animal Grupo ol s - - . :
Ganglios Médula Ganglias sl pieoee g
Rif&n Pulmén Tonsila subrmandibulanes Bazo ses Intestino esentbcioos Cerebro Ganglios Tonsila ‘1:;?:500
linfaticos o
2 n o (] o a o ] o 1] a a o a
g B & o 0 o o o o o 1] o 0 o o
[ ] o [i] o ] ] o o [} 1] o
3 A a o o o a o a o 1] a a 1] o
1 B o o o a o a o (1] a a o a
1 A 10 1] o o o o a o 1] o ] o o
10 B o [] o o o a o 1] o o o o
8 A 12 o 0 ] o 1) L] o 1] 1) 0 o o
a B o [} o ] o a o a o ] o a
& A o L] o o a o o 1] o o o o
5 B o o 0 a o a o a ) a a
5 A - 1] o o o [ o 0 0 o | BT E TR
& B (1] o a o o o (1] o o o
7 A 22 [ o [i] o o o 1] o o o
11 B o o [v] o [¥] o (1] o ] o
12 a 24 o o o o a o 1] o o a
iz B o [ o o o o o o o o o
9 A 26 0 ] 0 1] o o o 1] o L] (1]
8 B o o o a o a ] 1] o L] a
10 A 29 ('] L] o a o a o a o o a
7 B 1] 1] 0 o o o o 1] a o a
= [1] 0 a 0 ) 1) 1] o L] (l = I
a a o
2 B
11 A
3 B 30
1] o a 1] 1]
A e dado por 0 de 12 0 cle 12 1 de 12 Oce 12 0 de 12 0 de 12 0 de 12 Ode12 0 de 12 0 de 12 7 de 12 2de 12
B Grupo Ode 12 0 de 12 0 de 12 Ode 12 0de 12 O de 12 0 de 12 0de 12 Ode 12 Ode 12 Sde 12 Ode 12
1 de & Ade 6 1de 6 2de 6 2de 6 2de 6 2de 6 2de b 2de 6 3de b 2deb
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P. Anexo: Aislamiento del Virus de PPC en
pooles de tejidos linfoides en cultivos
celulares PK-15
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