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1.

RESUMEN

INTRODUCCION. La Peste Clasica Porcina (PPC) es una enfermedad
altamente infecciosa que produce alta mortalidad en la especie porcina y
grandes pérdidas econdmicas en el mundo, para su control se usa la
vacunacién con virus vivo. OBJETIVOS. Evaluar el uso de una vacuna de
virus vivo adaptado a cultivo celular para el control de la Peste Porcina
Clasica. METODO. Se utilizaron 20 lechones distribuidos en 2 grupos
vacunados y uno control. La vacuna se aplico a las 8 semanas de edad. El
lugar de ejecucion, el Distrito de Alto Laran, Provincia de Chincha,
Departamento de Ica, con una altitud de 97 msnm. Y se evaluaron mediante
técnicas de laboratorio, para las muestras colectadas a las 8 y 15 semanas
de edad. La temperatura corporal, ganancia de peso, conversion alimenticia
y consumo se determiné por cada semana. RESULTADOS. Los cerdos
vacunados y desafiados no mostraron signos clinicos de la enfermedad. Los
cerdos control o no vacunados presentaron el cuadro tipico de la
enfermedad. Todos los cerdos del grupo control murieron de la enfermedad.
Las técnicas de laboratorio dieron negativo a los cerdos vacunados y también
mantuvieron sus parametros productivos normales al esperado.
CONCLUSION. El uso de la vacuna de virus adaptada a cultivo celular
demostré ser efectiva contra la peste porcina clasica sin mostrar efectos
negativos y mantener los parametros productivos esperado del cerdo

Palabras claves. Peste clasica Porcina, cultivo celular,

inmunofluorescencia, Lapinizada



ABSTRACTO

INTRODUCTION. Classical swine fever (CFP) is a highly infectious disease
that produces high mortality in swine and great economic losses in the world,
for its control vaccination with live virus is used. OBJECTIVES. To evaluate the
use of a live virus vaccine adapted to cell culture for the control of Classical
Swine Fever. METHOD. We used 20 piglets distributed in 2 vaccinated groups
and one control group. The vaccine was applied at 8 weeks of age. The place
of execution is the District of Alto Laran, Province of Chincha, Department of
Ica, with an altitude of 97 meters above sea level. And laboratory techniques
were evaluated for the samples collected at 8 and 15 weeks of age. Body
temperature, weight gain, feed conversion and consumption were determined
per week. RESULTS. Vaccinated and challenged pigs showed no clinical signs
of the disease. The control or non-vaccinated pigs presented the typical picture
of the disease. All the pigs in the control group died of the disease. The
laboratory techniques were negative for the vaccinated pigs and also
maintained their normal production parameters as expected. CONCLUSION.
The use of the virus vaccine adapted to cell culture proved to be effective
against classical swine fever without showing negative effects and maintaining

the expected productive parameters of the pig

Keywords. Classical Pest Swine, cell culture, immunofluorescence, Lapinizada
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I. INTRODUCCION

La industria porcina en el Pert ha tenido en los Gltimos 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. (MINAG, 2006)

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 camparfias de control y erradicacion de enfermedades de
tipo viral y de caracter epidémicas tales como: Enfermedad de Aujeszky (EA) y el
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRSS), que son las constituyen
causas importantes de pérdidas econdmicas en el sector porcino y muchas de estas
limitan el comercio internacional de animales vivos, productos y subproductos de la

industria porcina. SENASA 2013

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

posiblemente ocurrio por primera vez en Francia en 1822. OIE. 1997
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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 crénicas a veces imperceptibles, que los retrasan en
su crecimiento y que muchas veces se convierten en portadores y fuente de

infeccion para animales susceptibles. Haines et al., 2013

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
implementacion de estos programas utilizando vacunas de diferentes tipos en
campanfas de control y erradicacion. Actualmente en el pais, se esté 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. Pereda et al., 2005.

Para el programa de control y erradicacion de la PPC en el pais, se viene
recomendando una vacuna comercial de origen argentino, la cual utiliza una cepa
viral conocida como cepa China. Estas vacunas estan constituidas por un virus

atenuado lapinizado en rifién de conejo.
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Esta vacuna por ser a virus vivo atenuado, trae una serie de problemas, entre unos
de ellos es que es teratégeno y por lo tanto no es recomendable su uso en cerdas
prefiadas al menos en los primeros meses de gestacion, puede producir mortalidad
embrionaria y otros problemas reproductivos.

Por lo que en el presente trabajo se evaluara una vacuna producida por el

Laboratorio Farvet, la vacuna a virus adaptada a cultivo celular.
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2.1.

Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

ANTECEDENTES

Campo 1998, realizé un estudio para evaluar tres vacunas contra la Peste
Porcina Clésica, producidas en células y comercializadas en Colombia. Se
desarrollaron los experimentos con el fin de evaluar la calidad de las vacunas
mediante las pruebas de inocuidad y de potencia en cerdos. No se
observaron reacciones desfavorables locales o sistémicas atribuibles a la
aplicacion de los tres productos. Con fines diagnésticos, se determiné la
persistencia del virus vacunal en amigdala por lo menos hasta los 35 dias

post-vacunacion.

Portilla et al., (2009) realiz6 un estudio para evaluar la persistencia de los
anticuerpos pasivos contra el virus de la Peste Porcina Cléasica (vVPPC) en
lechones de dos granjas tecnificadas (A y B) con distintas estrategias de
vacunacion contra el vPPC. En la granja A, las marranas fueron vacunadas
a los 90 dias de gestacion y en B a los 18 a 21 dias post-parto. Se colectd
muestras de sangre de lechones de ambas granjas durante la primera (n=15),
tercera (n=15), quinta (n=15) y séptima (n=15) semana de edad, asi como de
15 marranas por granja para la deteccion de los anticuerpos mediante la

prueba de ELISA indirecta.
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Todos los lechones presentaron anticuerpos pasivos en la primera semana
de edad, persistiendo en la mayoria de los lechones hasta la séptima semana
de edad. Hubo diferencia significativa (p<0.05) en los niveles de anticuerpos
pasivos entre los lechones de las dos granjas en la primera y tercera semana
de edad. Asimismo, se observé una mayor variabilidad en los niveles de
anticuerpos en lechones y en marranas de la granja A. Los resultados
sugieren gue los niveles y la persistencia de los anticuerpos pasivos contra

el vPPC se afectan por la estrategia de vacunacion contra la PPC.

Segun (Rosa Genghini, lvan Tiranti y Enrigue Zamorano-Ponce, 2005). La
Peste Porcina Cléasica (PPC) es la enfermedad virésica de los cerdos mas
importante por ser muy contagiosa y causar altas tasas de morbilidad y
mortalidad. El virus causal puede inducir mutaciones cromosomicas en los
animales enfermos, como asi también en los inmunizados con vacunas a
virus vivo atenuado. Estas fueron durante mucho tiempo un medio eficaz para
el control de la enfermedad; sin embargo, en 1990 la Unién Europea prohibio
la vacunacion debido a la imposibilidad de distinguir serolégicamente a los
cerdos enfermos de los vacunados. En los paises que aun controlan la PPC
mediante la inmunizacion, es relevante el estudio del potencial mutagénico
de estas vacunas. Dado que en Argentina no existian antecedentes en dicha

temaética, iniciamos en 1997 una linea de investigacion en tal sentido.
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Se realizaron 5 tipos de ensayos:

I) Empleando cerdos experimentales del Servicio Nacional de Sanidad
Animal, pertenecientes a las pruebas oficiales de inocuidad y potencia de
vacunas.

II) Utilizando cerdos criados a campo en las condiciones en que los
productores de cerdos inmunizan habitualmente a sus animales.

[lI) Ensayos in vitro con sangre de lechones no vacunados.

IV) Ensayos in vitro para medir dafio directo sobre el ADN.

V) Efecto de la vacuna sobre la fertilidad de cerdas prefiadas. Todos los
ensayos efectuados permitieron determinar que el virus vacunal de la PPC
conserva su potencial genotoxico cuando se encuentra atenuado, efecto que
se manifiesta tanto a nivel citogenético como citomolecular y que es

fuertemente dependiente de la dosis del inmundgeno utilizado.

2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. PESTE CLASICA PORCINA (PCP)

2.2.1.1. ETIOLOGIA
La PPC estd producida por un virus perteneciente al género

Pestivirus y familia Flaviviridae. (Franki, 1991). La particula virica
presenta un diametro de entre 40 a 50 nm con envuelta, la capside
tiene forma icosaédrica. Su génoma viral esta formado por una
molécula de RNA de banda simple y polaridad positiva que presenta
una longitud de 12,284 nucledtidos (2,2 Kb) con una fase de lectura

abierta capaz de codificar 3.989 aminoacidos.
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2.2.1.2.

El genoma viral actia como ARN mensajero y se traduce en una
poliproteina que, procesada por la accion de proteasas virales, no
bien conocidas, y de la célula huésped, para dar lugar a las proteinas
maduras. El genoma ha sido clonado y secuenciado en su totalidad
caracterizandose cuatro proteinas estructurales, la proteina pl4,
localizada en la nucleocapsida y tres glicoproteinas: gp 55, también
denominada (E1), gp 44, también conocidacomo E2 y gp 33. Las gp
55 y 44 estan localizadas en la envuelta. Existe al menos una
proteina no estructural denominada gp 2. (Weiland y col. 1992,
Ruggliy col. 1996., Van Rijn y col. 1997).

Propiedades fisico quimicas.

Debido a la presencia de lipoproteinas en su envoltura, el virus se
inactiva rapidamente con disolventes organicos, como cloroformo y
éter, asi como detergentes, como Nonidet P-40, desoxicolato y
saponina. También es sensible a la accién de radiaciones ultravioleta
y a pH entre 3-4 y 11-12. La infectividad se destruye faciimente
sometiendo al virus a temperaturas de 60°C durante un minimo de
10 minutos.

El virus de la PPC es estable en un rango de pH entre 8 y 9, a
temperaturas de -20°C y  -70°C, vy liofilizado, donde puede

mantenerse durante afos.
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2.2.1.3.

Asimismo, puede durar semanas a temperatura de refrigeracion en
recipientes de cristal herméticos, sin una disminucién marcada de la
infectividad, los conservantes, como glicerina al 1% o bien fenol al
0,5%, aumentan la efectividad del proceso de conservacion. La
destruccion del virus se aconseja en hipoclorito 2%, cresol6%,

fenol5%, hidroxido sdédico 2% y lechada de cal al 5%.

Multiplicacion y propagacion del virus

El Unico Hospedador natural del virus de la PPC es el cerdo tanto
doméstico como silvestre, aunque el virus es capaz de replicarse en
otras especies animales como rumiantes domésticos, venados y
animales de experimentacion, provocando una reaccion febril,
practicamente asintomatico. Entre ellas, el conejo es la mas
importante, ya que dieron lugar a la obtencion de las clasicas cepas
vacunales atenuadas, utilizadas en Europa en los afios 70 y primeros
de los 80 para el control y erradicacion de la enfermedad. Aynaud,

J.M., Asso, J., 1970.

La replicacion del virus “in vitro” en cultivos primarios se produce en
células de rifidn porcino, testiculos de ratén y cerdo, células porcinas
embrionarias, cultivos primarios de células de rifion de cobayo, zorro,

conejo y ardilla entre otros.
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2.2.1.4.

Patogenia y transmision.

El VPPC suele penetrar en el organismo por ingestion, inhalacién,
piel, 0 semen. Una vez en el animal, el virus se replica en amigdalas
(infeccidn oral o nasal) o en los ganglios linfaticos regionales (vaginal,
piel). Tras una primera fase de replicacion el virus pasando a sangre
produciendo viremia (12 a 20 horas post infeccion hasta varias
semanas). Tras esta fase el virus se localiza en los 6rganos diana
(bazo, ganglios, rifdn, pulmoén, médula 6sea) donde se producen
nuevas replicaciones viricas y las lesiones caracteristicas de caracter

hemorragico. Lange et al., 2011.

El contacto directo entre animales infectados (en fase aguda o
portadores) y animales sanos es la forma mas comun de transmision

del VPPC.

La eliminacién del virus en animales infectados puede comenzar a
partir del segundo dia post infeccidn por saliva, secreciones oculares
y nasales, aire. Después de unos dias el virus se puede eliminar
también por orina, heces y semen. Es importante, destacar la
transmision de madres portadoras inaparentes a sus lechones u a

otros animales adultos susceptibles. Prodanov et al. 2008.
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2.2.1.5.

2.2.1.6.

Patogenia y transmision

Los recientes brotes de PPC en Europa han puesto de nuevo de
manifiesto que el transporte juega un papel muy importante en la
transmision de la PPC, asi se ha podido comprobar que del 25 al
50% de los brotes estaban originados por el transporte contaminado.

Sanchez-Vizcaino, 1999.

Cuadro clinico y anatopatolégico.

La PPC puede cursar con una enorme variedad de manifestaciones
clinicas y anatomopatologicas dependiendo de la virulencia de la
cepa, del estado inmunitarioy edad del animal. Las lesiones
caracteristicas descritas para esta enfermedad, en general, se
presentan solamente con cepas de alta virulencia, en animales no
inmunizados y con mas facilidad en lechones que en adultos. Pueden
existir animales portadores asintomaticos de gran importancia en la

eliminacion de virus. Sanchez-Vizcaino, 1999.

En general se han descrito en cerdos adultos las formas: aguda,
subaguda y cronica de la enfermedad. Ademas, existe una forma
trasplacentaria de la PPC que puede dar lugar a diversas afecciones
fetales y neonatales e infecciones persistentes asintomaticas.

Moenning y Greiser-Wilke. 2008.
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22.1.7.

Diagnostico.

Deteccion de virus o antigenos virales.

Son varias las técnicas disponibles para la deteccién de virus o
antigenos virales en la PPC. La eleccion de una u otra se determina
segun los siguientes criterios: Infeccién primaria, rapidez, nimero de
muestras a analizar, disponibilidades técnicas y econdémicas.

Segun estos criterios los métodos mas utilizados serian:
Aislamiento viral, inmunofluorescencia directa, Elisa de captura.
Aislamiento viral: El aislamiento del VPPC en cultivos celulares esta
considerada en la actualidad como la técnica de referencia obligada
en zonas exentas de la enfermedad o como técnica confirmatoria en
caso de dudas. Este método esta basado en la capacidad de
multiplicarse el VPPC en la linea celular de rifion de cerdo conocida
como linea PK 15.

Inmunofluorescencia directa en tejidos: Consiste esta técnica en
la puesta en evidencia de antigenos virales en corte histolégico de
los 6rganos sospechosos mediante la tincion con un conjugado
policlonal (contra todas las proteinas del virus, no permite la
diferenciacion entre los pestivirus) o monoclonal (frente a la proteina
gp 55, permite la diferenciaciéon entre los diferentes pestivirus)

marcado con fluoresceina o peroxidasa.
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Elisa de captura: Recientemente, se ha utilizado con éxito, dado el
aceptable nivel de correlacion con el aislamiento viral, sobre todo a
partir de los 7 a 10 dias post infeccion, la deteccion de un sistema
ELISA de captura para la deteccion de los antigenos virales a partir
de 6rganos o de leucocitos sanguineos de animales sospechosos.
La técnica esta basada en un sistema ELISA sandwich en el que se
utilizan anticuerpos monoclonales (diferenciales de pestivirus) para
capturar y revelar la captacion de los antigenos virales. Esta técnica
presenta, frente a la anterior, la capacidad de ser utilizada para gran
namero de muestras, pues las diferentes etapas de la técnica ELISA,
incluyendo la lectura, estan automatizadas. El tiempo total de
realizacién de este método es de 36 horas, mucho mas largo que la
inmunofluorescencia directa, pero mucho menos que el aislamiento
virico.

Deteccion del acido nucleico viral: La técnica PCR para la
deteccion de &cidos nucleicos virales estd resultando
tremendamente practica, rapida y eficaz en el diagndstico de gran
nuamero de enfermedades infecciosas. Consiste esta técnica en la
deteccién de un pequefio fragmento especifico del RNA del VPPC
mediante la amplificacion de la reaccién en cadena de la polimerasa.
Se ha seleccionado un fragmento de RNA comun a todos los
pestivirus y otro fragmento especifico de cada uno de los
componentes de este grupo viral, de manera que se puede hacer un

diagnostico diferencial de gran sensibilidad y especificidad.
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Ademas, es una técnica relativamente rapida y econdmica. Sin
duda, una técnica de eleccion para cualquier situacion.

Deteccion de anticuerpos: La deteccidn de anticuerpos es de gran
utilidad para comprobar la presencia o0 no de zonas libres y no
vacunadas, pero no cuando se sospeche de una infeccion reciente.
En ese ultimo caso se deberia realizar deteccién de antigeno y/o
anticuerpos. Varios métodos han sido descritos para la deteccién de
anticuerpos de PPC, de entre ellos destacaremos los siguientes:
Seroneutralizacion, Elisa diferencial.

Seroneutrilizaciéon: EI método de seroneutralizaciéon (SN) consiste
en determinar la capacidad que tiene el suero objeto de estudio de
neutralizar el efecto de un virus sobre la linea celular PK 15. Se
utilizan diferentes diluciones del suero problema y se comparan sus
resultados frente a un suero control. Dado que el VPPC no produce
efecto citopatico, la posible accién del virus sobre la célula, se
visualiza mediante fluorescencia directa o inmunoperoxidasa. La SN
es unatécnica muy especificay sensible, pero, tiene el inconveniente
de su gran laboriosidad, por lo que no esta indicada para un gran
namero de muestras, aunque si como técnica de referencia.

Elisa diferencial: Este método estd basado en un ELISA
COMPETICION en el que se utiliza un anticuerpo monoclonal frente
a lagp 55 lo que permite ademas diferenciar los anticuerpos de PPC

de los de BVD.
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2.2.1.8.

El suero problema se pone en contacto con la gp 55 y tras un periodo
de incubacién se pone la mezcla a competir con un monoclonal
contra la gp 55. Este método permite la realizacion de un gran
namero de muestras gracias al sistema ELISA (todas las fases se

pueden automatizar) en un relativo corto periodo de tiempo

Muestras a remitir al laboratorio.

Con el fin de poder realizar un adecuado diagnostico es muy
importante que la eleccion de la muestra sea la adecuada, asi como
gue llegue en buen estado al laboratorio. NO PUEDE HABER UN

BUEN DIAGNOSTICO SIN UNA BUENA MUESTRA.

En el caso de la PPC las muestras a enviar serian: sangre con
coagulantes, sangre sin coagulantes, tonsilas, ganglio mesentérico,

bazo, ileon distal, rifon.

Las muestras deben llegar a su destino de la forma mas rapida y
segura posible y en ningln caso deben mantenerse POR LARGO

TIEMPO a temperatura ambiente.

Una vez recogidas del animal objeto de estudio, deben ser identificadas
de forma inequivoca y estable (etiguetas adhesivas o rotulando los
botes) y mantenidas a 4° C. Se debe utilizar un frasco para cada animal

y siempre deben quedar cerrados herméticamente.
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2.2.1.9.

Inmunizacion frente al VPPC. Muchos son los métodos que se han
utilizado para inmunizar frente al VPPC desde primeros de siglo, desde
la serovacunacion a diferentes tipos de vacunas vivas e inactivadas
han sido utilizados para combatir esta enfermedad en varios paises
durante las udltimas décadas, la utilizacion de las vacunas vivas
atenuadas permiti6 la eliminacion de la enfermedad de los paises de la

actual unién europea entre los afios 1970 y 1980.

En la actualidad, las vacunas mas utilizadas en diferentes programas
de erradicacion de la enfermedad son las vacunas vivas atenuadas,
provenientes de las conocidas como CEPA “CHINA” y/o CEPA

“THINVERVAL”.

La conocida cepa “China es una cepa lapinizada denominada también
como Cepa “Suvac”, “C”y “K”. Su origen es desconocido y segun varios
autores podria tener cerca de 480 pases en conejo. La cepa, que se
utiiza en la actualidad, no presenta virulencia residual siendo
totalmente apatégena incluso en madres gestantes y lechones. Esta
cepa fue muy utilizada en la pasada década en varios paises europeos
con éxito. Tiene una actuacion rapida por lo que ademas de inducir

inmunidad presenta interefencia viral con el virus patégeno.

Cepa “Thiverval” Es una cepa de origen francés proveniente de una
clonacion viral sobre la linea celular PK 15. Es decir, esta adaptada y

producida en cultivo celular.
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2.2.1.10.

2.2.1.11.

Se ha probado su inocuidad incluso en animales inmunosuprimidos, no

presentando virulencia residual ni reversion a virulencia.

Vacunas de subunidades. Recientemente, se ha desarrollado una
vacuna de subunidades formada exclusivamente por la proteina gp
55 que induce inmunidad y proteccién a nivel experimental contra el
VPPC. El gen de la gp 55 (E2) ha sido clonada y expresada mediante

un sistema de baculovirus.

Prevencién control y erradicacién de la PPC.

Prevencion.

Para la prevencion de la PPC debemos de recordar, que como se
indicaba en el apartado de patogenia, el VPPC tiene una enorme
capacidad de penetracion en los animales susceptibles pudiendo
entrar por practicamente todas las vias posibles. Por ello, la mejor
solucién para que un pais esté libre de la PPC es evitar la entrada del
virus. Los factores a tener en cuenta segun sea un pais o un area libre

serian:
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2.2.1.12. Controly erradicacion.

El control de la enfermedad se puede llevar a cabo de diferentes
maneras dependiendo del tamafio del area afectada, densidad porcina,
el nivel cultural y social de la zona, las medidas de bioseguridad de la
explotacion, los medios econdémicos y humanos disponibles, el
mercado exterior del sector, etc., etc. En cualquier caso, se lleva la
politica internacional de focalizacion, es decir establecer una zona de
proteccion alrededor del foco de 3 Km. de radio, donde se prohibira el
movimiento de animales hasta 30 dias después del sacrificio del Ultimo
foco, y otra zona de vigilancia de 10 Km de radio donde se efectuaran
los controles clinicos y serolégicos. Estas medidas de control pueden

a su vez verse incrementadas con la utilizacién o no de vacunas.

La vacunacion para el control y posterior erradicacion de la enfermedad
jugo un importantisimo papel en Europa en la década de los 70 y 80,
realizandose campafias masivas de vacunacion con las cepas
atenuadas, descritas en el apartado de vacuna, con el fin de ir
eliminando progresivamente el virus y los animales portadores. En
Chile se ha podido erradicar la PPC también utilizando un programa de

vacunacion sistemético y eliminacién de portadores.
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2.2.1.13.

En la actualidad, los paises que estan utilizando las vacunas
disponibles comercialmente, dado que no es posible diferenciar los
animales vacunados de los enfermos y/o portadores pierden el
“‘estatus” de pais libre prohibiéndose las exportaciones por largos

periodos de tiempo.

Cultivo celular para el aislamiento del virus de PPC

El virus ademas replica en una gran variedad de lineas celulares
establecidas de origen porcino, bovino, caprino, primate y cobayo. La
de uso mas frecuente en laboratorio es la linea de rifion de cerdo PK-
15. Pese a que la replicacion del virus en estos cultivos tiene un
mayor grado de reproducibilidad y un comportamiento mas uniforme,
la propagacion del virus en ellas solo proporciona moderados o bajos
titulos virales, por lo que los rendimientos en produccién no son muy

elevados. Mengeling, W, ycol. 1969.

El uso de cultivos primarios trae consigo un elevado riesgo de
contaminaciones con otros virus, bacterias y microplasmas
procedentes del organismo donante. Este riesgo disminuye en gran
medida con el uso de lineas celulares establecidas. En este caso
ultimo caso, la contaminacion mas importante es la infeccion del
cultivo con el virus de BVD, que puede ir contaminando el suero fetal

bovino, utilizado en los cultivos como nutriente.
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Por tanto, es necesario realizar comprobaciones periddicas frente a
los distintos agentes contaminantes y principalmente frente a este
virus. Las células primarias de origen ovino o cultivos permanentes
gue contengan suero ovino como nutriente presentan el mismo

problema de contaminacién con el virus de BD.

La replicacion del virus en las diferentes lineas celulares no produce
efecto citopético en la célula infectada, con la excepcién de muy
reducido numero de cepas citopatopatogénicas, por lo que para su
deteccién ha de ser monitorizado por distintas técnicas serolégicas
de inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa. Weiland y col. 1992,

Ruggli y col. 1996., Van Rijn y col. 1997.
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[l MATERIALES Y METODOS

3.1.- LUGARLY FECHA DE EJECUCION

3.1.1. Lugar De Estudio. El trabajo se realiz6 en las
instalaciones de la Facultad de Medicina veterinaria y
Zootecnia, ubicada en el Sector Hijaya del Distrito Alto
Laran, Provincia Chincha, Capital Ica. Propiedad de la
Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica

3.2. UBICACION GEOGRAFICA DEL EXPERIMENTO

Latitud.......coooeii 12°25'34”
Longitud.........ccooviiiii 76°08°35”
Altitud. ... 97 msnm
Temperatura minima......................... 19.25 °C
Temperatura maxima........................ 26.95 °C
Humedad relativa min. Promedio....... 58.75%

Humedad relativa max. Promedio....... 93.25%

Euente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del

Perd SENAMHI-LIMA (2012).
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3.3.

3.4.

FECHA DE EJECUCION

El trabajo experimental tuvo una duracion de 8 semanas, donde se

NOVIEMBRE Y DICIEMBRE de 2017.

MATERIALES Y EQUIPO

Materiales fisicos:

Overol

Botas

Guantes

Tubos vacutainer 5 ml

Jeringas 10ml

Termo refrigerante

Algodon

Gradilla

Gel refrigerante

Etiquetas

Equipo para sujecion de animales

realizara la eleccion de las muestras, toma de muestra entre la semana a los

10 dias de vacunados y 4 semanas después, durante los meses de
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Camara fotografica

Termo refrigerante.

- Materiales guimicos:

Alcohol

- Materiales bioléqgicos:

Cerdos
Vacunas Cepa China Lapinizada
Vacunas muertas cultivada en células madres
- Materiales de laboratorio:
Pipetas de precision monocanal o multicanal apropiadas para distribuir
de 10-1000 ul.
Puntas de pipetas desechables.
Recipiente graduado de 500ml para la solucién de lavado.
Agua bio-estilada o agua de milli Q
Sistema de recogida del aspirado y del desinfectante.
Camara humeda y cubiertas de plastico o selladores de placas
Lector de micro placas provisto de filtro de 450nm o usando doble
longitud de onda, a 450nm y 650nm Vortex
Tubos para centrifuga o micro tubos
Termo registradores de ambiente
Crondémetro de laboratorio (Timer).

Basureros con identificacion de basura comun y de riesgo biolégico.
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Vasos de precipitaciéon de 50, 100 ml

Agitador de placas con temperatura y cronémetro regulable.

Refrigeradora de 0 °C a4 °C

Congelador de -20 °C

Termo registradores tipo Rogget con conexion USB
Magnetos para agitacion de diluciones.

Crioviales

Placas tapizadas con Antigeno CSFV

Control Positivo

Control negativo

Conjugado (anti-CSFV HRPO)

Diluyente de la Muestra

Substrato TMB n.°12

Solucién de Frenado n. °3

Solucién de Lavado Concentrada (10X)

- Materiales bioléqgicos:

Suero porcino

- Materiales de escritorio:

Hojas de campo

Papel
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Computadora

Calculadora

e USB

Cuadernos

3.5. TIPO DE INVESTIGACION
El presente trabajo consistié en una Investigacion experimental, cuantitativo,

cualitativo y prospectivo

3.6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.6.1. Proceso de fabricacion de lavacuna PPC adaptada a cultivo celular

- Adaptacion del virus en el cultivo celular

e Obtencion del virus: Se obtuvo la cepa China CSFV atenuada
certificada

e Inoculacioén viral en el cultivo celular

e Adaptacion del virus CSFV en el cultivo celular.

e Cuantificacién del virus de Cdlera Porcina presente en la vacuna
VACFAR-CP y una cepa comercial lapinizada, analizado por PCR en
tiempo real.

- Desarrollo de la vacuna VACFAR-CP en cultivo celular contra

Colera Porcino.
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Upstream

e Virus del Célera Porcino (Cepa china)

e Infeccion y adaptacion viral en células huésped: Se le coloca en una
linea celular susceptible al virus Cdlera Porcino. Se obtiene un virus
adaptado y atenuado por pasajes sucesivos (P1........ PN).

e Produccion celular masiva: Sistema Roller, para la produccion viral a
grande escala.

Downstream

e Cosecha de antigenos

e Concentracioén y purificacion viral

e Elaboracion de la vacuna liofolizada.

Control de calidad
Mediantes pruebas de:

e Inmunofluorescencia

e ELIPOST

e Citometria de flujo

e ELISA

e PCR entiempo real

3.6.2. Delos animales

Se usaron animales cruzados, del sexo macho, de aproximadamente 60
dias de edad, todos del sexo macho. Se formaron 2 grupos con 10 cerdos
cada uno; un grupo vacunado con VACFAR-CP con 2 ml., el otro grupo no

vacunado.
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3.6.3.

3.6.4.

3.6.5.

De la alimentacion

Los animales recibieron por diez dias alimento de inicio y luego recibieron
la racion de crecimiento hasta el final de la experiencia. Las raciones
fueron isocaldricas e isoproteicas. La alimentacion que recibieron fue ad
libitum. Para el control del consumo de alimento se pesaba diariamente la
racion a dar y en la tarde se pesaba el sobrante.

De latoma de temperatura.

La temperatura se tomaba diariamente para verificar algin problema
infeccioso que pueda alterar el trabajo y también se controlé después de
la vacuna al grupo con vacuna; asi mismo que controlo la temperatura
después de la infeccion con el virus del Colera Porcino, todo esto se
registro.

De la observacion de la morbilidad y mortalidad.

Después de la vacuna se registro posibles reacciones post vacunales y a

los lechones se controlé diariamente la presencia de alguna enfermedad.

Después de la vacunacién al grupo correspondiente se le registro la

morbilidad y mortalidad; lo mismo se hizo con el grupo control que no recibié

vacunacion.

3.6.6.

De lanecropsia de los animales.
Después del enfrentamiento con el virus del Célera Porcino y los animales
gue murieron se les realiz6 la necropsia, para observar los signos

compatibles con PCP.
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3.7. DISENO EXPERIMENTAL

- Tratamientos Experimentales

Tabla 1. De combinaciones o tratamientos del experimento

Totales
Tratamientos Observaciones
Yij Promedio
CONTROL Y1 Yo |, Y10
Vacuna PCP Y1 Yo |, Y10

3.8. VARIABLES EN ESTUDIO

Variables Independientes

Aplicacion de la vacuna contra Colera Porcino.

Variables Dependientes

Tabla 2: De combinaciones o tratamientos del experimento

Variables
Consumo de alimento

Morbilidad

Mortalidad

Analisis estadistico

Medicion
Expresado en kg

# Lechones total

= 100
# lechones enfermos *

# Lechones total

= x 100
# lechones muertos

El analisis estadistico para los datos paramétricos sumatoria promedio y desviaciéon

estandar; para los datos descriptivo se tomé en consideracion los promedios.
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IV. Resultados y discusion

4.1 Evaluacion de la eficacia de la vacuna contra la Peste Clasica Porcina

(PCP), avirus vivos adaptada en cultivo celular.

El experimento de campo se realizé con dos grupos de 10 cerdos, de 60 dias

de edad, vacunados con 2ml de la vacuna contra PCP y no vacunados. Fueron

desafiados a los 28 dias post-vacunal con cepa de virus de PCP virulento de

campo, y se midié la temperatura corporal 3 dias antes del estudio y 21 post

desafio. Se realiz6 aislamiento viral en cultivo celular a partir del pool de tejidos

linfoides de los animales sacrificados y muertos de los vacunados y no

vacunado y se confirmé por las pruebas de inmunofluorescenciay PCR atiempo

Real como se mostrara a continuacion.

4.2. Evaluacion de los parametros productivos de los cerdos vacunados y

no vacunados contra Colera Porcina

1.-Tabla de los parametros productivos de los cerdos vacunados contra Cdlera Porcina

EDAD | EDAD 'iﬁ\f’g CONSUMO | CONVERSION GAF',\'EASNS'A TIPO DE

DIAS | SEM kg) (Kg/SEM) | DE ALIMENTO DIARIA (kg) ALIMENTO
Vacunados 60 8 20.00 7.00 1.75 0.57
67 9 24.50 8.40 1.87 0.64
74 10| 29.00 9.10 2.02 0.57
77 11 33.50 10.15 2.26 0.64

81 12 38.50 11.20 2.24 0.57| Crecimiento 1
Desafio 88 13 43.50 12.25 2.45 0.71
95 14| 4850 13.30 2.66 0.57
102 15| 54.00 14.35 2.61 0.79
109 16| 60.00 15.75 2.63 0.57
Total 49 8| 40.00 101.50 2.275 0.627
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2.-Tabla de los pardmetros productivos de los cerdos no vacunados contra Célera Porcina

EDAD | EDAD T/IIE\?CC)) CONSUMO | CONVERSION GAIE?SNSIA TIPO DE
DIAS SEM (kg) (Kg/SEM) | DE ALIMENTO DIARIA (kg) ALIMENTO
Vacunados 60 8 20.00 7.10 1.78 0.57
67 9 24.50 8.45 1.88 0.64
74 10 29.00 9.20 2.04 0.57 CRECIMIENTO |
77 11 33.50 10.10 2.24 0.64
81 12 38.50 11.15 2.23 0.57
Desafio 88 13 32.10 8.00 -1.25 -0.91
Total 28 5 12.1 54.00 4.46 0.348

4.3 Temperatura corporal de los cerdos vacunados y no vacunados contra

el Colera Porcina (°C)

Tabla 3.- Temperatura corporal post desafio (° c) cerdos vacunados
Dias/Cerdos | 1 2 3 4 5 6 Sumatoria | promedio | D.S
1 39.2 | 385 |388 |389 |384 |39.1 |233.9 38.82 0.32
2 394 | 386 |385 |386 [39.2 |[38.7 |235.0 38.83 0.37
3 38.8 38.8 37.5 38.2 38.6 38.8 233.7 38.45 0.52
4 387 391 |386 |389 |389 |386 |236.3 38.72 0.25
5 39.1 393 38.2 39.2 38.6 38.7 238.1 38.85 0.42

Tabla 4.- Temperatura corporal post desafio (° ¢) cerdos no vacunados
1 2 3 4 5 6 Sumatoria | promedio | D.S
1 39.6 39.5 39.8 40.9 40.4 37.8 239.0 39.67 1.06
2 39.5 39.6 41.4 39.6 41.2 37.9 241.2 39.87 1.29
3 38.8 40.8 41.2 40.2 41.1 39.5 244.6 40.27 0.96
4 389 39.5 39.6 40.4 40.9 39.8 243.1 39.85 0.71
5 39.1 395 40.1 40.2 41.4 37.8 243.2 39.70 1.21
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4.4. Necropsia de los cerdos vacunados y no vacunados contra el Colera

Porcina

Figura 1.- Cerdos vacunado y no vacunados contra el Coélera Porcina

,"g -
- 7=

Figura 2.- cerdos mostrando signos clinicos de la enfermedad
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Figura 3.- Necropsia de los animales con signos de Cdlera Porcina. Se puede

observar hemorragia a nivel del pulmon higado, bazo e intestinos.

Figura 4.- Rifidn con petequias (Huevo de pava)
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Figura 5.- Ganglio inflamados y focos necréticos en las tonsilas

Figura 6.- Ganglios hepatogastricos hemorragicos y agrandados
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4.5. Test de inmunofluorescencia (IFl) para detectar la presencia del virus

contra Colera Porcino

IFl Positivo: Células fluorescentes IFl Negativo: Células rojas no
verdes Infectadas con el virus fluorescentes no Infectadas con
el virus del Célera Porcino

Figura 7.- test de inmunofluorescencia (IFI) para detectar la presencia del

virus contra célera porcino

El test de inmunofluorescencia (IFI) de la foto nos muestra los casos positivos a la
presencia del virus del Colera Porcina en cerdos no vacunados (microfotografia con
fluorescencia verde) y los negativos a la presencia del virus en los cerdos

vacunados (microfotografia con fluorescencia roja).
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4.6. Test de PCR en tiempo real para la deteccion del virus contra Célera

Porcina en cerdos vacunados y no vacunados

Figura 8.- visualizacion de RT-PCR convencional para la deteccién del gen E2
del Cdlera Porcina, generados en el termoreciclador Applled Biosystems en gel
de agarosa al 1.5%, M. Marcador de peso molecular; 1: Control positivo La foto
nos muestra la placa de gel agarosa del 2 al 8 positivo para el grupo control o
no vacunado, y del 9 al 14 de cerdos vacunados. Las bandas son muy claras y
sefialan la presencia de la proteina viral, por el contrario, en los vacunados no

aparece banda alguna de proteina viral infecciosa en los no vacunados.
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4.7. Determinacion de la eficacia inmunoldgica de la vacuna contra Célera

Porcina elaborado en tejido celular en los cerdos vacunados.

Titulo anticuerpos
(normalizados)

Vacunados

Figura 9.- Titulos de anticuerpos anti-Célera en los cerdos vacunados frente a los

no vacunados con una prueba de ELISA

La figura nos muestra la respuesta inmune post-vacunal de la vacuna contra Coélera
Porcina en cultivo celular en los cerdos vacunados frente a los no vacunados por

medicion del titulo de anticuerpos.
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4.8. Respuesta inmune celular inducida por la vacuna elaborado en cultivo

celular
Vacunados con
No vacunados VACFAR-CP¥®
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Figura 10.- Respuesta inmune celular inducida por la Vacuna contra Célera

Porcina elabora en cultivo celular.

La figura muestra los resultados comparativos del ELISPOT y la CITOMETRIA
DE FLUJO de la presencia y cantidad de células protectoras mononucleares de
sangre periférica (PBMC) producida 14 dias post-vacuna y cultivadas con
antigeno viral de Cdlera Porcina cultivada en tejido animal, este fue capaz de
estimular el incremento de linfocitos antigeno-especificos anti Colera Porcina,
mediante la secrecion de interferon ganma y gran proliferacién clonal de

linfocitos TCD8 (protectores)
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V. CONCLUSIONES

Los cerdos vacunados y desafiados no mostraron signos clinicos de la
enfermedad, ni reacciones adversas, ni lesiones. Los cerdos mantuvieron
una temperatura corporal entre 37,5°C y 39,3°C. Los cerdos mantuvieron el
apetito normal, y la conversiéon fue la adecuada con su edad y régimen
alimenticio.

Los cerdos control o no vacunados presentaron el cuadro tipico de la
enfermedad con lesiones cutaneas, debilidad, apatia, falta de apetito, signos
nerviosos, fiebre, conjuntivitis. La temperatura corporal varié6 de 37,8°C a
41,4°C. Todos los cerdos del grupo murieron de la enfermedad.

La prueba de Inmunofluorescencia (IFl) negativo a la presencia del virus en
los cerdos vacunados (microfotografia con fluorescencia roja)

Al test del de PCR en Tiempo Real, no apareen banda alguna de proteina
viral infecciosa en los vacunados, demostrando que no hay infeccién

La eficacia inmunoldgica de la vacuna contra el Célera Porcina en cultivo
celular queda demostrada cuando se realizé la medicion de titulos de
anticuerpos y la respuesta inmune celular inducida en los cerdos vacunados.
En los cerdos vacunados hubo una buena respuesta inmune celular inducida

por la vacuna contra Cdlera Porcina en cultivo celular
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VI. RECOMENDACIONES

Recomendar el uso de la vacuna contra el Célera Porcina para que se utilice
en el programa para la erradicacion contra Colera Porcina.

Concientizar a los profesionales que usen las nuevas tecnologias para la
elaboracion de nuevas vacunas para el control de enfermedades.

También concientizar a los porcicultores de estas nuevas tecnologias
mediante charlas de capacitacion.

Publicar este trabajo y hacerlo extensiva a la comunidad de criadores y

veterinarios dedicados a la porcicultura.
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