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a) INTRODUCCION: El diagnéstico serolégico contra la Fiebre
Porcina Cl&isica (FPC) es una herramienta Gtil para evaluar fallas
en la vacunacién, para evaluar animales con la enfermedad
subclinica (cerdos infectados) o© bien para utilizarla comc un
sistema de vigilancia epizootiolégica. Sin embargo hasta ahora,
no se cuenta con una técnica seroldgica gue permita diferenciar
en los cerdos los anticuerpos vacunales de los infectantes. En
un trabajo previo Mendoza y cols. (1992), encontraron diferencias
entre cepas de campo, vacunales y de referencia en cuanto a su
comportamiento durante su proliferacifn en lineas celulares y en
cultivos primarios de érganos linfoides, los resultados mostraron
gue existieron diferencias en patogenicidad. Con la pretencidn
de encontrar diferencias gque sean propias de las cepas de FPC,

ya sean de campo, vacunales o de referencia. Al virus de la
Fiebre Porcina Cl&sica se le han encontradoc tres proteinas
estructurales en la enveoltura viral, dos de ellas son

glicoproteinas (gp) y se denominan: Bl & gp 55 (55,000 daltones)
y B2 & gp 46 (46,000 daltones) y la tercera gque no esta
glicosilada fue denominada € & p 36 (36,000 daltones). Wensvoort
y colaboradores en Holanda (1989) purificaron la cepa Brescia de
FPC a partir de lisados de cultivos celulares infectados,
empleando un gradiente de glicerol al 30-0% / tartratoc de Na-K
al 0-55% y encontrd que la fraccién proteinica aislada a una
densidad boyante de 1.13 - 1.15 g/ml presentaba altos titulos
infectantes, mientras que en la fraccidén de 1.12 - 1.14 g/ml
presentaba alta afinidad en el ensayo de captura de antigeno
(ECA). Las siete fracciones individuales presentes en estos dos
"picos" se les realizé una electroforésis con un gel
poliacrilamida-5SDs. Las primeras tres fracciones que
pertenecieron a la fraccién de alta infectividad solo se
encontraron la gp 54 y la gp 51; mientras gue en las otras
fracciones con alta afinidad a el ECA y baja infectividad,
revelaron solo la gp 31.

b) OBJETIVO: Encontrar diferencias entre las cepas de campo,
vacunales y de referencia del virus de la Fiebre Porcina Clasica
mediante estudios de densidad boyante y espectroscopia en
ultravioleta.
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¢) MATERIAL Y METODOS:

Material bioldgico: Se utilizaron tres cepas vacunales: Cepa
Minnescta, Cepa PAV-1 y Cepa PAV-250; una Cepa de referencia: ALD
y dos cepas de campo: 89-126 y 39-55

Gradiente y Ultracentrifugacidn:

Las cepas se ultracentrifugaron a 35,000 g durante 1.5 hrs. en
una ultracentrifuga Beckman SW4l a 4 C. El gradiente gque se
utilizd fué de sacarosa de 70%, 50%, 30% 20%. (Purchio, A.F. y
cols., 1984).

Espectro en ultraviocleta: Se hizd un espectro de 200 a 320 nm,
en un espectrofotcmetrc de UV Beckman.

d) RESULTADOS: La Cepa Minnesota, presentd una densidad
boyante (DB) de 1.146 g/ml, el gradiente tuvo una correlaciédn (r)
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de 0.83 y el espectro en UV (EUV), reveld un pico de absorbancia -

a 245.06 nm y tres picos a 284 nm. La Cepa PAV-1l, presentd una
DB de 1.134 g/ml, su gradiente una r=0.945 y el espectro mostré
un pico de absorbancia a 242.54 nm y otro a 279.71 nm. La cepa
PAV-250 tuvo una DB de 1.124 g/ml, una r=0.985 y el espectro
reveld un pico a 246.20 nm y otro a 282.28 nm. En cuanto a la
cepa de referencia ALD, esta tuvo una DB de 1.184 g/ml, una
r=0.944 y el BE reveldé una "meseta" desde 255.28 nm a 298.57 nm,
un pico a 248 nm y otro a 279.14 nm. La cepa de campo 89-126 tuvo
DB de 1.116 g/ml, r=0.992 y el espectro mostrd dos picos, unoc a
236 nm y otro a 280.57 nm. La cepa 89-55 tuvo DB=1.112, r=0.986
¥ su Espectrc mostrd una "meseta" desde 264.28 nm a 293 57 nm,
dos picos bien definidos uno a 243.07 nm y otro a 280.57 nm Y dos
picos juntos a 239.42 nm. Los valores de densidad boyante y los
mdximos de absorbancia registrados en el espectro de ultravioleta
de las cepas estudiadas en este trabajo se muestran en el Cuadro

CUADRO 1.

T L S . S S S S T T T S S o S o T "

Cepa £ P r madximos de absorbancia en espectro
de Ultravicleta

Minnesota 8-9 1.146 0.83 245.06 y triple a 284.00 nm
PAV-1, 8=9 1.134 0.945 242.54 y 279.71 nm

PAV=-250 g-9 1.124 0.985 246.20 y 282.28 nm

ALD 3=4 o F22B4 0.944 248.00, 279.14 nm y 255.28 a
=10 298.57 nnm
B9-126 S=9"v NS 0.992 236.00 'y 280.57 nm
85-55 B=9 =15312 0.986 243.07, 280.57 y 264.28 a 298.5?'
10-11 nm, y dos picos juntos a 239.42
nm.

i ———— ———— . . S . . S S S S S S T T T N T . T T T . S . . S e S S S S 2 " P T

p= densidad boyante en g/ml de la fraccién
r= coeficiente de correlacidn del gradiente de sacarosa

e} DISCUSBION: La cepa Brescia purificada a partir de
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sobrenadantes de cultivos celulares infectados o de células
infectadas, en un gradiente de glicerol/tartrato de Na-K mostré
que la fraccidn de una densidad boyante de 1.13 - 1.15 g/ml
presentaba altos titulos infectantes, mientras que en la fraccién
de 1.12 - 1.14 g/ml presentaba alta afinidad en el ensayo de
captura de antigeno (ECA). Nosotros empleamos un gradiente de
sacarosa, determinamos la densidad bouyante y analizamos 1los
espectros de cada una de las cepas, Se obtuvieron 12 fracciones
de cada cepa donde se encontraron que las fracciones mas
importantes fueron 8 y 9, para las cepas vacunales Minnesota,
PAV-1, PAV-250, para las cepas de campo 89-55 y 8%-126, para la
cepa de referencia ALD las fracciones importantes fueron 3-4 y
9-10. Por otro lado la DB mostrd ligeras diferencias entre cepas
nosotros encontramos gque las cepas de campo mostraron una
Densidad Boyante de 1.114 %+ 0.002 g/ml; las cepas vacunales
mostraron una DB un poco mayor 1.135 + 0.011 g/ml, y la cepa de -
referencia ALD mostrd una DB mis elevada de 1.184 g/ml.

. Los espectros mostraron que todas las cepas presentan los
picos de absorbancia a 240 y 280 nm gque corresponden a las
absorbancias de los aminoacidos aromiticos de las proteinas y los
dcidos nucléicos respectivamente. Las cepas ALD y la 89-55
presentaron otros méximos de absorbancia.

En cuanto al andlisis, Wensvoort y cols., (1989) encontraron
siete fracciones individuales presentes en estos dos "picos" y
les realizd una electroforésis con un gel de poliacrilamida-sSDS;
las primeras tres fracciones que pertenecieron al pico de alta
infectividad solo encontraron la gp54 y la gp51; mientras que
en las otras fracciones con altas seflales (afinidad) del ECA y
baja infectividad, revelaron solo la gp3l. Actualmente, nosotros
estamos en esta etapa, para realizar inmunotransferencias con
sueros de animales vacunados, infectados y vacunados/ infectados.
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