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Durante los ultimos veinticinco afios, y en forma coincidente con el aumento progresivo en la aplicacion de
técnicas intensivas de produccion porcina, la Enfermedad de Aujeszky (EA, tambien llamada Seudorabia)
se transform6 en una de las mas importantes causas de pérdidas econémicas para los productores
porcinos en todo el mundo. La EA es causada por un herpesvirus, y afecta a los planteles ocasionando
pérdidas reproductivas en hembras gestantes, asi como tambien debilitamiento, incoordinacion,
convulsiones y muerte stbita de los lechones. La mortalidad atribuida a la EA cuando afecta a los planteles
de engorde y terminacién es menor que cuando afecta a lechones. Es precisamente en el engorde en
donde es comun observar sintomas respiratorios de EA, aunque en ese segmento de la produccion la EA
también puede presentarse con sintomas nerviosos, inapetencia, vomitos, depresion y fiebre. Como es el
caso en todos los herpesvirus, una caracteristica fundamental del virus de la EA es el desarrollo de fases
latentes de la enfermedad. El virus de la EA se puede perpetuar en hatos en forma permanente debido a la
capacidad de este agente para causar ciclos intermitentes de latencia y reactivacion en el hospedador
porcino, lo cual puede resultar en excresién de virus EA infeccioso y transmisién a otros animales
susceptibles ( figura 1)

Erradicacion de la Enfermedad de Aujeszky

La erradicacion de la EA es un objetivo que figura en los planes sanitarios de muchos paises del mundo. En
los Estados Unidos, la campafia de erradicacion comenzo6 en al afio 1989. El objetivo fundamental de la
campana de Aujeszky en Estados Unidos centro, desde su esbozo inicial, en la completa erradicacién del
virus de los planteles porcinos hacia fines del afio 2000. Si bien esa fecha « target » se ha extendido hasta
la actualidad, la camparia de erraduicacion en los Estados Unidos esta muy avanzada, y es de esperar que
para el mes de dicimbre del 2003. todos los estdaos que confroman EEUU esten con estadio V de
erradicacion (estadio V= Libre de PRV). Eso incluye el Estadode lowa. Los standards y pautas normativas
de esta campana fueron convalidados por el gobiermno federal pero realmente implementados por el
gobierno de cada uno de los estados en forma independiente. See cree que durante el relevamiento inicial
e implementacion de la camparia de erradicacion de Aujeszky en los Estados Unidos la cifra de granjas
cuarentenadas por poseer EA habria alcanzado el orden de las decenas de miles. No obstante, en este
momento ( Mayo de 2003) no hay granjas cuarentendas con EA en todo el territorio nacional.. Tal cifra
habla a las claras del significativo progreso que la campana ha experimentado en los Estados Unidos. Si
bien es cierto . A su vez, los 15 paises miembros de la Comunidad Europea ya tienen en vigencia algun
programa de control y erradicacion de EA. Inglaterra y Dinamarca estan clasificados como “paises libres de
EA" desde el afio 1992, Finlandia lo esta desde el afio 1994 y Suecia ha pasado recientemente a ser el
primer pais europeo que erradicd la EA mediante el uso de vacunas diferenciales acopladas a estrategias
de test y remocion de los animales infectados. Tanto en los Estados Unidos como en Europa la infeccién
por virus de la EA tiene una alta prevalencia en las poblaciones de cerdos silvestres. No obstante, se
acepta que si se mantiene una separacién adecuada de los canales de comercializacién y faena para
cerdos silvestres y domésticos se puede perfectamente prevenir el riesgo de fransmision de infeccion de
cerdos silvestres a domésticos.

Los adelantos biotecnolégicos han resultado de fundamental importancia para la efectividad de la campana
nacional contra la EA, en especial en lo que hace a metodos de diagnéstico y al desarrollo de vacunas
diferenciales.

Metodos Diagnosticos para la EA

La fase aguda de la EA esta caracterizada por la replicacion de virus de EA en las mucosas que sirven
como puerta de entrada a la infeccion y en los diferentes érganos "target” a los cuales el virus se disemina.
En este caso el método diagnéstico de eleccion ha sido siempre el aislamiento de virus infeccioso en
cultivos celulares o la deteccion directa de antigenos virales en los tejidos afectados. Por el contrario, en un
animal convalesciente de a EA gue ha sobrevivido a una infeccién aguda con este Virus, los parametros
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anteriores ya no se aplican, ya que el virus de EA ha de persistir en el animal convalesciente en estado de
latencia, lo cual significa un estado durmiente en el que el virus no se expresa y durante el cual es
imposible detectar el virus por técnicas comunes de aislamiento viral a partir de homogeneizados de tejidos
(figura 1).

En el caso de animales infectados en forma latente, tal vez la deteccion de anticuerpos especificos contra
el virus de EA sea el indicador mas fidedigno de infeccion. Si bien es cierto que se han descrito ciertos
casos raros en los que animales infectados en forma latente no poseerian anticuerpos especificos del virus
detectables, la serologia es efectiva en la gran mayoria de animales infectados en forma latente(figura 1).

En la tabla 1 se enumeran las pruebas serologicas para EA que se han desarrollado durante la ultima
década. Por muchos afos, la prueba de virus-suero neutralizacion (SN) ha constituido el estandard por
excelencia para el diagnostico serologico de EA por muchos afios. Si bien es cierto que la SN es la mas
especifica de las pruebas serologicas para el virus de EA, es tambien la menos sensible de las pruebas
serolégicas oficiales actualmente usadas en los Estados Unidos. Otras pruebas tales como la aglutinacion
de latex ( tanto en los formatos manual o automatizado), la ELISA y el PCFIA (“Particle Concentration
Fluorescence Immuno-Assay’) son mas sensibles que la SN. Al mismo tiempo, estas otras pruebas
producen resultados de menor especificidad que la SN, lo que se traduce en una mayor incidencia de
reacciones “falso positivo”. La prueba PCFIA es un inmuno-ensayo de fluorescencia que se basa en la
utilizacion de una fase solida representada por esferas de poliestireno sobre las cuales hay adsorbidos
antigenos del virus de EA. La reaccion de PCFIA usa un conjugado compuesto de anticuerpos
monoclonales contra virus de EA marcados con fluoresceina. La ELISA y el PCFIA son las dos unicas
pruebas serolégicas para virus de EA que se producen en un formato diferencial ( definicion de test
diferencial: una prueba que permite distinguir entre anticuerpos conferidos por vacunaciéon o por infeccion
natural) que es especifico para anticuerpos contra la glucoproteina gE ( antiguamente denominada gl). Por
lo tanto las dos pruebas ( ELISA y PCFIA) son las dos Unicas que son compatibles con los planes de
erradicacion de EA basados en el uso de vacunas “marcador”.

Recientemente, a través del uso de la PCR ( reaccion de la polimerasa en cadena) se ha hecho posible
determinar, con gran sensibilidad, el estatus preciso de infeccion de un animal en particular, lo cual ha
hecho posible responder al problema creado por los reactores positivos Gnicos ( “Single reactors”). Los
reactores positivos (nicos son un tipico dilema epidemiolégico que se crea toda vez que se incrementa el
numero de reacciones serologicas para EA que se llevan a cabo en una region o establecimiento. Se
entiende por reactor positivo Unico (SR. Single reactor) la presencia de un Unico ( o unos muy pocos)
animal(es) positivo(s) en un plantel o granja que por todos los otros parametros era de esperar que fuese
un establecimiento negativo para infecciéon por virus de EA (1). Nuestro laboratorio en la Universidad de
Nebraska sirve como uno de los centros nacionales de referencia por PCR para casos de “single reactors”
(SR). A lo largo de mas de 11 afos de proveer este servicio de PCR en nuestro laboratorio, hemos
confirmado que la gran mayoria de los casos de SR se tratan de reacciones serolégicas de falsos postivos.
La PCR también ha posibilitado la cuantificaciéon de la carga ( tenor) de virus de EA que esté infectando en
forma latente los tejidos de un animal. Tal propiedad ha resultado de gran valor para medir y comparar la
capacidad de las vacunas de EA para proteger contra la enfermedad (4).

Vacunas contra EA

El uso de vacunas contra EA ha sido siempre visto en forma favorable por los productores, debido a la
excelente relacion costo-beneficio de estos productos cuando se trata de prevenir las pérdidas clinicas
ocasionadas por la enfermedad. Este ha sido precisamente el caso para las vacunas a virus vivo (vacunas
atenuadas), porque este tipo de vacunas son mas potentes, desde el punto de vista inmunogénico, que las
vacunas inactivadas. La tendencia historica a usar inmunizacion contra la EA comienza con el uso de
infeccion planificada(tabla 2) , método primitivo y riesgoso basado en el uso de cepas de campo que busca
la seroconversion masiva del hato en un momento en que se presenten minimos efectos clinicas sobre la
poblacién. Posteriormente se avanzo6 con el uso de vacunas inactivadas, seguido de vacunas atenuadas
por metodos clasicos y finalmente por vacunas obtenidas por ingenieria genética. A lo largo de todos estos
afios se propicid el uso de diferentes tipos de vacunas. Cada una de ellas presenta sus ventajas y

desventajas, y cada una de estos tipos de vacunas cumplié una funcion en un periodo especifico de las
camparfias contra la EA.( tabla 2)
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Vacunas de EA inactivadas:

Pocas son las ventajas que se puedan citar en relacion a este tipo de vacunas contra EA. Como puntos
positivos se puede mencionar que las vacunas a virus muerto producian un titulo serolégico de vacunaciéon
mas bajo que las vacunas vivas. Tal caracteristica, en las epocas previas al uso de ensayos diagnosticos
marcadores, permitia que el hato se tornara seronegativa para EAV ( y asi liberarse de una penalizacion
regulatoria) en forma mas rapida. Si bien se consideré a las vacunas de EA a virus nuerto como mas
seguras que las vivas, tal calificacion era relativa al tipo de inactivante que se usara y al control de
inactivacion llevado a cabo por el fabricante. No era infrequente la ocurrencia de accidentes de infeccion de
hatos por deficiente inactivacién de la cepas viruilentas usadas para confeccionar la vacuna muerta.
Ademas de este punto, las dos principales desventajas de este tipo de vacunas eran su pobre eficacia y su
alto costo de fabricacion.

Vacunas Atenuadas ( a Virus Vivo Modificado)

Realmente el avance de las campanias de control y erradicacion de la EA fue impulsado por la adopcién de
cepas vacunales atenuadas. En el caso especial del virus de Aujeszky las cepas vacunales atenuadas
fueron tradicionalmente muy seguras y eficaces, sin evidencia alguna de reversion a virulencia o pérdida de
la eficacia inmunolégica por mutaciones del virus de campo. Ademas de lo dicho, las principales ventajas
ofrecidas por las vacunas de EA a virus vivo serian: 1) su duracion de inmunidad francamente superior a la
vacuna inactivada, 2) su capacidad de producir una inmunidad semejante al virus de campo salvaje, 3) su
capacidad de detener los sintomas clinicos de un brote en forma rapida, y 4) su eficiencia desde el punto
de vista econémico. Las desventajas o puntos de cautela en relacién a las vacunas a virus vivo serian: 1)
posibiliad de blogqueo de la eficacia en animales jovenes por interferaencia ocasionada por inmunidad
pasiva calostral, 2) la necesidad de mayores controles de la cepa semilla de fabricacion para evitar la
diseminacion de contaminantes adventicios, y 3) la virulencia residual para especies animales diferentes del
porcino.

Vacunas con «Marcador» y Geneticamente Modificadas por Ingenieria Genética:

No obstante las ventajas mencionadas anteriormente, antes de la aparicion de vacunas diferenciales, el
uso de vacunas atenuadas representaba también un cierto retraso u obstaculo para un productor que
estuviera interesado en llevar a cabo un plan de erradicacion, debido a la imposibilidad de diferenciar los
anticuerpos producidos por vacunaciéon de aguellos causados por infecciéon natural. Es asi gue el concepto
de vacunacion contra EA se volvié compatible con el de erradicacién de infeccion tan solo después de la
aparicion de vacunas diferenciales “marcador’. Estas nuevas vacunas contra EA son disefiadas o
seleccionadas con una supresién o eliminacion de ciertos genes de sus genomas. Como consecuencia de
esta supresién o eliminacion de un gen , estas cepas vacunales no tienen la capacidad de producir la
proteina codificada por este gen y en consecuencia la proteina no es presentada al sistema inmune del
animal vacunado. Por lo tanto, si existen anticuerpos especificos contra la proteina “marcadora” en el suero
del animal es porgue el animal ha sido infectado con virus de campo ( también llamado virus tipo salvaje) el
cual efectivamente contiene la proteina en cuestion. Para que sean completamente eficaces, estas vacunas
‘marcador” deben ser usadas con kits de diagnéstico complementarios que detectan anticuerpos
especificos para la proteina usada como antigeno marcador (5). Ademas de poseer, gracias a las técnicas
de ingenieria genética, la capacidad de aplicar diferentes marcadores serolégicos ( gE, gC, y gG) algunas
de estas vacunas también carecen de genes importantes para la virulencia del virus ( por ejemplo: el gen
de la timidina-quinasa, TK) lo cual facilita una completa atenuacion de estas cepas vacunales (3).

Tal vez el requisito mas importante para el uso exitoso de una vacuna de EA con capacidad de “marcador”
consiste en que la proteina que se selecciona para ser usada como marcador sea expresada por la
totalidad de las cepas virulentas de campo del virus de la EA y que en consecuencia, en todos los casos
de infeccion natural, las cepas de campo evoguen una respuesta serolégica vigorosa contra el antigeno
marcador. Es esencial entonces que la respuesta seroldgica producida por el antigeno m_arcador
reproduzca en intensidad y persistencia temporal la respuesta inducida por el virus infeccioso propiamente
dicho (figura 2). De entre todas las proteinas del virus de EA que se han propuesto como marcadores
serolégicos para diagnéstico diferencial la gE ha sido la méas estudiada. Se sabe que la gE es expresada
por todas las cepas de campo de virus EA que se analizaron en Europa y en los Estados Unidos. Por lo
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tanto, las vacunas carentes de proteinas gE son las vacunas mas comunmente usadas para vacunacion
diferencial contra EA. Tanto en los Estados Unidos como en la Comunidad Europea las vacunas carentes
de gE son las (nicas aceptadas para ser usadas en programas de erradicacion. Con la Unica excepcion de
Japon ( donde mas de un tipo de marcador puede ser usado por diferentes prefecturas) el resto de la
comunidad mundial tiende a favorecer el uso exclusivo de vacunas carentes de gE.

El uso de vacunas recombinantes que se tratan de cepas vivas atenuadas de virus de EA llevé a algunos
investigadores a proponer la posibilidad teorica de que pueda ocurrir una recombinacién genética entre
vacunas recombinantes carentes de diferentes genes y por lo tanto complementarias entre si. De tal
recombinacion entre vacunas complementarias entre si se podrian obtener, segun esta logoca, nuevas
variantes que rescatasen el tipo salvaje virulento del virus de EA original. Se sugiri6, ademés, que por
recombinacion entre estas vacunas recombinantes( « marcador-negativas ») con virus salvaje de campo se
podrian teoricamente obtener nuevas cepas virulentas que aln asi carecerian de la proteina « marcador » y
por lo tanto escaparian a la deteccion serologica. La primera posibilidad fue debidamente neutralizada a
través del uso precautorio de un solo tipo de marcador serolégico en una regién o pais, evitando asi el
posible uso simultaneo de dos diferentes tipos de marcadores en un mismo animal o granja, y la posible
regeneracion de tipo salvaje. Con respecto a la segunda posibilidad, la cual es valida al menos desde el
punto de vista tedrico, todas las evidencias acumuladas a traves de diversos estudios niegan su
significacién. Las vacunas carentes de gE ( “gE-negativas”) han sido usadas por méas de 25 afios en Europa
y en USA. Durante tan largo tiempo nunca se ha detectado o reportado la existencia de una cepa de campo
que carezca de la proteina gE. Estas observaciones sugieren que la chance de generacion de una cepa
virulenta que sea al mismo tiempo gE negativa es muy baja . Al mismo tiempo estos datos retrospectivos
también reafirman el hecho de que la gE es una proteina esencial para la sobrevivencia del virus EA en la
naturaleza (es decir en el animal hospedador) , aunque la proteina pueda ser obviable para la multiplicacion
del virus en cultivos celulares durante la elaboracion de la vacuna (3).

Vacunas y Latencia del Virus de EA

Si bien se ha aceptado tradicionalmente que las vacunas de EA no protejen contra la infeccion latente,
datos de invetsigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio indican que la administracion de cepas
vacunales atenuadas por via intranasal minimiza o suprime completamente la carga de virus latente en los
tejidos de los animales vacunados y posteriormente infectados con virus virulento (4). Eso seria una razon
adicional para el uso dela vacuna por via intransal, metodo triadicionalmente usado para conferir una
inmunidad mas duradera en el animal joven.

Nuevas tendencias en el area de investigaciones sobre el virus de la EA

El virus de la EA continua atrayendo la atencién de muchos investigadores alrededor del mundo. Este virus
es muchas veces usado como modelo de verificacion de nuevos conceptos de tecnologia de punta.{ por
ejo. vacunas a ADN ) En resumen, si bien es cierto que el exito de las campaiias actuales para la
erradicacion del virus de EA demuestra que ya estan disponibles las herramientas para una erradicacion
efectiva de la enfermedad, es de esperar que las significacion economica del virus de EA determine que
este virus continue siendo el centro de atraccién del interés de muchos investigadores por muchos afios
mas
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.
Tenor de Anticuerpos contra el Virus EA
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INICIO DE INFECCION REACTIVACIONES
CON VIRUS DE EA

- Periodos en que se puede aislar el Virus de EA o detectar sus antigenos en tejidos

- Periodo en que se puede detectar el ADN del Virus de EA ( por PCR)

Figura 1 : Dinamica de la infeccién por virus de EA, mostrando la secuencia temporal de
aparicion de anticuerpos, periodo de deteccion de antigeno viral, acidos nucleicos y virus
infeccioso, a lo largo de fases aguda y latente de infeccién (PRV: Virus de EA o
Seudorabia).

FASE

INFECCION

AGUDA FASE DE INFECCION LATENTE

- > - SRS S -

TENOR DE ANTICUERPOS

CONTRA EL VIRUS " TENOR DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA
COMFLETO / LA PROTEINA VIRAL USADA COMO "MARCADOR”
]

Umbral de deteccién de la prueba de ELISA

A Reactivaciones’

Infeccion con
Virus de EA

Figura'2: Ftespuesta serologica ideal a una proteina escogida como marcador serol6gico
para diagnéstico diferencial de EA. La glucoproteina ( por ejo: gE) debe inducir una
respuesta inmune vigorosa y permanente en aquellos animales infectados por virus de
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campo. El objetivo es que, cuando el suero de este animal se ensaye por una prueba
serolégica diferencial que use el antigeno gE , el animal presente una reactividad
serolégica positiva ( “infectado con cepa de campo de virus de EA”) en cualquier punto
durante el total periodo de infeccion.

Posibilidad de Deteccion de Aptitud para Diponible en
Optima Optima ser Usado como Estadio Precoz Procesar Formato
Sensibilidad Especificidad Prucba Rapida de la Gran Numero de Test
“de Campo™ Infeccion de M o Difi ial
T
SN J
ELISA |
4 ' Y 4 4
AGLUTINACION DE
LATEX (MANUAL), J 4 4 '
1
AGLDE LATEX
(AUTOMATICA) J J J
e / 7 /|
I - 1 - — —_— ——

Tabla 1: Caracteristicas fundamentales de los tests serolgicos para la Enfermedad de
Aujeszky
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(1) ELISAs para deteccion de IgM contra el virus de EA : Rodak et al. Vet Microbiol 13:
121- 133, 1987; McCaw et al. J Clin Microbiol 1992 30:346-350

Fase Tipo de Vacuna Metodo de inmunizacion

1 Covcencional
Infeccion Planificada
¥
Vacuna a Virus Muerto, uso IM
$
Vacunas Atenuadas, uso IM o SC
d

Vacunas Atenuada Usada por Via
Intranasal

2 Con Tecnologia Agregada Vacunas a Subunidad
{
Eliminacion (Delecion) de una
Proteina Viral como base de Test
Diagnostico « Marcador »

"

Atenuacion Molecular

3 Aun Experimental Vacuna a ADN ( Geneticas)

Tabla 2: Secuencia Cronologica de Progreso en el Uso de Productos para Immunizar
Contra la

EA
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