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Analisis del titulo de anticuerpos en cerdas vacunadas contra
peste porcina clasica a cuatro edades de gestacion

Analysis of the antibody titre in sows vaccinated against classical swine fever at
four gestation ages

Jacqueline Alejandra Noboa Velastegui'®, Alfredo Javier Acosta Batallas’, Maria
Augusta Chavez Larrea®, Rodolfo Fernandez-Gomez*S, Ivan Patricio Yanez Ortiz*

RESUMEN

En el presente estudio se evaluo la respuesta inmune adquirida por vacunacion
contra la peste porcina clasica (PPC) en cerdas a cuatro edades distintas de gestacion
(70, 75, 80 y 90 dias) empleando la vacuna Pest-Vac® (Pfizer). Se tomaron muestras de
sangre 24 horas previas a la vacunacion y 72 horas después del parto. Se determind el
nivel de anticuerpos mediante ELISA de bloqueo. No se encontré diferencia significativa
entre los titulos de anticuerpos generados por la vacunacion segun la edad de gestacion
ni tampoco entre las muestras prevacunales y del posparto. Sin embargo, el efecto del
numero de parto, utilizado como covariable, presenté diferencia significativa (p<0.05) en
el titulo de anticuerpos contra PPC.

Palabras clave: peste porcina clasica; virus de la peste porcina clasica; ELISA de blo-
queo; Ecuador

ABSTRACT

The immune response acquired by vaccination against classical swine fever (CSF) in
sows at four gestational ages (70, 75, 80 and 90 days) was evaluated using the Pest-Vac®
vaccine (Pfizer). Blood samples were taken 24 hours before vaccination and 72 hours
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after parturition. The level of antibodies was determined by blocking ELISA. No significant
difference was found between the antibody titres generated by the vaccination according
to gestational age nor between the pre-vaccination and post-partum samples. However,
the effect of the number of parturitions, used as a covariate, presented a significant
difference (p<0.05) in the antibody titres against PPC.

Key words: classical swine fever; classical swine fever virus; blocking ELISA; Ecuador

INTRODUCCION

La peste porcina clasica (PPC), tam-
bién conocida como coélera porcino o fiebre
porcina clésica, es una epizootia de origen
viral (VPPC). El virus pertenece a la familia
Flaviviridae, género Pestivirus (Simmonds et
al., 2017), los cuales infectan a cerdos y ru-
miantes, incluidos bovinos, ovinos, caprinos y
rumiantes silvestres. Se transmiten a través
del contacto con fluidos corporales y las in-
fecciones pueden ser subclinicas o causar
enfermedades entéricas, caracterizado por
originar lesiones de caracter hemorragico y
de curso habitualmente fatal en las formas
agudas, afectando a animales de todas las
edades. La mortalidad y la morbilidad en la
PPC suelen ser elevadas, siendo esta virosis
considerada como una de las enfermedades
porcinas de mayor relevancia a nivel mundial
y de considerable impacto econdémico. La
PPC es una enfermedad de declaracion obli-
gatoria ante la Organizacion Mundial de Sa-
nidad Animal (OIE, 2009; Spickler, 2009;
Blome et al., 2017).

Existen 16 marcadores tinicos que co-
rresponden a las once cepas del VPPC:
Alfort187, Alfort Tubingen, Brescia, CAP,
Glentorf, ALD, GPE, Chinese, C-strain,
Riems, P97 (Zaberezhny et al., 1999). De
estos, dos marcadores estan en todas las ce-
pas del VPPC, excepto en la cepa vacunal
denominada CS, que es derivada de una cepa
vacunal LK parental que ha sido atenuada
por una serie de pasajes y clonacion (Risatti
etal.,2005). En el presente estudio se utilizo
la vacuna Pest-Vac® (Pfizer), que corres-
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ponde a la cepa China, la cual se ha atenua-
do mediante pasajes sucesivos en células
porcinas, a diferencia de otras vacunas, que
son pasadas por células de otra especie.

En el caso del Ecuador, la PPC fue no-
tificada por primera vez en la década de los
40, y desde entonces ha ocasionado grandes
pérdidas a la porcicultura nacional por su ele-
vado indice de morbimortalidad, que va entre
el 40 y 60%, especialmente en las regiones
de la sierra y la costa, y con menor propor-
ciéon en la amazonia (AGROCALIDAD,
2012). A pesar de este problema, no se ha-
bian realizado estudios hasta el afio 2013 para
determinar la cepa circulante en el pais, ni la
respuesta inmune o la valoracion de vacunas
utilizadas para PPC. Actualmente, el Ecua-
dor al igual que otros paises, necesita apo-
yarse en la vacunacion para erradicar la PPC,
siguiendo las directrices para reconocimien-
to oficial emitidas en el Codigo Sanitario para
los Animales Terrestres (OIE, 2013).

Con herramientas de biologia molecular
se ha podido detectar la diversidad de cepas
del VPPC (Lu et al., 2017); sin embargo, el
ELISA seria la prueba de oro (gold stan-
dard) para un proceso de diagnostico y ana-
lisis de gran numero de muestras. En el caso
de la PPC, la OIE recomienda el ELISA
como técnica de diagndstico, no solo por su
sensibilidad y especificidad, sino por ser de
facil adquisicion, sencillez en su protocolo, fa-
cilidad de interpretacion de resultados y por
el gran nimero de muestras que se requiere
analizar (OIE, 2009). El ELISA de bloqueo
permite detectar anticuerpos contra el VPPC,
pues los anticuerpos presentes en la muestra
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bloquean la union de la peroxidasa que esta
conjugada a anticuerpos monoclonales espe-
cificos, provocando una disminucioén o aumen-
to de coloracion, dependiendo del titulo de
anticuerpos contra el VPPC en animales in-
fectados o no, respectivamente.

En tal sentido, el proposito de esta in-
vestigacion fue generar informacion que sir-
va de base al Programa Nacional de Erradi-
cacion de Peste Porcina Clasica que lleva a
cabo la Agencia de Regulacion y Control Fito
y Zoosanitario — AGROCALIDAD. El de-
sarrollo y aplicacion de protocolos y procedi-
mientos estandarizados de vacunacion y con-
trol, tanto a nivel regional como nacional, son
procesos que mejoran la vigilancia sanitaria
de la PPC.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue realizado en la granja
porcina «El Quinchey, ubicada en la provin-
cia de Pichincha, cantén Quito, parroquia El
Quinche (Ecuador). Se utilizaron 36 cerdas
Landrace x Yorkshire en gestacion y
clinicamente sanas. Las cerdas fueron distri-
buidas en forma aleatoria en 4 tratamientos
de 9 repeticiones cada uno, de acuerdo con
la época de vacunacion contra PPC en el
periodo de gestacion: 70, 75, 80 y 90 dias
(Cuadro 1). Las cerdas en gestacion no fue-
ron homogenizadas por el nimero de par-
to, ya que se dio relevancia al nimero dispo-
nible de animales para cada tratamiento se-
gln el calendario de la granja, que vacuna-
ban usualmente a los 70 o 75 dias de gesta-
cion. La variable analizada fue el titulo de
anticuerpos presente en las muestras de san-
gre a las 24 horas previas a la vacunacion
(prevacunal) y a las 72 horas del parto. Las
muestras fueron tomadas de la vena yugular,
en tubos con EDTA, trasladadas en cadena
de frio hasta el laboratorio y almacenadas a
una temperatura de 2-4 °C. El analisis se rea-
liz6 con suero sanguineo una vez que las
muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm
por 5 minutos.
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Cuadro 1. Distribucion de los tratamientos
(n=9/tratamiento) para analizar los titulos
de anticuerpos vacunales medidos 24 horas
previas a la vacunacion y 72 horas después
del parto

Vacunacién Promedio de
(dias de partos/cerda
gestacion)
70 2.55
75 3.44
80 2.66
90 3.77

Los titulos de anticuerpos presentes en
las muestras de suero sanguineo se midieron
con la prueba ELISA de bloqueo (CSFV Ab
Test, IDEXX®), que permite detectar la pre-
sencia de IgG contra el VPPC cepa China.
El kit emplea anticuerpos monoclonales es-
pecificos contra el VPPC y el resultado se
indica por el desarrollo de color. Se emplea-
ron controles positivos y negativos por dupli-
cado para validar el ensayo. La densidad op-
tica (DO) se midi6 a una longitud de onda de
450 nm. Las muestras positivas dan un por-
centaje de bloqueo >40% y las negativas
<30%; en tanto que se considera como sos-
pechosa la muestra con valores intermedios.
El porcentaje de bloqueo se calculd mediante
la siguiente formula (IDEXX®, 2013): % blo-
queo = ((uCN A, -Muestra A, )/uCN
A,,)*100, donde uCN A = promedio de la
densidad optica de los controles negativos
leida a 450 nm de longitud de onda.

Los datos se analizaron mediante un
analisis de covarianza, utilizando un disefio
completamente al azar con medidas repeti-
das. La unidad experimental estuvo consti-
tuida por una cerda gestante, donde los fac-
tores en estudio fueron la época de vacuna-
cion durante la gestacion y el periodo de toma
de muestra, utilizando como covariable el
numero de parto de las cerdas. El modelo
estadistico fue Y, =m+T +M +P +
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Cuadro 2. Titulo de anticuerpos vacunales frente al VPPC generados por la vacuna Pest-
Vac® aplicada en cuatro edades de gestacion y medidos 24 horas previas a la
vacunacion y 72 horas después del parto

% Bloqueo Contraste (pre-

Tratamiento' p 5 vacunal vs.
revacunal DE Posparto DE posparto)
V70 69.32° 23.32 73.39° 18.01 NS*
V75 70.60° 32.80 77.76° 21.41 NS
V80 59.26* 20.99 52.97 21.05 NS
V90 75.66 13.92 63.93° 18.08 NS
SEM? 7.73 7.02

Letras distintas indican diferencia significativa (p<0.05)
1V70; V75, V80 y V90: Vacunacion a los 70, 75, 80 y 90 dias de gestacidn; V75 = testigo

2 DE = Desviacién estandar
3 SEM = Error estandar de la media
4NS: No significativo

(TP), + yX, + e, donde Y = titulo de
. \ ijk . ijk
anticuerpos, m = media general, T = trata-
mientos, ij = efecto aleatorio de la madre,
P, = periodo de toma de muestra, (TP), =
interaccion del tratamiento con el periodo de
toma de muestra, VX, = coeficiente de
covarianza, y e, = error aleatorio.

Los datos obtenidos durante el proceso
experimental fueron analizados utilizando el
procedimiento de Modelos Lineales Mixtos
(MIXED) del paquete estadistico SAS (SAS,
2015). Los rangos de significacion fueron
establecidos mediante la prueba de Tukey al
5% para determinar las diferencias estadis-
ticas en las diferentes épocas de vacunacion
durante la gestacion y en los periodos de toma
de muestras, asi como en su interaccion. Las
medias se ajustaron por minimos cuadrados.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontr6 diferencias significati-
vas (p>0.05) entre los porcentajes de bloqueo
de los anticuerpos contra PPC en cerdas
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vacunadas en cuatro edades de gestacion, tan-
to en el muestreo prevacunal como en el
muestreo a las 72 horas posparto (Cuadro
2). Este resultado da a entender que una vez
que las cerdas han sido vacunadas por reite-
radas ocasiones o dentro de estos dias de ges-
tacion (70 a 90 dias) no presentan respuestas
inmunoldgicas diferentes frente a la vacuna.
Qiu et al. (2006) mencionan que una sola
aplicacion de la vacuna en algunos animales
es suficiente para dar inmunidad de por vida;
por lo tanto, si las cerdas de este estudio ya
han sido previamente inmunizadas y
revacunadas en cada gestacion, no se garan-
tiza que haya un incremento de anticuerpos
en cada nueva aplicacion de la vacuna.

Es posible que esta respuesta de por
vida en una sola aplicacion se deba al tipo de
vacuna que se esta empleando. Suradhat et
al.(2007) indican que la vacuna con virus vivo
atenuado de cepa China es una de las vacunas
que mayor proteccion clinica y virica propor-
ciona. De igual forma, Mufoz-Gonzalez et al.
(2015) indican que la vacuna persiste y se re-
plica en las tonsilas de los animales por 30 dias.
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En una investigacion realizada por Baez
et al. (1995), cerdas sin historia previa de
vacunacion contra el VPCC, fueron vacuna-
das a los 30, 60 y 90 dias de gestacion, sin
que se encontrase diferencia estadistica en
los titulos de anticuerpos vacunales entre es-
tos grupos.

No se conoce el numero de revacuna-
ciones necesarias o el limite para crear una
inmunidad permanente. Iuminova et al.
(2002), evaluando la vacunacion contra el vi-
rus de la parotiditis (paperas), encontraron
que el nivel de anticuerpos luego de la
revacunacion aumenta cuando los
anticuerpos iniciales o previo a una segunda
dosis estuvieron bajos. Asi mismo, Ming et
al. (2011) evaluaron los titulos de anticuerpos
utilizando la vacuna Pest-Vac®, encontran-
do un buen titulo de anticuerpos vacunales
en plasma como en calostro a las 72 horas
posparto. Estas investigaciones pueden ex-
plicar la razon de no haber encontrado dife-
rencias significativas en este estudio, ya que
en aquellos estudios los animales han partido
de una concentracion negativa de
anticuerpos.

Es importante considerar el tiempo de
gestacion al establecer un protocolo de in-
munizacion, porque este puede generar estrés
en las cerdas, mas aun en el ultimo tercio
(Step et al., 2009). En el presente estudio no
se analizaron los parametros reproductivos,
pero se puede indicar que no hubo abortos,
lechones nacidos muertos, ni fetos
momificados. En este sentido, Fonseca et al.
(2011) recomiendan vacunar a las cerdas
hasta el segundo tercio de gestacion para que
no haya problemas en la gestacion a término.

El objetivo del presente estudio se en-
foco en evaluar como varia la respuesta in-
mune a la vacuna cuando es aplicada en di-
ferentes edades de gestacion. Por otra parte,
el efecto del nimero de parto de las cerdas
utilizado como covariable present6 diferen-
cia significativa (p<0.05) en el titulo de
anticuerpos contra PPC. Como en el estado
de gestacion debe existir «toleranciay al feto,
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se necesita un cierto grado de
inmunosupresion y al mismo tiempo el orga-
nismo de la cerda debe ser capaz de comba-
tir posibles infecciones. Para mantener con
¢éxito la gestacion debe haber un cambio de
perfil de citocinas de Thl a Th2; es decir,
una respuesta que sea de tipo celular o de
tipo humoral mediante la generacion de
anticuerpos, respectivamente. Por lo tanto,
de acuerdo con el tipo de vacuna que se em-
plee, generara una respuesta inmune com-
pleta (celular y humoral) (Yan, 2012). Como
los linfocitos Th2 son necesarios para una
respuesta con linfocitos B, dependientes de
los linfocitos T, podria dar a entender el por
qué no ha habido una diferencia significativa
en cuanto a los tratamientos por el nivel de
inmunosupresion en estado de gestacion, pero
si en el nimero de parto, aunque sin determi-
nar en cual de los tratamientos. Se podria decir
que una cerda con varios partos estd mas
familiarizada con el estrés de la gestacion a
diferencia de una cerda primeriza o de pocos
partos.

Por otro lado, el Proyecto de Control y
Erradicacion de Peste Porcina Clasica eje-
cutado por la Agencia de Regulacion y Con-
trol Fito y Zoosanitario— AGROCALIDAD,
en su apartado «Guia Técnica del Vacunador
de Peste Porcina Clasica», recomienda la
aplicacion de la vacuna a partir de los 90 dias
de gestacion o en la primera semana de lac-
tancia (AGROCALIDAD, 2014). Sin embar-
g0, no se detalla el tipo de vacuna, factor a
tomar en cuenta por el tipo de células en las
que se hace el pasaje de los virus vivos para
su atenuacion. Asi mismo, la via de adminis-
tracion de la vacuna es un factor critico para
generar una buena respuesta inmunoldgica
(Matias et al., 2017).

Es importante senalar que, mediante
Resolucion N° 1950 de la Secretaria General
de la Comunidad Andina, se aprobo el Plan
Operativo del Programa Subregional para la
Prevencion, Control y Erradicacion de la Pes-
te Porcina Clasica (PPC), periodo 2017-2018
(Resolucion N° 1950, 2017), apoyado por la
FAO y la OIE. En este sentido, Colombia y
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Pert estan teniendo excelentes resultados;
de hecho, en 2017 la OIE entreg6 a Colom-
bia el certificado que acredita a la principal
zona productora de cerdos, que incluyen los
departamentos de Chocd, Caldas, Quindio,
Risaralda, Valle del Cauca y algunos munici-
pios de Antioquia y Cauca, como libre de
PPC. Por su parte, Peru tiene en practica un
plan masivo de vacunacion, informacion y
educacion sanitaria sobre todo lo que atafie a
la PPC.

CONCLUSIONES

e La vacunacion a cerdas entre los 70 y
90 dias de gestacion y positivas contra
anticuerpos PPC de vacunaciones pre-
vias, no genera titulos de anticuerpos
vacunales significativamente diferentes.

e La revacunacion en cada gestacion no
garantiza una mejor inmunizacion.

e El nimero de partos por cerda influye
sobre el titulo de anticuerpos, posiblemen-
te debido a un proceso de adaptacion del
sistema inmune de la cerda al estado de
gestacion.
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