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Persistence of maternal antibodies against field Influenza A virus in pigs from a
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la persistencia de los anticuerpos maternales
contra el virus de Influenza A (VIA) de campo en porcinos de una granja tecnificada de
Lima. Se identific6 una granja porcina multisitios con antecedentes de problemas respira-
torios y positiva al VIA por RT-PCR en tiempo real. Se tomaron 342 muestras de sangre de
38 porcinos en 9 periodos de muestreo (21, 35, 55,72, 85,102, 117, 131 y 144 dias de edad).
Se utilizo un kit comercial de ELISA de bloqueo para la deteccion de anticuerpos contra
la nucleoproteina del VIA. Se detectaron anticuerpos derivados de la madre (MDA) en
18.4% (7/38) de los lechones a los 21 dias y en 10.5% (4/38) a los 35 dias de edad, no
detectandose estos anticuerpos desde el tercer hasta el noveno muestreo (55 a 144 dias).
De los 7 animales seropositivos a los 21 dias de edad, 4 continuaron seropositivos en el
segundo muestreo.
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The aim of this study was to determine the persistence of maternal antibodies against
field influenza A virus (IAV) in pigs from a high-tech farm in Lima. A multi-site pig farm
with a history of respiratory problems and positive for IAV by real-time RT-PCR was
identified. In total, 342 blood samples were taken from 38 pigs in 9 sampling periods (21,
35,55,72,85,102,117, 131 and 144 days of age). A commercial blocking ELISA kit was
used to detect antibodies against the IAV nucleoprotein. Maternally derived antibodies
(MDA) were detected in 18.4% (7/38) of piglets at 21 days and in 10.5% (4/38) at 35 days
ofage. Antibodies were not detected from the third to the ninth sampling (55 to 144 days).
Of the 7 seropositive animals at 21 days of age, 4 remained seropositive at the second

sampling.

Key words: Influenza A virus, blocking ELISA, maternal antibodies

INTRODUCCION

La industria porcina nacional ha alcan-
zado un gran desarrollo productivo y tecnolo-
gico en las Gltimas décadas gracias al esfuerzo
de los productores porcinos, principalmente
de la Region Lima, que concentra la mayor
poblacion porcina (1 241 576) y la mayor pro-
duccion de carne del Pera (78 327 t)
(MIDAGRI, 2022). Sin embargo, se ve afec-
tada por las enfermedades infecciosas virales
de gran impacto econémico como la Influen-
za A que es considerada una de las enferme-
dades respiratorias mas importante para la
industria porcina por la variedad de subtipos
virales que co-circulan en campo, por las al-
tas tasas de morbilidad, el tratamiento para
contrarrestar las infecciones secundarias
bacterianas y porque forma parte del com-
plejo respiratorio porcino (MacLachlan y
Dubovi, 2016; Li y Robertson, 2021).

La influenza A es una enfermedad zoo-
notica de distribucion mundial que afecta prin-
cipalmente al tracto respiratorio de todos los
mamiferos y aves, ocasionado severas epi-
demias y pandemias en el mundo (Li y
Robertson, 2021). El agente causal es el vi-
rus de Influenza A (VIA) perteneciente a la
familia Orthomyxoviridae, género Alphain-
fluenzavirus. El virus esta constituido por una

hebra de acido ribonucleico (ARN) de pola-
ridad negativa y segmentada que codifica
importantes proteinas que forman la estruc-
tura viral como las glicoproteinas:
Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA)
presentes en la envoltura viral. Su genoma
segmentado de ARN le confiere al virus la
facilidad para el surgimiento de nuevos
subtipos virales debido al reordenamiento
genético que ocurre dentro de una célula al
ser infectada por dos subtipos con HA y NA
distintos. Hasta la fecha se conocen 18 tipos
de HAy 11 tipos de NA (Soares et al., 2021;
Rabalski et al., 2023).

En la poblacion porcina se han identifi-
cado a los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2
(ICTV, 2022; OMSA, 2023). La transmision
puede ser por contacto directo entre cerdos,
humano-cerdo o ave-cerdo, asi como a tra-
vés de secreciones, acrosoles, fomites y ca-
miones transportadores (Torremorell et al.,
2012). Los signos clinicos se manifiestan lue-
go de un corto periodo de incubacién mediante
estornudos, descarga nasal, disnea, letargia,
temperatura superior a 40.5 °C y la posibili-
dad de abortos e infertilidad (Dibarbora, 2016;
LiyRobertson, 2021).

Si bien el lechdn neonato es inmunolo-

gicamente competente ain presenta un sis-
tema inmunoldgico inmaduro (Pyo et al.,
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2015). Por tanto, la proteccion del lechon en
sus primeras semanas de vida dependera de
la inmunidad conferida por la madre a través
de los anticuerpos maternales (MDA, mater-
nal derived antibody) y de su sistema
inmunologico (Deblanc et al., 2018). La can-
tidad de MDA que la madre transfiere al le-
chon es variable y esto va a depender del
tiempo de infeccion de la marrana por el VIA,
el subtipo viral y la cantidad de calostro inge-
rido por el lechon (Markowska-Daniel ez al.,
2011). Ademas, se indica que niveles altos de
anticuerpos anti-influenza pueden interferir
con las vacunas contra el VIA (Cador et al.,
2016; Martinez-Boixaderas et al., 2022).

En el Peru, los tunicos trabajos sobre el
VIA en cerdos son el de Tinoco et al. (2016)
que reportaron el subtipo HIN1 pandémico
en cerdos de crianza de traspatio en Tumbes
y el de Flores et al. (2023), quiénes encon-
traron una frecuencia de 24.9% de anticuer-
pos contra el VIA en granjas porcinas de
Lima, Ica y Arequipa. Por esta razon, el ob-
jetivo del estudio fue determinar la perma-
nencia de los anticuerpos maternales contra
una infeccion natural del VIA en porcinos de
una granja tecnificada de Lima. El estudio
permitira conocer hasta que edad los lecho-
nes estarian protegidos o susceptibles a una
infeccion por el VIA, ademas de conocer la
edad en que podria administrarse una vacu-
na comercial o autdogena contra el VIA, sin
que esta se vea afectada por la inmunidad
maternal (Markowska-Daniel et al., 2011;
Pyo et al., 2015).

MATERIALES Y METODOS

Lugar y Coleccion de Muestras

El estudio se realizd en una granja
porcina tecnificada multisitios ubicada en el
distrito de Huacho, provincia de Huaura, Re-
gion de Lima, Pert. La granja habia reporta-
do antecedentes de problemas respiratorios
en cerdos de recria y engorde, asi como re-
sultados positivos al VIA por RT-PCR en tiem-
po real dos meses antes de realizar el estu-
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dio. La granja tiene tres sitios alejados entre
si y maneja un programa sanitario que inclu-
ye la vacunacion contra Leptospira, Erisipela
y Parvovirus (triple porcina), Peste Porcina
Clasica (PPC), Circovirus porcino 2 (CVP2)
y Mycoplasma hyopneumoniae.). El traba-
jo se desarroll6 desde mayo a diciembre de
2022.

Se seleccionaron 38 lechones al azar
durante el destete y fueron identificados con
aretes del 1 al 38 para un mejor manejo du-
rante el periodo de estudio. Se tomaron mues-
tras de sangre cada 15 dias en promedio (21,
35, 55,72, 85,102, 117, 131 y 144 dias de
edad), lo que resultdo en 9 periodos de
muestreo. La toma de muestra se realiz6 en
tubos al vacio para la coleccion de suero y
fue realizada por el Médico Veterinario res-
ponsable de la granja utilizando su propio pro-
tocolo.

Tamaio Muestral

El nimero de animales (n=38) se deter-
min6 mediante la formula de diferencias de
proporciones para muestras parcadas
(Connor, 1987). Se considerd 24% para la
frecuencia de anticuerpos en el destete y 56%
en la recria (Tinoco et al., 2016), 95% de
nivel de confianza y 80% como poder de la
prueba. En total, se procesaron 342 mues-
tras de suero.

Las muestras de sangre (5 ml) fueron
transportadas en una caja térmica de
poliestireno expandido con geles refrigerantes
al Laboratorio de Virologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos. Las muestras
fueron centrifugadas a 700 G por 5 min y los
sobrenadantes (suero sanguineo) fueron al-
macenados en pequeiios viales a -80 °C has-
ta completar todos los muestreos.

ELISA de Bloqueo
Se utilizo la prueba de ELISA de blo-

queo IDEXX influenza A Ab test (IDEXX,
EE. UU.) para la deteccion de anticuerpos
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Cuadro 1. Anticuerpos maternales contra el virus de Influenza A (VIA) detectados en porcinos
mediante la prueba de ELISA de bloqueo en una granja tecnificada de Lima, Pert

Edad de los Muestras
Muestreo animales Total Positivas! Frecuencia o
(dias) ) w* (%) c oo
1° 21 38 7 18.4 6.10-30.75
2° 35 38 4 10.5 0.77-20.28
3°-9° 55-144 38 0 0 0

1 Se considerd la relacién M/N<0.6 como muestra positiva a anticuerpos contra el VIA

contra la nucleoproteina (NP) del VIA. Se
calculd el coeficiente M/N (muestra/control
negativo) expresado en densidades opticas
(DO), clasificando las muestras como positi-
vas a anticuerpos contra el VIA si presenta
un indice M/N <0.6 (IDEXX, 2018).

Analisis de la Informacion

Se realizo la distribucion de frecuencias
de animales positivos a anticuerpos contra el
VIA de acuerdo con la edad de los animales
en cada muestreo. Se calcul6 el intervalo de
confianza (IC) al 95% con aproximacién a la
normal (Sullivan, 2017) y la diferencia de

MN - ELISA
o
w

o
N

proporciones entre los periodos correspon-
dientes a 21 y 35 dias (Dagnino, 2014).

RESULTADOS

Las frecuencias de anticuerpos mater-
nales contra el VIA al momento del destete
(21 dias) fue de 18.4% (7/38) y en gorrinos
de recria (35 dias) de 10.5% (4/38). Desde
el tercer hasta el noveno muestreo (55 a 144
dias) todos los animales resultaron negativos
a anticuerpos contra VIA (Cuadro 1). Los
valores del IC al 95% y la diferencia de

0.5
0.4
) ‘ I | I
0]
12 15 20 24 26 32 34 15 20

32 34

Identificacién del animal

I rrimer muestreo (21 dias)

Segundo muestreo (35 dias)

Figura 1. Cerdos con anticuerpos maternales en el 1° (destete, 21 dias de edad) y 2° muestreo
(35 dias de edad) detectados mediante la prueba de ELISA de bloqueo
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proporciones entre los 21 y 35 dias no mos-
traron diferencias significativas (p=0.33). Asi-
mismo, de los 7 animales seropositivos (N.°
12, 15, 20, 24, 26, 32 y 34) en el primer
muestreo, 4 continuaron seropositivos en el
segundo muestreo (N.° 15, 20, 32 y 34) (Fi-
gura 1).

DiIScUSION

Los MDA fueron detectados en el 1°
(21 dias) y 2° (35 dias) muestreo; es decir, el
18.4% (7/38) y el 10.5% (4/38) de los lecho-
nes mostraron anticuerpos contra el VIA,
respectivamente (Cuadro 1). Estos resulta-
dos, coinciden con lo reportado por Dibarbora
(2016), quien detecto la caida de MDA entre
los 21 y 35 dias de edad en lechones prove-
nientes de marranas expuestas naturalmente
al VIA. Un estudio similar realizado por Cal-
cina et al., (2014), en una granja tecnificada
de Lima, encontré6 MDA contra el virus del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Por-
cino en 26% de lechones a los 32 dias y de
un animal a los 61 dias de edad. La perma-
nencia de los MDA es bastante variable en-
tre patogenos y dependera tanto del volumen
como el tiempo de calostro ingerido por el
lechon (Martinez-Boixaderas ef al., 2022).

La baja frecuencia de animales sero-
positivos en el primer y segundo muestreo
pudo deberse a una limitada exposicion del
VIA a las marranas durante la gestacion y la
maternidad. Asimismo, es posible que la pre-
valencia durante el estudio haya sido menor
a24% (Flores et al., 2023) que fue la preva-
lencia utilizada para el calculo del tamafio
muestral (n=38); por consiguiente, se hubie-
ra necesitado mayor tamafio de muestra para
detectar a los animales serologicamente po-
sitivos al VIA. Las pruebas seroldgicas que
detectan anticuerpos contra el VIA en cer-
dos son relevantes para el diagnostico de la
enfermedad clinica, inmunidad de granja, es-
tudios epidemiologicos y para el monitoreo
después de la vacunacion (Van Reeth y
Vincent, 2019). Por otro lado, en el pais no
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esta autorizado el uso de vacunas contra el
VIA en porcinos, por lo que la deteccion de
animales serologicamente positivos en el pre-
sente estudio sefiala una exposicion al virus
de campo.

La técnica mas utilizada para medir los
niveles de MDA en suero de marranas y le-
chones es el ensayo inmunoenzimatico liga-
do a enzimas (ELISA) (Martinez-Boixaderas
et al.,2022). Es asi que, en el presente estu-
dio, se utiliz6 la técnica de ELISA de bloqueo
(Laboratorios IDEXX, EE. UU.) que esta
licenciada, validada y estandarizada para la
deteccion de anticuerpos contra el VIA en
porcinos, independientemente del subtipo viral
(Ciacci-Zanella et al., 2010; Panyasing et al.,
2013). Esta técnica cuenta con una sensibili-
dad y especificidad de 96.6 y 99.3%, respecti-
vamente, detectando anticuerpos a partir del
dia 5 pos-infeccion (Ciacci-Zanella ez al., 2010).

No se detectaron anticuerpos contra el
VIA desde los 55 dias de edad (3° muestreo)
hasta los 144 dias (9° muestreo). Esto indica
la ausencia de exposicion al VIA en el sitio 2
(crecimiento) y 3 (acabado) de la granja
porcina, indicando un adecuado manejo sani-
tario y productivo de la granja. Estos resulta-
dos contrastan con lo reportado por Chamba
et al. (2019), quienes reportaron picos de
anticuerpos contra el VIA después de la cai-
da de los MDA.

En la Figura 1 se observa que de los
siete lechones de 21 dias (1° muestreo) posi-
tivos a anticuerpos contra el VIA (M/N<0.6),
cuatro de ellos continuaron siendo positivos
hasta los 35 dias de edad (2° muestreo), que
corresponde a los lechones con los valores
mas bajo de M/N. Estos resultados sugieren
que los MDA inducidos por infeccion de cam-
po contra el VIA tienen un corto tiempo de
duracion y que son catabolizados rapidamen-
te. En algunos estudios, el tiempo promedio
que declinan los MDA es entre 7-8.5 sema-
nas (Martinez-Boxaideras et al., 2022), sien-
do esto variable entre individuos e inclusive
entre lechones de una misma camada
(Markowska-Daniel et al 2011).
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Si bien en el Perti no esta autorizado el
uso de vacunas comerciales contra el VIA
en cerdos, en paises donde se utiliza es im-
portante conocer el tiempo de duracion de
los MDA para evitar interferencias con la
vacuna comercial (Martinez-Boxaideras et
al., 2022). Este es el primer estudio de per-
sistencia de los MDA contra una exposicion
de campo del VIA en una granja tecnificada
de Lima, que puede utilizarse como un estu-
dio base para desarrollar otros trabajos de
investigacion que involucren el uso de vacu-
nas comerciales en el pais.

CONCLUSIONES

e La permanencia de anticuerpos deriva-
dos de la madre (MDA) contra el virus
de Influenza A (VIA) de campo se evi-
dencié hasta los 35 dias de edad del le-
chon.

e La frecuencia de anticuerpos contra el
VIA en el primer muestreo (21 dias) y
segundo muestreo (35 dias) fue 18.4 y
10.5%, respectivamente.
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