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RESUMEN

GARCIA OSORIO MARTIN. Determinacion de la inmunidad humoral en hembras de
pie de cria y sus crias usando dos vacunas comerciales contra Influenza porcina. (Bajo la
direccion de: MVZ, MC Ma. del Carmen Mercado Garcia, MVZ, EPA. Alfredo Garcia
Renddn y MVZ Francisco Rosales Espinosa).

En este trabajo se evalud el efecto inmundgeno de dos vacunas comerciales diferentes
(Vacuna 1y Vacuna 2) que contienen los subtipos HIN1 y H3N2 del virus de influenza
porcina, formandose 4 grupos de 12 hembras cada uno. Grupos 1, formado por hembras
que fueron vacunadas 1 mes antes del parto (Vacuna 1); Grupo 2 formado por hembras que
fueron vacunadas cuando les faltaban 2 meses antes de la fecha de parto (Vacuna 1);
Grupo 3, hembras previamente vacunadas (vacuna 1) y cuatro meses despues re-vacunadas
(Vacuna 2) cuando les faltaba un mes antes del parto; Grupo 4, hembras previamente
vacunadas (vacuna 1) y cuatro meses después re-vacunadas (Vacuna 2) cuando les faltaba
dos meses antes del parto. Se obtuvieron muestras de suero de cada grupo al momento del
parto, asi como de 2 de sus crias a las dos semanas de edad. Todas las muestras fueron
analizadas mediante la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion. En las hembras para
el subtipo HIN1 y en las crias para ambos subtipos se encontré una interaccion (P<0.05)
entre el tipo de vacuna y el momento en que fueron aplicadas (1 o 2 meses antes del parto)
concluyendo que los mayores niveles de anticuerpos se encuentran en las hembras con 2
vacunaciones 1 mes antes del parto, lo que también se observo en las crias de ese grupo

(Grupo 3).



ABSTRACT

GARCIA OSORIO MARTIN. Determination of humoral immunity stand breeding females
and their offspring using two commercial vaccines (Under the direction of: MVZ, MC Ma.
del Carmen Mercado Garcia, MVZ, EPA. Alfredo Garcia Rendon and MVZ Francisco
Rosales Espinosa).

This study evaluated the immunogenic effect of two different commercial vaccines
(vaccine 1 and a vaccine 2) containing HIN1 and H3N2 subtypes of swine influenza virus,
utilizing four groups of 12 sows each. Groups 1 was composed by sows that were
vaccinated one month before farrowing (vaccine 1); Group 2 comprises sows that were
vaccinated two months before farrowing (vaccine 2); Group 3 included previously
vaccinated sows using vaccine 1, and re-vaccination (vaccine 2) was performed 4 months
later, one month before farrowing; Group 4 included previously vaccinated sows using
vaccine 1, and re-vaccination (vaccine 2) was performed 4 months later, two months
before farrowing. Serum samples were collected from each group at farrowing, as well as
two of their offspring at two weeks of age, and all samples were tested by the HI test. In
sows considering the HIN1 subtype and in piglets considering both subtypes, it was found
interaction (P <0.05) between the type of vaccine and the vaccination schedule (1 or 2
months before farrowing). It was concluded that the highest antibody levels were found in
sows with 2 vaccinations one month before farrowing, which also was observed in the

offspring of that group (Group 3).



1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTE GENERAL DE LA ENFERMEDAD

El virus de la influenza porcina afecta a cerdos de todas las edades y forma parte del
complejo respiratorio porcino cuando se asocia con otros agentes infecciosos como el
virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio del Cerdo (PRRS), Mycoplasma
hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, entre otros, lo que ocasiona cambios
en la conversion alimenticia con la disminucién de: la tasa de crecimiento, ganancia diaria
de peso, consumo de alimento y el peso de los animales al mercado. Los cerdos afectados
con problemas respiratorios presentan disminucion en la ganancia de peso de 41.1 g
diarios y tardan 16.7 dias mas en salir al mercado, aumentando los costos de produccion.
En brotes epizodticos del subtipo H3N2 hay abortos, lo que ocasiona pérdidas graves. *
Los virus de influenza infectan a un amplio rango de hospedadores mamiferos y aviares.
La transmision cruzada entre especies y la constante evolucién de los virus de la influenza
tipo A, por medio de mutaciones y recombinaciones presenta un panorama complejo y
dinamico.?

1.2ETIOLOGIA

La influenza porcina (IP) es una enfermedad infecciosa respiratoria aguda del cerdo
causado por el virus de la influenza tipo A que pertenece a la familia Orthomyxoviridae
que comprende cuatro géneros antigénicamente distintos: Influenza virus A, Influenza
virus B, Influenza virus C y Thogotovirus.®

La clasificacion de los distintos tipos: A, B 'y C se basa en los antigenos de la
nucleoproteina y de la proteina M (Matriz). La particula virica de influenza tipo A tiene un
tamafo de 80 a 120 nm de diametro, forma estructuras pleomdrficas o esféricas y contiene
un genoma de ocho segmentos de RNA de cadena sencilla y de polaridad negativa. Cinco

de los segmentos son monocistronicos y codifican para una proteina, mientras que los otros



tres contienen marcos abiertos de lectura (orf) para dos proteinas de cada uno de los tres
segmentos. La nucleoproteina (NP) estd unida a las cadenas de RNA, que en el
microscopio electrénico, se observan como estructuras helicoidales. La envoltura viral es
lipidica, se deriva de la membrana plasmatica de la célula infectada y contiene dos
glicoproteinas a manera de espiculas, la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA).
En los virus de influenza A se describen 16 diferentes subtipos antigénicos de HA y nueve
diferentes subtipos de NA. Cada virus de influenza contiene en cualquier combinacion so6lo
un subtipo de HA (H1-H16) y un solo subtipo de NA (N1-N9), lo que puede generar un
nimero extenso de posibles combinaciones o subtipos, de los cuales casi todos se
encuentran en las aves silvestres acuéticas.®*>

La Hemaglutinina, es la responsable de la unién del virus a las células y produce la
aglutinacion de los eritrocitos. La Neuraminidasa, es la responsable de la elucién
enzimatica del virus de los eritrocitos y puede jugar algin papel en la liberacion del virus
de las células infectadas. Los anticuerpos antihemaglutinina son de mayor importancia en
la prevencion de la infeccion con un virus de influenza que contienen la misma
Hemaglutinina, mientras que los anticuerpos contra Neuraminidasa restringen la
diseminacién del virus a partir de células infectadas. °

En el cuadro 1 se describen las proteinas del virus de influenza tipo Ay sus funciones.



Segmento
de RNA

Nucledtidos

2341

2341

2233

1778

1565

1413

1027

890

Proteina

PB2

PB1

PA

HA

NP

NA

M1

M2

NS1

NS2

Nombre de
proteina
Polimerasa B2

Polimerasa B1

RNA polimerasa

Hemaglutinina

Nucleoproteina

Neuraminidasa

Matriz 1

Matriz 1

No estructural 1

No estructural 2

la

Funcién dela proteina

Proteina interna de
replicacion viral.

Subunidad catalitica de la
RNA polimerasa, proteina
participante en la apoptosis.
Proteina interna de
replicacion viral.

Ligando  del receptor,
proteina participante de la
apoptosis

Cépside, participa en la
replicacion.

Rompe el 4&cido sidlico,
facilita la liberacion del virus
y previene la agregacion
viral.

Interactia en el genoma,
apoya en el ensamble viral.
Forma el canal idnico,
controla el pH intracelular y
el desnudamiento.

Controla la postranscripcion,
antagonista del interferén.
Exporta el RNA viral del
nucleo, ensamble virico.

Cuadro 1. Segmentosde RNA y proteinas del virusdeinfluenzatipo A.

La denominacidn internacional de los virus de influenza debe indicar: a) el género (tipo)

del virus, b) la especie animal (en inglés) de la que se aislo —excepto cuando procede de

humanos-, c) el lugar del aislamiento, d) el nimero de caso del laboratorio, e) el afio del

aislamiento, y f) el subtipo de HA y NA del virus entre paréntesis. Por ejemplo el virus de

influenza porcina

IWis/1/84(HIN1).2 * "

aislado en

Wisconsin en 1984 se designaria: A/Swine




1.3 Epidemiologia.

Los virus de la influenza porcina de los subtipos HIN1 y H3N2 son los que se describen
mas frecuentemente asociados con la enfermedad de los cerdos. En las cepas causantes se
incluyen los H1N1, clasicos del cerdo, las cepas del tipo aviar HIN1 y las de tipo humano
los H3N2.? Las evidencias indican que las aves acuaticas fueron el reservorio de los virus
prototipo y que son el principal reservorio para la generacion de los nuevos subtipos. La
infeccion de las aves representa una relacion agente hospedador muy bien adaptada en el
sentido que los virus de influenza no son virulentos para las aves salvajes y tienden a
persistir en las poblaciones de aves. Las aves acuaticas son el depésito natural del virus de
influenza tipo A que replican en el tracto gastrointestinal y es transmitida por ruta fecal-
oral.® El virus de la influenza es estable por lo menos durante 4 semanas en agua con una
temperatura de 4°C y durante 5 dias en agua a 20°C, propiedades que facilitan la
transmision entre las aves acuaticas y las aves de otras especies.

Se sabe que los cerdos son susceptibles a los virus de influenza de las aves y de los
mamiferos debido a que en su epitelio poseen receptores para ambos tipos de cepas. Por
este motivo se ha implicado a los cerdos como intermediarios en la adaptacion y
recombinacion de los virus aviares a los mamiferos.” Los receptores para el virus de
influenza presentes en las aves y caballos son de tipo acido sialico alfa 2, 3 Gal y la &cido
sidlico alfa 2, 6 Gal, en humanos. Ambas cadenas del sitio receptor estan presentes en el
glucocaliz de las células de la traquea de los cerdos.’® La presencia de ambos tipos de
receptores en los cerdos sugiere que éstos pueden infectarse con virus de aves y de
humanos, mezclando y amplificando a los virus con potencial de zoonosis.™

Los virus que tienen mezclas de genes de diferentes virus de influenza A se denominan
genotipos y las variaciones genéticas dentro de un mismo subtipo de virus se denominan

linajes.* Los virus de influenza experimentan un proceso de evolucién continua mediado



por mutaciones que les permite adaptarse al hospedero y a las condiciones del ambiente, lo
cual se conoce como presion selectiva o evolucién obligada.™ Las mutaciones se presentan
como sustituciones de nucleotidos, inserciones y deleciones de tripletes que son causados
principalmente por errores de la enzima polimerasa de RNA durante la trascripcion, que
ocurren en cada uno de los ocho segmentos gendmicos del virus. Las mutaciones se van
acumulando en cada ciclo de trascripcién y generan variantes de estructura o funcion de las
proteinas que expresan. Hay cambios mayores como los que se observan al comparar las
16 diferentes hemaglutininas, que muestran diferencias por lo menos en 30% entre ellas, lo
que las hace diferentes desde el punto de vista antigénico.'* ¥ Los cambios menores
pueden ser irrelevantes, como los que ocurren en los virus encontrados en las aves
silvestres acudticas, que muestran que la mayoria de las sustituciones de nucleétidos no
originan cambios en los aminoécidos de las proteinas, lo que indica una restriccion en la
evolucién del virus en estas aves, mientras que las mutaciones que se acumulan en los
virus en aves domésticas y mamiferos originan cambios en los aminoacidos y generan
alteraciones importantes en su comportamiento biol6gico. Esto es lo que les permite
infectar a especies diferentes, seleccionar poblaciones que no sean reconocidas por la
respuesta inmune, generar familias resistentes a agentes antivirales o cambiar su tropismo
celular, con lo que modifican su patogenia.'" *? La continua circulacién de virus de la
influenza de tipo A en los cerdos puede resultar en la produccion de nuevos virus
recombinantes. Muchas granjas estan infectadas endémicamente, a menudo con mas de un
subtipo, y esto crea un riesgo moderado de recombinacion genética. Este es un proceso
constante con un intercambio genético frecuente entre variantes circulantes del mismo
virus.? En ltalia, demostraron la recombinacién de los virus aviares y humanos en los
cerdos, lo que prueba la capacidad del cerdo para actuar como un adaptador de virus no

porcinos. Los andlisis filogenéticos de virus humanos y aviares de tipo H3N2 que



circulaban en los cerdos italianos revelaba que la combinacion entre los virus aviares y de
tipo humano han estado ocurriendo desde 1983.%* 14

La aparicion de nuevos serotipos en los cerdos no siempre tiene como resultado que estos
se establezcan en una poblacién inmunologicamente negativa. Un virus H1N7, aislado en
los cerdos de Reino Unido en 1992, era antigénicamente unico y derivaba de una
recombinacion entre virus humanos y equinos. Sin embargo, no se diseminé de los cerdos
a otras especies.’

La deriva genética se refiere a las mutaciones en los determinantes antigénicos de las
glicoproteinas de la envoltura viral y dan sustento a las variaciones antigénicas. Esto ocurre
por la acumulacion de mutaciones puntuales de nucleétidos, en particular en el segmento
que codifica para la HA y que resulta en sustituciones de aminoécidos en los determinantes

antigénicos; de ello se deriva la imposibilidad para que puedan unirse los anticuerpos

generados por infecciones o inmunizaciones previas.
1.4 PATOGENIA

El virus de la influenza porcina entra por vias respiratorias durante el contacto directo con
animales infectados o por aerosoles que puede dar lugar a una diseminacion rapida entre
granjas de una zona de alta densidad porcina. El virus se adhiere a los residuos de acido

sialico en la superficie de las células de la traquea y de las células bronquiales.?



constante con un intercambio genético frecuente entre variantes circulantes del mismo
virus.? En ltalia, demostraron la recombinacién de los virus aviares y humanos en los
cerdos, lo que prueba la capacidad del cerdo para actuar como un adaptador de virus no
porcinos. Los analisis filogenéticos de virus humanos y aviares de tipo H3N2 que
circulaban en los cerdos italianos revelaba que la combinacion entre los virus aviares y de
tipo humano han estado ocurriendo desde 1983.1* 14

La aparicion de nuevos serotipos en los cerdos no siempre tiene como resultado que estos
se establezcan en una poblacion inmunolégicamente negativa. Un virus HIN7, aislado en
los cerdos de Reino Unido en 1992, era antigénicamente Unico y derivaba de una
recombinacion entre virus humanos y equinos. Sin embargo, no se diseminé de los cerdos
a otras especies.’

La deriva genética se refiere a las mutaciones en los determinantes antigenicos de las
glicoproteinas de la envoltura viral y dan sustento a las variaciones antigénicas. Esto ocurre
por la acumulacion de mutaciones puntuales de nucle6tidos, en particular en el segmento
que codifica para la HA y que resulta en sustituciones de aminoacidos en los determinantes
antigénicos; de ello se deriva la imposibilidad para que puedan unirse los anticuerpos
generados por infecciones o inmunizaciones previas.

1.4 PATOGENIA

El virus de la influenza porcina entra por vias respiratorias durante el contacto directo con
animales infectados o por aerosoles que puede dar lugar a una diseminacion rapida entre
granjas de una zona de alta densidad porcina. El virus se adhiere a los residuos de acido
sialico en la superficie de las células de la traquea y de las células bronquiales.?

Después de 2 horas postinfeccion se puede demostrar por inmunofluorescencia en las
células del epitelio respiratorio, 4 horas pos infeccién en los septos alveolares y 16 horas

post infeccion en las mucosas bronquiales. Se presenta una hiperemia 24 a 72 horas post-



infeccion. A las 24 horas de la entrada del virus se puede encontrar por
inmunofluorescencia en conductos alveolares y alvéolos. Se ha demostrado replicacion del
virus en la mucosa nasal, amigdalas, trdquea, linfonodos traqueobronquiales y en los
pulmones, los cuales son el principal 6rgano blanco.® *®

El proceso patdgeno alcanza su pico en aproximadamente 72 horas, después de lo cual, la
replicacion del virus disminuye y las células fluorescentes desaparecen: en la traquea por
el dia 4, en los conductos alveolares, los bronquios y los bronquiolos alrededor del dia 9, la
reparacion comienzan en el dia 4, aunque sigue la presencia de células mononucleares y
detritos celulares.*®

El engrosamiento de los septos alveolares, pulmonia intersticial e hiperplasia del epitelio
bronquial se observan mas, alrededor del dia 5 postinfeccion. Nueve dias después de la
infeccidn hay una reaccion celular maxima en el epitelio bronquial, septos alveolares, areas
peribronquiales y perivasculares. © *°

El virus de la influenza porcina no ha podido ser aislado de los pulmones u otros tejidos

del sistema respiratorio después del dia 7 postinfeccion.®
1.5SIGNOSY LESIONES

Es caracteristico el inicio subito de la enfermedad, que tras un periodo de incubaciéon de
uno a tres dias, se presenta fiebre, inapetencia, tos y disnea. La temperatura corporal en los
cerdos aumenta hasta 41° C en poco tiempo. En los lechones, la infeccion cursa de forma
mas leve y con menos fiebre. Los signos pueden ser: secrecion ocular y nasal, heces
pastosas, hipogalactia en cerdas lactantes e incluso abortos. Las cerdas que enferman
durante la gestacion, llegan a parir lechones pequefios, con poca vitalidad y menor
resistencia. *’

Existen tres periodos importantes cuando la enfermedad causa infertilidad:



1. Si las cerdas estan enfermas en los primeros 21 dias post-servicio, los embriones no
se implantan y hay retorno a estro.
2. Si lainfeccion se establece 14-16 dias post-parto la consecuencia es un incremento
en el intervalo destete presentacion de celo.
3. Si la infeccion ocurre en las cinco primeras semanas de gestacion puede haber
mortalidad embrionaria, reabsorcion o seudogestacion.
En los machos, la elevacion de la temperatura corporal puede provocar efectos adversos
sobre la espermatogénesis lo que provoca una fertilidad reducida.'®
Lesiones Macroscopicas:
Se puede encontrar vias aéreas con exudado fibrinoso sanguinolento, linfonodos
aumentados de tamafio, edema interlobulillar, tejido pulmonar con zonas consolidadas de
color purpura, en casos graves pleuritis fibrinosa. Las lesiones de influenza se pueden
complicar con infecciones bacterianas.*’
Lesiones Microscopicas:
Degeneracion diseminada, necrosis del epitelio de bronquios y bronquiolos, alvéolos con
exudado e infiltracion de neutrofilos, hiperemia con dilatacion de capilares, infiltracion de
los tabiques alveolares con linfocitos y células plasmaticas, proliferacion de neumocitos

tipo 2 y formacién de membrana hialina en la luz de los conductos alveolares.*’
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1.6 RESPUESTA INMUNE

La respuesta de anticuerpos es rapida, la seroconversion ocurre a partir de los 3 dias post-
inoculacion. Los anticuerpos especificos de subtipo son encontrados en las secreciones
nasales de 5 a 10 dias después de la inoculacion, al mismo tiempo que hay una alta
produccion de interferon gamma en el bazo y ganglios traqueobronquiales como respuesta
de la separacion del virus de las células infectadas. Hay una aguda produccién de citocinas
como son el Factor de necrosis tumoral (TNF) e Interleucina 1 (IL1) esenciales para la
rapida resolucién de la enfermedad.™ ?°

El pico de anticuerpos se alcanza a los 10 a 14 dias postinfeccion y persisten
moderadamente altos hasta por 4 semanas postinfeccion momento en el que comienzan a
declinar. Los anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién pueden persistir hasta por 18
meses. En el tracto respiratorio también se producen inmunoglobulinas de tipo A que
aparecen alrededor del octavo dia postinfeccion. La respuesta humoral tras la vacunacion
es parecida a la que se observa en la infeccién aunque la vacunacion parece que induce un
nivel mas bajo de anticuerpos. Los anticuerpos transferidos con el calostro se detectan

hasta las 8 0 16, semanas dependiendo de su nivel inicial.*°

1.7 DIAGNOSTICO

Los tejidos, en particular los pulmones, son usados para el aislamiento o deteccion del
antigeno mediante el aislamiento viral, el cual se puede hacer con el uso de cultivo celular
utilizando células de rifién de perro (linea celular MDCK), en que se espera observar dafo
celular, o bien utilizando huevos de gallina embrionados de 9-10 dias de edad
provenientes de aves libres de patdgenos. Debido a que el virus de la influenza porcina no
mata al embrion, se recolecta el liquido alantoideo después de 72 horas de incubacion y se
comprueba su capacidad de aglutinar eritrocitos de pollo, lo cual constituye una evidencia

presunta de la presencia del virus de la influenza.?®
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La inmunofluorescencia directa, la inmunohistoquimica, la ELISA de captura de antigeno
buscan el antigeno en muestras de pulmones refrigerados a 4 °C que deben procesarse
dentro de las primeras 48 horas postrecoleccion. Debido a que la inmunidad se desarrolla
rapidamente, la mayoria de los cerdos eliminan el virus unicamente durante 5-7 dias y, es
en este tiempo, cuando se pueden tomar muestras de orificios nasales mediante el uso de
hisopos.* ®

Otra prueba para determinar la presencia del virus de la influenza porcina es la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Las pruebas basadas en PCR se pueden utilizar ante
mortem mediante el uso de muestras de fluido nasal por medio de hisopos. La prueba ha
demostrado tener una alta sensibilidad y especificidad comparado con la ELISA de captura
y la inmunohistoquimica. La PCR aporta ademas la capacidad de diferenciar los subtipos
directamente sobre muestras clinicas o sobre aislamientos.? La prueba RT-PCR se basa en
la identificacion del gen M y con el se pueden encontrar virus inusuales de influenza.?

El virus de influenza tiene la capacidad de producir aglutinacion de los eritrocitos.
Cuando el suero posee anticuerpos frente a un tipo de Hemaglutinina se inhibe la
hemoaglutinacién. Esta reaccion es la base de la prueba de la inhibicién de la
hemoaglutinacion para detectar anticuerpos contra el virus de la influenza porcina. Dado
que la inhibicién de la hemoaglutinacion se basa en un Unico componente del virus no
puede realizarse una sola prueba para detectar los anticuerpos de H1 y H3, es por ello que
deben realizarse pruebas separadas con cada uno de los virus.? Con la prueba de inhibicién
de la Hemoaglutinacion se puede detectar a las dos semanas de vacunacion, el 55 % de los
cerdos con un titulo mayor a 1:20. Los titulos méas altos se observan 4 semanas después
de la vacunacién y son mayores de 1:320.°

Otras pruebas que pueden realizarse para la deteccion de anticuerpos son la

seroneutralizacion y la prueba de ELISA.* Con la prueba de ELISA, el 50% de los cerdos
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son seropositivos a las 2 semanas. A las 4 semanas de la vacunacion, el 100% de los
animales tienen seroconversién. °

En la Inmunodifusion en gel de agar, en pozos hechos en un gel de agar se les adiciona
suero de cerdo y se les enfrenta al antigeno; después de un periodo de incubacion, en que
los anticuerpos del suero y el antigeno se difunden, se forman bandas de precipitacion. El
antigeno utilizado es la nucleoproteina del virus de influenza aviar tipo A. La prueba
detecta anticuerpos precipitantes 1gG de alto titulo, por lo que es de baja sensibilidad y alta
especificidad. Tiene la ventaja de que no usa el virus patégeno.?

1.8 TRATAMIENTO, PREVENCION Y CONTROL.

Durante los brotes agudos, el tratamiento de las infecciones por el virus de la influenza
porcina se limita a establecer medidas de tipo paliativo como son: reducir el estrés,
disminuir la fiebre mediante el uso de acido acetilsalicilico, prevenir las infecciones
secundarias y asegurarse de que los cerdos se encuentren en el ambiente méas confortable
que sea posible.? La prevencién se basa en précticas de manejo destinadas a reducir la
entrada del virus de influenza porcina en una explotacion. Las practicas incluyen medidas
de bioseguridad tales como: la limitacion de acceso para personas y vehiculos, la limpieza
y desinfeccion exhaustiva y la cuarentena de cualquier cerdo nuevo que entre en la granja.
Para minimizar las pérdidas reproductivas debidas al virus se puede vacunar a las cerdas de
reemplazo, verracos, asi como a las cerdas antes de parir.?

El uso de medicamentos antivirales contra la influenza humana es una alternativa a
considerar en el control de la enfermedad. Hasta el momento existen cuatro medicamentos
antivirales que han sido utilizados en el control de la infeccion. Se trata de la amantadina y
la rimantadina, que bloguean al canal i6nico que forma la proteina M2 en la envoltura
viral, de manera que evita el cambio de pH requerido para separar la nucleoproteina de los

segmentos gendmicos durante el proceso de desnudamiento y la fusién de la envoltura
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virica con la membrana endosémica. Los inconvenientes para su uso provienen de la rapida
resistencia que se produce a la accion de ambos medicamentos y de la produccion de
efectos colaterales, que en el caso de la amantadina se verifica en el sistema nervioso
central y el higado, y en el de la rimantadina, en los rifiones. La rimantadina puede
utilizarse con una dosis diaria en lugar de dos con amantadina. Ademas, la rimantadina
presenta menos reacciones adversas.* * La amantadina demostrd ser eficaz para disminuir
la respuesta febril y la eliminacién del virus en cerdos experimentalmente infectados .Sin
embargo, no hay ningun tratamiento autorizado contra influenza porcina. Los nuevos
medicamentos para el control de la influenza se basan en el bloqueo de la neuraminidasa.
Las moléculas son inhibidores competitivos andlogos del &cido Siélico que compiten con
éste para prevenir la liberacion de la particula viral y su posterior distribucién en el tracto
respiratorio. Se han fabricado otras dos sustancias denominadas oseltamivir y zanamivir
que se administran por via oral y en aerosol intranasal, respectivamente, y ambas han
demostrado eficiencia para el control de infecciones por virus de los subtipos H1 y H3, asi

como efecto variable con el virus H5N1. El zanamivir mostré resultados variables en
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personas infectadas por el virus H5N1, sin embargo resultd efectivo en animales con

infeccion experimental.*
1.9VACUNASY VACUNACION

El impacto sobre la morbilidad y la mortalidad humanas ocasionadas por la infeccion con
virus de influenza endémica estacional se puede prevenir con el uso de vacunas.’

Las vacunas de influenza porcina actualmente en uso son de virus inactivado (virus
completo y por subunidades). Todas de manera general se obtienen a partir de virus
cultivados en huevos de gallina embrionados en un largo proceso que toma entre 6 y 8
meses.? %

En las vacunas inactivadas de virus enteros, el virus es cultivado en el saco alantoideo de
los huevos de gallina embrionados, purificado, concentrado y finalmente inactivado
usando formaldehido o  B-propiolactona segin el fabricante.’® Las vacunas por
subunidades son producidas de igual manera, pero las particulas virales son fragmentadas
mediante el uso de detergentes y la HA y NA son purificadas eliminandose otros
componentes virales. Estas vacunas causan menos reaccion local y una simple dosis genera
niveles adecuados de anticuerpos contra el virus.?*

Las vacunas ofrecen poca o nula proteccién cruzada entre diferentes subtipos, y la
proteccion ofrecida una vez que ha habido una variacidn antigénica entre aislamientos no
ha sido bien documentada. La vacuna ideal contra el virus de la Influenza Porcina deberia
inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes y una fuerte respuesta inmune celular.
También se requiere del desarrollo de células citotoxicas para destruir las células
infectadas por el virus. Idealmente, deberia producirse una vacuna que protegiera contra la
enfermedad provocada por todos los subtipos de influenza porcina. Actualmente hay

vacunas de virus inactivado contra el virus de la influenza porcina, a pesar de que se estan

15



Ilevando a cabo estudios con vacunas de virus vivo modificado, existe la preocupacion de
que pudiera ocurrir la reversién de la virulencia dada por un cambio antigénico.*

Las vacunas actuales contra el virus de la influenza porcina inducen la produccion de
anticuerpos tanto sistémicos como locales, y deberian disminuir la cantidad de virus
presentes en el cerdo y, por lo tanto, la cantidad de virus que se excreta dentro de una
poblacion. Las actuales vacunas son eficaces en la reduccion de la enfermedad clinica.
Aunque se sabe menos de la respuesta inmune celular en cerdos, las vacunas contra la
influenza en los humanos han demostrado que inducen buenas respuestas, por lo tanto que
se puede llegar a la hipétesis, de obtener resultados similares en los cerdos.?

Debe tenerse cuidado de no vacunar antes de las 10 semanas de edad con el fin de evitar la
interferencia producida por la inmunidad materna.®

Vacunas recombinantes.

Se ensayan también vacunas recombinantes que contienen diferentes proteinas virales
(HA, NA, NP, M1, y/o M2) expresadas en diferentes sistemas: Baculovirus, Adenovirus y
E. Coli.**

Vacunas de ADN.

Otro campo en el que desde hace afios se trabaja y cuyo inicio fue precisamente con el
virus de la influenza, es el de las vacunas de ADN. Diversas construcciones que contiene
genes de HA, NA, NP, M1 y NS combinados de diferentes maneras y asociados
generalmente a inmunopotenciadores estdn teniendo una inmunorespuesta humoral y
celular. A pesar de lo promisorio de esta tecnologia, consideraciones fundamentalmente de

tipo regulatorio han impedido su total desarrollo.?*

Vacuna universal.
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Un aspecto muy importante, y que en conjuncién con la aplicacion de las tecnologias ya
expuestas, resolveria definitivamente el problema de las vacunas contra influenza es la
utilizacion de antigenos conservados para generar proteccion contra la enfermedad en lugar
de antigenos tan variables como la HA. En la creacion de una vacuna universal contra la
influenza también se trabaja desde la Gltima década del siglo pasado. Las proteinas NP, M
y M2 han demostrado ser inmunogenicas y de reaccién cruzada en los estudios hechos
hasta el momento.?*

La via para aumentar el efecto de la vacuna gripal mediante los adyuvantes es un campo
en continua expansion, recientemente se han ensayado en modelos animales los adyuvantes
LT-K63 y LTR72, fracciones derivadas de la enterotoxina termoestable de E. coli, con
resultados prometedores. Algunas de estas experiencias en modelos animales han utilizado
ademas la combinacion de liposomas para vehiculizar interferon gamma en vacunas
inactivadas compuestas de subunidades antigénicas de hemaglutinina y Neuraminidasa y
conseguir un efecto inmunégeno mayor.?

Vacunacion en Humanos

Los virus de la influenza experimentan cambios frecuentes en sus antigenos de
superficie.?’

La inmunidad adquirida tras la infeccién por uno de estos virus no genera una proteccion
total contra las variantes antigenicas o genéticas del mismo subtipo (virus de tipo A) ni del
mismo tipo (virus de tipo B). En consecuencia, cada afio ocurren brotes epidémicos de
influenza. Es necesario disefiar anualmente nuevas vacunas adaptadas a los virus que
circulan, los cuales se prevé que serdn la causa de la siguiente epidemia. En los paises
industrializados, las vacunas antigripales procuran una proteccion del 70% al 90%
aproximadamente, contra la enfermedad clinica en los adultos sanos, siempre que los

antigenos de la vacuna correspondan con los antigenos de los virus que circulan. La

17



vacunacion antigripal durante el embarazo se considera segura y se recomienda para todas
las mujeres embarazadas durante la temporada de influenza. Esta recomendacion no so6lo
responde a la gravedad que puede alcanzar la influenza durante el embarazo, sino que
busca proteger a los lactantes contra la influenza, pues son particularmente vulnerables
durante sus primeros meses de vida.”®

La proteccion contra la enfermedad clinica proviene esencialmente de los anticuerpos
séricos, mientras que las inmunoglobulinas de tipo IgA producidas en las mucosas
contribuyen a la resistencia contra la infeccion. El principal objetivo antigénico de los
anticuerpos neutralizantes es la hemaglutinina. Las concentraciones de anticuerpos séricos,
medidas mediante la inhibicién de la hemoaglutinacion, parecen correlacionarse con la
proteccion contra la infeccion y la enfermedad. Los linfocitos T citotdxicos especificos de
la influenza y las células que originan una citotoxicidad dependiente de anticuerpos y con
mediacion celular permiten limitar la infeccidn. Los anticuerpos contra la influenza pueden
persistir durante meses o incluso afios, aunque en algunos grupos de alto riesgo puede
observarse una disminucion de la concentracion de anticuerpos pocos meses después de la
vacunacion.?

Dentro de un subtipo dado, el efecto protector del anticuerpo inducido por una cepa
particular puede disminuir o perderse como consecuencia de un fenémeno de deriva
antigénica.”®

Existen dos tipos de vacunas antigripales, las vacunas inactivadas y las vacunas con cepas
vivas atenuadas. De acuerdo con las recomendaciones de la OMS, las vacunas autorizadas
en el mercado internacional contienen los dos subtipos H3N2 y H1N1 del virus de tipo Ay
un virus de tipo B. La actual vacuna rusa atenuada se prepara a partir de variantes
atenuadas mediante resiembras a baja temperatura de una cepa H2N2, la cual ha tenido

intercambios genéticos con las cepas epidémicas HIN1 y H3N2 y se combina con un virus
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de la influenza tipo B, reordenado y también atenuado a baja temperatura. Este virus
vacunal termosensible se reproducira bien en el medio relativamente fresco de la
nasofaringe, pero mal en las vias respiratorias inferiores. Los informes sefialan que la
vacuna es inocua y sumamente eficaz tras una dosis unica en adultos y nifios mayores de 3
afios de edad.”®

Vacunacion en aves.

La influenza aviar ha reabierto el debate internacional sobre la posibilidad de aprobar
camparfias de vacunacién en aves. La experiencia en la prevencion de brotes de influenza
aviar en aves de corral de afios previos recomienda estrategias que permitan diferenciar
entre aves infectadas y aves vacunadas. Tras el brote de influenza aviar H7N1 que se
declaré en 1999-2000 en la region del valle del Po en Italia, se desarrolld y aplicd una
camparfia de vacunacion preventiva, en la que se utilizo la estrategia DIVA (diferenciacion
entre animales infectados y vacunados), con pavos, gallinas ponedoras y otras aves de
corral en ciertas zonas de alto riesgo (de transito de aves migratorias). Se empled una
vacuna inactivada H7N3 contra el virus H7N1. La campafia fue de gran eficacia para la
contencion de los virus de influenza aviar de baja patogenicidad, evitando su mutacion a
cepas de alta patogenicidad. La estrategia DIVA requiere el empleo de vacunas apropiadas
y pruebas diagndsticas especificas. Se basa en el uso de una vacuna inactivada que
contiene el mismo subtipo de Hemaglutinina (H) que el virus escogido pero que tiene una
Neuroaminidasa (N) diferente. Esta Neuroaminidasa diferente es la que permite marcar y
diferenciar en un brote de influenza aviar, los animales vacunados de los naturalmente
infectados y eliminar las restricciones aplicadas a la carne y derivados de aves de corral
vacunadas, una vez que se demuestre claramente que las manadas estan libres de infeccion.

Las desventajas de la estrategia de vacunacion DIVA son:
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— Se necesitan de una a tres dosis para lograr una inmunidad adecuada, lo cual
supone un costo importante y un retraso en la adquisicion de la inmunidad.

— Excepto en gallinas y pavos, y hasta cierto punto en patos, los resultados no son
completamente satisfactorios.

— Laestrategia DIVA requiere un diagndstico especifico complejo.

— Independientemente de lo establecido en el Cddigo de la OIE, puede suponer la
aparicion de restricciones comerciales unilaterales entre los paises.? *

La estrategia de vacunacién DIVA se utiliza en cerdos para la inmunizacion de

subunidades de la bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae.®

En Meéxico se ha establecido la NOM-044-ZO0-1995, Campafia Nacional contra la

Influenza Aviar Donde se establece que: “Habiéndose identificado en algunas entidades

federativas virus de Influenza Aviar de Alta Patogenicidad se autoriza la produccién del

bioldgico y su aplicacion. Unicamente se autorizara la elaboracion de vacuna inactivada de

Influenza Aviar. Para la produccién de vacunas se utilizara la semilla producida en la

Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios”.
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1.10 ASPECTOSHISTORICOS

L os historiadores de la medicina afirman que la gripe ya era conocida desde |a antigtiedad.
Existe la posibilidad de que |a epidemia descrita por Hipdcrates en el afio 412 a.C. fuerade
gripe. Otra epidemia de perfiles similares fue la que afectd al gjército griego en € sitio de
Siracusa, en € afio 395 a.C. El primer registro de una epidemia de gripe se refiere ala que
ocurrio en Europa en e afo 1170 d.C. a la que siguieron por lo menos 47 epidemias
importantes en el vigjo continente. En América, la primera descripcion de un problema
respiratorio severo de este tipo se documenté en Texcoco, en 1552, y se le denomino
"pestilencia catarral”. La primera pandemia reconocida ocurrio en 1580, que los italianos
describieron como influencia de las estrellas, de ahi la denominacion de influenza.® *

El virus de la influenza porcina se describio por primera vez en 1918 en Estados Unidos,
Hungria y China. Coincidié con la pandemia de influenza humana mas grave de los
tiempos modernos que causd la muerte de mas de 20 millones de personas en todo €l
mundo. Ahora se sabe que el agente causal de ambas infecciones fue un virus HIN1 que
posiblemente derivé de un antecesor comun. En 1930 € virus de la influenza porcina se
aiso y fue identificado por € Dr. Richard Shope del Departamento de Patologia
Comparativa del Instituto Rockefeller en Pricenton. Fue el primero en reproducir la
influenza en cerdos sanos, inoculando material obtenido de cerdos enfermos gque habia sido
filtrado mediante la cAmara de Pasteur-Chamberland. Esta fue la primera evidencia de una

etiologiaviral de lainfluenza porcina .’

1.11 BROTES PANDEMICOS

La influenza pandémica se refiere a la introduccion y posterior diseminacion mundial de

un nuevo virus de influenza en la poblacion humana, 10 que ocurre de manera esporadica, y
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que, debido a que los humanos carecen de inmunidad para € nuevo virus, pueden
suscitarse epidemias graves con elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. Historicamente
el origen de las pandemias de influenza se debe ala transmision de virus de aves al hombre
o latransferencia de genes de éstos alos virus de lainfluenza estacional .**

La pandemia de 1918-1919 (H1IN1) causd la muerte mundial de 20 a 40 millones de
personas, |o que representd del 2.5 a 5% de la poblacién global, y se calcula que a menos
20% de la poblacion mundia se infecté con e virus. En México, a finales de 1918 se
registraron brotes en Torredn, Gémez Palacio y San Pedro de las Colinas, a grado de que
se registraron hasta 300 defunciones en la primera de las localidades mencionadas,
calculandose que durante dicha epidemia murieron en esas poblaciones alrededor de 21
mil personas. La pandemia de influenza de 1918-1919 produjo en México — (que entonces
tenia 14 millones de habitantes)- 500 mil victimas mortales, con una tasa de mortalidad de
entre 22 y 35%.%

Influenza asidica de 1957 (H2N2). La pandemia de 1957 se inicié cuando un virus de
origen aviar del subtipo H2N2 aport6, mediante un proceso de recombinacion, tres genes al
virus HIN1 circulante. Los genes donados fueron los de la HA, NA y PB1. El virus
resultante, con nuevas proteinas HA y NA, con las cuales la poblacién humana no habia
tenido contacto, se difundié con celeridad en dos oleadas que causaron una alta morbilidad
y una mortalidad que, aunque no fue semejante ala de 1918, se calcula que alcanz6 de uno
a cuatro millones de personas. Como el origen se identifico en Singapur, se le denominé
"influenza asi&ica'. La aerta temprana de un problema respiratorio con elevada
morbilidad en Hong Kong, la pronta identificacion y caracterizacién del nuevo virus de
influenza, y el rapido desarrollo y distribucién de la vacuna especifica contribuyeron a

minimizar |os efectos de la pandemia.* ’
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Influenza de Hong Kong (H3N2) en 1968. Una nueva recombinacion ocurrio entre €l virus
H2N2, circulante en humanos, con un virus aviar del subtipo H3. El total de fallecimientos
global se estimé en cuatro millones de personas debido a que, en contraste con la deteccion
temprana del virus de la pandemia anterior, en 1968 la deteccién tuvo lugar de manera
tardiay no se produjo una vacuna con oportunidad. %’

Influenza New Jersey (HIN1) 1976. Seaislé un virus A/NJ8/76(HIN1) relacionado alos
virus de influenza porcina, a partir de reclutas militares enfermos en el fuerte Dix, NJ. Por
consiguiente, se inicié un programa naciona para vacunar a los seres humanos contra el
virus y también se inicio un programa de vigilancia para investigar a los cerdos y su
contacto con los seres humanos. La naturaleza zoonética del virus se comprobd en
noviembre de 1976 cuando se aisl6 a partir de cerdosy de su cuidador € virus de Influenza
HIN1.°

Influenzarusa (H1N1)1977. El origen del virus esincierto ya que permanecié oculto por al
menos 20 afios ya que los estudios de secuenciacion indicaron su similitud con € virus
HIN1 que circulaba en 1957 y que pudo haber sido liberado por algun laboratorio de
manera accidental. El brote seinicio en laregion sur de Rusia en octubre y para febrero del
siguiente afio e virus se habia difundido a todo e mundo. Debido a que la poblacion
mayor de 20 afios habia tenido contacto previo con el virus, € impacto fue mayor en
individuos menores de esta edad, en quienes causd una elevada tasa de morbilidad y

mortalidad.®

1.12 ANTECEDENTESEN MEXICO

En 2003 en un estudio donde se involucraron 240 granjas porcinas de ciclo completo
ubicadas en los Estados de México, Guanagjuato y Jalisco, se identificaron anticuerpos
contra PRRS, Coronavirus Respiratorio Porcino, Enfermedad de Aujeszky, Enfermedad

del Ojo Azul e Influenza Porcina. Se concluy6 que los animales con anticuerpos contra el
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virus del PRRS presentaron asociacion serologica con Coronavirus Respiratorio Porcino,
Influenza Porcina, virus de la Enfermedad de Aujeszky y de la Enfermedad del Ojo
Azul ®

En e 2003 se realizo un estudio en la zona centro del Estado de Yucatan en 25 granjas
porcinas de ciclo completo. El nUmero de cerdos muestreados por granja fue de 40, diez
por cada etapa de produccion (destete, crecimiento, desarrollo y finalizacion). Se utilizo la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion para los subtipos HIN1 y H3N2. De los 1000
cerdos muestreados 83 fueron positivos a subtipo HIN1 y 651 a subtipo H3N2. Estos
resultados indican alta frecuencia (56%) del subtipo H3N2, como la descrita en paises de
Europa, lo que indica que €l virus de la influenza porcina tiene una alta distribucion en las
granjas porcinas del mundo. El subtipo H3N2 mostr6 mayor frecuencia que el subtipo
H1N1 en las distintas etapas de produccion.*

En e 2005 se determinaron |os anticuerpos contra influenza porcina subtipo H3N2 en los
diferentes estados de la republica mexicanay se encontrd que de 1850 sueros se detectaron
796 (43%) seropositivos para el subtipo H3N2 para el virus de influenza porcina.®®

Un estudio del 2006 de seroprevalencia realizado para e subtipo H3N2 del virus de la
influenza porcina en las etapas de: pie de criay engorda. Se encontrd que de |os trescientos
sueros analizados por etapa e 47 % de los animales en pie de cria eran seropositivos y en
la etapa de engorda el 47.6 % lo cual no mostré diferencia estadistica por etapas.®’

En zonas rurales en € estado mexicano de Yucatan, en € municipio de Maxcanu €l
“sistema de traspatio,” es el sistema de produccion en el cua los animales tales como
cerdos, patos, pavos, y pollos estén todos en proximidad a los seres humanos, este sistema
es a la actividad tradicional de personas indigenas mayas de los cuales se tomaron 115
muestras de sangre y por medio la prueba de inhibicion de la hemoagl utinacion se encontro

que la seropositividad era: 26.9% a A/Bayern/7/95 (HIN1) , 40.8% a A/Sydney/5/97
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(H3N2), 1.7% a A/Swine/Wisconsin/238/97 (HIN1), y 79.1% a A/Swine/Minnesota/
593/99(H3N?2). Este es &l primer informe en México del predominio de anticuerpos al virus

de lagripe de los cerdos en seres humanos.®
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2.0 JUSTIFICACION

La Influenza Porcina es una enfermedad que tiene el potencial de causar problemas
sanitarios severos en granjas porcinas, especialmente cuando se asocia con otros agentes
etioldgicos. Actualmente el desarrollo y la aplicacion de inmundgenos es el principal
método para contrarrestar los efectos de la enfermedad. Por lo tanto es importante evaluar
los esquemas de vacunacion que se estan llevando acabo en las granjas porcinas y los
bioldgicos existentes en el mercado nacional.

La vacunacion en sabana (masiva o simultaneamente a todo el hato) es una de ellas, sin
embargo al aplicarse en momentos diferentes de la gestacion, pudiera ser que las hembras
pierdan inmunidad entre una aplicacion y otra, o bien que no transfieran suficiente
inmunidad a sus lechones. Por otro lado, al aplicarse en un tiempo fijo (cada cuatro
meses), las hembras tendran diferentes edades de gestacion en cada aplicacion, lo que
obliga a determinar la duracién de dicha inmunidad para poder definir el tiempo al que
deberia repetirse la vacunacion. También es comun el hecho de que en las granjas se
cambie de marca comercial entre una aplicacion y otra, esto se hace por diversos motivos:

precio y disponibilidad en el mercado entre las principales.

26



3.00BJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de anticuerpos al momento del parto en hembras y en sus crias
mediante la aplicacion de un esquema de inmunizacion en diferentes momentos de
la gestacidn, con una sola vacunacion y el efecto de una segunda aplicacion con
una marca comercial diferente cuatro meses después y asi poder determinar cual es

el mejor momento para inmunizar a las cerdas.

3.1 OBJETIVOSESPECIFICOS

Determinar el estado inmunolédgico de las hembras antes de aplicar la primera
vacunacion para establecer los titulos de anticuerpos basales antes de la
vacunacion.

Inmunizar cerdas con uno y dos meses de gestacion mediante la aplicacion de una
(Grupo 1y 2) y dos vacunaciones en un intervalo de 4 meses (Grupo 3y 4) y asi
establecer en que momento se obtienen mayores titulos de anticuerpos.

Obtener sueros de las cerdas inmunizadas mediante la coleccién de sangre al dia
del parto y de una muestra de sus crias, a las 2 semanas de edad para realizar las
pruebas seroldgicas.

Comparar los titulos de anticuerpos contra la influenza porcina para los subtipos
H1N1 y H3N2 mediante la técnica de Inhibicion de la Hemoaglutinacion tanto en
las hembras como en sus crias.

Comeparar los titulos de anticuerpos entre grupos mediante la prueba de Analisis de

Varianza y saber si hay diferencia estadistica entre ellos.
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4.0HIPOTESIS

La aplicacion de una o dos vacunas contra influenza porcina (subtipos HIN1 y H3N2) a
hembras reproductoras a las que les falten uno o dos meses para parir, en forma masiva y
simultdnea en esquema de hato reproductor completo, no afecta la inmunidad activa

generada en las hembras, ni en la pasiva transferida a los lechones.
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50MATERIAL Y METODOS

5.1 Granja

El trabajo se llevo a cabo en una granja sitio 1 de 1400 hembras ubicada en Tepalcingo,
Estado de Morelos, region de clima calido subhimedo, registra una temperatura media
anual de 23.6° C, con una precipitacion pluvial de 942.9 milimetros anuales. Esta granja
tiene antecedentes de la presencia del virus, pero no de vacunacion previa contra Influenza
porcina. Las hembras se encuentran alojadas en jaulas de gestacién en las areas de servicio
y gestacion (donde fueron vacunadas) y una semana antes del parto son cambiadas a la sala

de Maternidad.

5.2 Inmunégenos:

1. Vacuna comercial Flusure (Pfizer) liofilizada que contiene 2 subtipos HIN1 y
H3N2 de virus inactivados de Influenza con adyuvante de aceite en agua el cual es
utilizado para rehidratar la vacuna liofilizada (V 1).

2. Vacuna comercial Maxivac Excell 3 (Lab. Schering-Plough) es una vacuna de

virus inactivado que contiene 2 subtipos HIN1y H3N2 (V 2).

5.3 Procedimiento experimental

Se seleccionaron aleatoriamente cuatro grupos de animales de 12 hembras cada uno
compuesto con el siguiente tipo de animales: 2 reemplazos, 2 de primer parto, 2 de
segundo parto, 2 de tercer parto, 2 de cuarto parto y 2 de quinto parto.

Se aplicaron a las cerdas dos vacunaciones en esquema de hato completo con vacunas

comerciales contra influenza porcina.

Conformacion de los grupos:
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Vacunal (V1)

Grupo 1 Grupo 2
12 Hembras vacunadas un mes antes 12 Hembras vacunadas dos meses antes de la
de la fecha probable de parto fecha probable de parto
Vacuna 2 (V2)
Grupo 3 Grupo 4
12 Hembras vacunadas un mes antes 12 Hembras vacunadas dos meses antes de la
de la fecha probable de parto fecha probable de parto
Cronograma
Dias Actividades
0 Muestreo Basal
1 Inmunizacion de todos los grupos con V1
30 Muestreo de cerdas paridas (Grupo 1)
44 Muestreo de lechones del grupo 1
60 Muestreo de cerdas paridas (Grupo 2)
74 Muestreo de lechones del grupo 2
134 Inmunizacion de los grupos 3y 4 con V2
164 Muestreo de cerdas paridas (Grupo 3)
174 Muestreo de lechones del grupo 3
194 Muestreo de cerdas paridas (Grupo 4)
208 Muestreo de lechones del grupo 4

5.4 Toma de muestrasy preparacion de sueros:

Las muestras fueron tomadas con jeringas de 20 ml y aguja del No. 18 para las cerdas y
para los lechones con jeringas de 10 ml y agujas del No. 21 a partir del golfo de yugulares,
sin anticoagulante. Las muestras de sangre se centrifugaron para la obtencion del suero, se
colocaron en tubos Eppendorff y se conservaron a -20°C hasta su procesamiento. Todas las
muestras se procesaron y trabajaron en el Laboratorio de Virologia del Departamento de

Produccion Animal: Cerdos (DPAC), de la FMVZ en la UNAM

5.5 Andlisis serologico:
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5.5.1 Preparacion de muestras.
Todos los sueros se colocaron en bafio maria a 56°C durante 30 min, con el fin de
inactivar el complemento. Para eliminar hemaglutininas inespecificas y posibles
contaminantes se tomaron 60 microlitros de suero y se le adicionaron 120 microlitros
de caolin y 120 microlitros de eritrocitos de ave al 5% (Dilucion 1:5). Se dejaron en

refrigeracion durante 24 hrs. para que sedimenten el caolin y los eritrocitos.

5.5.2 Antigeno.
Se utilizaron antigenos de referencia HIN1 y H3N2 (donados por los Lab. Pfizer). Los
cudles fueron titulados previamente y ajustados a 8 unidades hemoaglutinates (UH) en
50 microlitros.

5.5.3 FEritrocitos.
Se utilizo una suspension de eritrocitos de ave al 0.5% preparada en una solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) con pH de 7.0 a 7.2.

55.4 Controles.
Suero control positivo para HIN1 (suero hiperinmune polivalente elaborado en
conejo).
Suero control positivo para H3N2 (suero hiperinmune polivalente elaborado en
conejo).
Suero control negativo de cerdo (tomado del banco de sueros del DPAC).
Control de virus (Cepas de referencia donadas por Laboratorios Pfizer)
Control de eritrocitos de ave.

5.6 Procedimiento de la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion

1. Se colocaron 50 microlitros de PBS en microplacas de 96 pozos fondo en “U”.
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2. Enla hilera “A” de la placa se colocaron 50 microlitros de cada suero problema y
de los controles (positivo y negativo) (Dilucion de suero 1:10).

3. Se realizaron diluciones dobles seriadas transfiriendo 50 microlitros (desde 1:10
hasta 1:1280).

4. Se colocaron 50 microlitros de antigeno y se dejo incubar por media hora.

5. Se colocaron 50 microlitros de eritrocitos al 0.5% y se esper6 a que el control de
eritrocitos sedimentara.

6. Realizacion de la lectura. El titulo de los sueros se dio en la dilucion inversa a

donde se comenz0 a presentar aglutinacion.

5.7 Andlisis estadistico

Primero se realizé una trasformacion logaritmica base 10 de los titulos serdlogicos,
obtenidos para cumplir el supuesto de normalidad. Para el andlisis de estos datos se empleo
un andlisis de varianza (ANDEVA) con un disefio de dos factores completamente
aleatorizados y con el siguiente modelo:

Yijk= p+ ai + By+ afij+ €ijk

Donde:

K= media

a = i ésimo efecto del nimero de vacunas aplicadas (i =1, 2).

S= ] ésimo efecto del periodo posvacunacion (j = 1, 2).

afp= efecto de la interaccion entre el numero de vacunas aplicadas y el periodo
posvacunacion.

e= Error aleatorio.

Para el andlisis se utilizo el paquete estadistico JPM. **
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6.0 RESULTADOS.
6.1 Serologia para el subtipo HIN1

Las 48 cerdas gestantes seleccionadas eran serolGgicamente negativas antes de la
aplicacion de las vacunas, ya que tuvieron un titulo de anticuerpos basales de 1:20 (+
1.72) y ladilucion en la que se consideran positivos es a partir de 1:80.

En el cuadro 2 se observan que las 12 hembras que recibieron lavacuna 1, un mes antes de
la fecha probable de parto (Grupo 1) tuvieron a parto un promedio de titulos de
anticuerpos de 1:90.

Para las 12 hembras que recibieron la vacuna 1, dos meses antes de |la fecha probable de
parto (Grupo 2) tuvieron al parto un promedio de titulos de anticuerpos de 1:90.

Las 12 hembras que recibieron la vacuna 2, un mes antes de la fecha probable de parto
(Grupo 3) tuvieron a parto un promedio de titulos de anticuerpos de 1:320.

Para las 12 hembras que recibieron la vacuna 2, dos meses antes de la fecha probable de

parto (Grupo 4) tuvieron a parto un promedio de titulos de anticuerpos de 1:127.

CUADRO 2: Titulos promedio y desviacion estandar obtenidosen Hembras de

los diferentes grupos para el subtipo H1IN1.

HIN1 (n=12)
Hembras Promedios (Desv.est.)
Grupo 1 90 (+1.49)
Grupo 2 90 (+1.78)
Grupo 3 320(+35)
Grupo 4 127 (£1.87)
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En & cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos del muestreo de las 48 crias (dos por
camada) se observa que € titulo de anticuerpos mas alto se obtiene de las crias de las
hembras a las que se les aplico la vacuna 2 un mes antes de la fecha probable de parto
(Grupo 3 ), con un promedio de titulo de anticuerpos de 1:277 y el promedio de los titulos
de anticuerpos pasivos mas bajo registrado fue e proveniente de los lechones de las
hembras a las que se les aplico la vacuna 1 un mes antes de la fecha probable de parto

(Grupo 1) con untitulo de de 1:32.

CUADRO 3: Titulos promedio y desviacién estandar obtenidos delainmunidad

pasiva en los lechones de los diferentes grupos para el subtipo HIN1.

HIN1 (n= 24)

Crias Promedios (Desv.est.)
Grupo 1 32(+ 1.62)
Grupo 2 35(+15)
Grupo 3 277 (+243)
Grupo 4 73(+2.68)

6.2 Serologia para e subtipo H3N2

L os titulos de anticuerpos basales para las 48 hembras fue de 1:27 ( + 1.63) por lo cual son
considerados negativos ya que a partir de la dilucién 1:80 se consideran positivos.

En el cuadro 4 se muestran los resultados de la serologia de las hembras de pie de cria
hacia el subtipo H3N2, donde se observa que las 12 hembras que recibieron la vacuna 1,
un mes antes de |la fecha probable de parto (Grupo 1) e promedio de titulos de anticuerpos

obtenido al momento del parto fue de 1:640.
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Las 12 hembras que recibieron la vacuna 1, dos meses antes de la fecha probable de parto
(Grupo 2) e promedio de titulos de anticuerpos obtenido a momento del parto fue de
1:479.

Paralas 12 hembras que recibieron la vacuna 2, un mes antes de la fecha probable de parto
(Grupo 3) el promedio de titulos de anticuerpos obtenido a parto fue de 1:570.

Las hembras que recibieron la vacuna 2, dos meses antes de la fecha probable de parto

(Grupo 4) el promedio de titulos de anticuerpos obtenido al parto fue de 1: 427.

CUADRO 4: Titulos promedio y desviacion estandar obtenidosen Hembras de

los diferentes grupos para €l subtipo H3N2.

H3N2 (n= 12)
Hembras Promedios (Desv.est.)
Grupo 1 640 (£ 1.69)
Grupo 2 479 (+£1.87)
Grupo 3 570 (+2.13)
Grupo 4 427 (£1.73)

En el cuadro 5 se observan los resultados obtenidos del muestreo de las 48 crias donde €l
titulo de anticuerpos mas alto estuvo en los lechones provenientes de hembras alas que se
les aplico la vacuna 2, un mes antes de la fecha probable de parto con un promedio de
titulo de anticuerpos de 1:554 vy €l titulo de anticuerpos pasivos més bajo registrado fue el
proveniente de las crias de las hembras a las que se les aplico la vacuna 2, dos mes antes

de lafecha probable de parto con un titulo de de 1:190.

35



CUADRO 5: Titulos promedio y desviacion estandar obtenidos de lainmunidad

pasiva en los lechones de los diferentes grupos para el subtipo H3N2.

H3N2 (n=24) Mes 1
Crias Promedios (Desv.est.)
Grupo 1 453 (+ 2.26)
Grupo 2 320 (+249)
Grupo 3 554 (+2.08)
Grupo 4 190 (£ 2.45)

En el cuadro 6 se observan las modas obtenidas para € subtipo HIN1 en donde los
valores altos se obtuvieron mayoritariamente con la vacuna 2. En el caso de las hembras la
moda de titulo de anticuerpos mas ato se encontré en las hembras del grupo 3 con un
titulo de 1:320 y los valores més bajos se encontraron en las hembras del grupo 1y 2 con
un titulo de anticuerpos de 1:80. En € caso de las crias |a moda més alta se encontro en las
crias provenientes de hembras del grupo 3y €l valor més bagjo en las crias provenientes del

grupo 1 con un titulo de anticuerpos de 1:20.

CUADRO 6: Modasde los titulos obtenidos para HIN1 en las madresy en sus crias de

los diferentes grupos.
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Hembras Crias
Grupo 1 80 Grupo 1 20
Grupo 2 80 Grupo 2 40
Grupo 3 320 Grupo 3 320
Grupo 4 160 Grupo 4 80

En el cuadro 7 se observan las modas obtenidas para €l subtipo H3N2 en donde los
valores altos se obtuvieron en las hembras del grupo 3 con un valor de 1:1280 y de las crias
provenientes de este grupo con un titulo de 1:640. La moda del valor bajo se encontrd en

las hembras del grupo 2y 4 con un valor de 1:320 y en sus crias con un titulo de 1:160.

CUADRO 7: Modasde los titulos obtenidos para H3N2 en las madresy en suscrias de

los diferentes grupos.

Hembras Crias
Grupo 1 640 Grupo 1 320
Grupo 2 320 Grupo 2 160
Grupo 3 1280 Grupo 3 640
Grupo 4 320 Grupo 4 160

En la Figura 1 aparecen graficados los promedios de los titulos de anticuerpos contra
Influenza porcina subtipos HIN1 y H3N2 en hembras. Los resultados de las hembras para
el subtipo HIN1, el valor més alto de titulos de anticuerpos se obtuvo en el grupo 3 con un

titulo de anticuerpos promedio de 1:320 y el menor lo obtuvieron las hembras del grupo 1
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y 2 con un titulo de anticuerpos promedio de 1:90. Para el subtipo H3N2 el valor mas alto
de titulos de anticuerpos se obtuvo de las hembras del grupo 1 con un titulo de anticuerpos
promedio de 1:640 y el menor valor |o obtuvieron las hembras del grupo 4 con un titulo de

anticuerpos promedio de 1:427.

Figura 1: Titulos de anticuerpos promedio contra Influenza porcina subtipos HIN1 y H3N2 en

Hembras
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En la figura 2 aparecen los titulos promedio de las crias de los diferentes grupos de
hembras. El titulo promedio mas alto de anticuerpos para e subtipo H1IN1 corresponde a
las crias provenientes de hembras del grupo tres con un titulo promedio de anticuerpos de

1:277 y &l menor corresponde a las crias provenientes de las hembras del grupo 1 con un
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titulo promedio de anticuerpos de 1:32. Para H3NZ2, € titulo promedio méas alto en las crias
fue de las provenientes de hembras del grupo 3 con un titulo promedio de anticuerpos de
1:554; mientras que €l titulo promedio menor fue en las crias provenientes de hembras del

grupo 4 con un titulo promedio de anticuerpos 1:190.

Figur a 2: Titulos de anticuerpos promedio contra Influenza porcina subtipos HIN1 y

Crias
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En las hembras, para el subtipo HIN1 se encontrd interaccion entre € tipo de vacunay el
momento de la vacunacion (P=0.0467). Para H3N2 no se encontraron diferencias entre las
vacunas (P=0.523) ni entre los momentos de la vacunacion (P= 0.115). En las crias, para
HAIN1y H3N2 se encontré unainteraccion entre la vacunay el momento de la vacunacion

(P<0.001 y P=0.038 respectivamente).
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7.0 DISCUSION.

Para el subtipo H1INL1 los titulos de anticuerpos mas altos se dieron al recibir el refuerzo 4
meses después un mes antes de la fecha probable de parto con la vacuna Maxivac Excell 3,
lo que puede ser debido a que contiene cepas de HIN1 clasicas y HIN1 recombinante.
Los titulos de anticuerpos mas altos para el subtipo H3N2 se obtuvieron al vacunar a las
hembras un mes antes de la fecha probable con la vacuna | (Flusure) lo que ayudaba a tener
titulos de anticuerpos pasivos altos.

Se reconoce el papel del cerdo como hospedador intermediario, adaptador y amplificador
de ciertos subtipos virales para infecciones en humanos. Los estudios genéticos de los virus
de influenza clasica del cerdo y en humanos de los subtipos H1 y H3 indican que tienen un
ancestro comdn de origen aviar y una relacion filogenética cercana entre ellos.*°

La vacunacion contra el virus de la influenza porcina es una herramienta usada que ayuda
a prevenir y controlar la enfermedad en cerdos.*® Asimismo el monitoreo de los
programas de vacunacion requiere de técnicas estandarizadas que permitan conocer el
estado de los hatos vacunados.**

En este experimento se midieron los anticuerpos activos y pasivos mostrandose que para
el subtipo HIN1 de la vacuna de Flusure (Pfizer) y Maxivac Excell 3 (Shering Plough), el
promedio de los titulos de anticuerpos fue diferente durante el primer periodo comparado
con el segundo y segun Kristien et al. uno de los mayores problemas en las vacunas es que
su contenido de hemaglutininas no esta estandardizado. En el caso de las vacunas
utilizadas en el ser humano y en los equinos se ha demostrado que existe una relacion
directa entre la cantidad de hemaglutininas y los niveles de anticuerpos y que, para lograr

una buena proteccion se han fijado limites para hacer las vacunas.*



La determinacion de anticuerpos dos meses despueés aplicada la vacuna fue con el objetivo
de comprobar si habia una produccion de anticuerpos o estos declinaban ya que en la
etiqueta de la vacuna de Maxivac garantiza que con su adyuvante estimula la inmunidad
hasta por tres meses después de la vacunacion, sin embargo los resultados demuestran que
tienden a caer.

En la medicion de los anticuerpos pasivos para el subtipo HIN1 el titulo mas alto lo
obtuvieron las crias procedentes de hembras que tenian un mes de haber recibido la
segunda vacunacion, esto les permite disminuir la incidencia y la severidad de la
enfermedad clinica, pero no proporcionan la proteccion completa contra la infeccion del
virus. 24

Para el subtipo H3N2 los titulos de anticuerpos promedio mas altos se obtuvieron con la
vacuna uno al inmunizar a las cerdas un mes antes de la fecha probable de parto.

Los titulos de anticuerpos pasivos méas altos se dieron de las crias de las hembras con un
mes de haber recibido la segunda vacuna.

Los animales que recibieron dos vacunaciones mostraron un elevado titulo de anticuerpos
debido a que al recibir la primera vacunacién generaron anticuerpos y linfocitos T
sensibilizados generandose, por lo tanto, memoria inmunoldgica que al entrar en contacto
por segunda vez con el inmundgeno la respuesta fue mejor. **

Actualmente los cerdos son afectados por los subtipos HIN1, H3N2 y recientemente el
H1IN2 y se ha demostrado que en la Hemaglutinina 1 del subtipo HIN1y HIN2 posee un
70 % de aminoacidos homologos por lo que al vacunar a los cerdos con los subtipos HIN1
y H3N2 y desafiarlos con un virus HIN2 se ha recuperado una menor cantidad de virus de
sus pulmones y se han reducido los signos o no se han observado, comparados con los del
grupo control en donde se presento disnea, fiebre, anorexia, depresion y respiracion

abdominal *®
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En Europa, experimentalmente se creo una vacuna trivalente con los subtipos HIN1,
H3N2 y H1N2, que al ser aplicada a cerdos serolégicamente negativos se observo que
para el subtipo HINZ los titulos de anticuerpos eran altos, pero para los subtipos H1N1y
H3N2 eran bajos o nulo, por lo que se considero que podria deberse a una competencia
antigénica entre los componentes de la vacuna y por ello se requeria tener una optima
formulacion de los mismos.*

La competencia antigénica se presenta cuando la presencia de un antigeno determinado en
una mezcla de antigenos puede provocar una disminucion de la respuesta inmune a los
otros antigenos, esto puede ocurrir incluso entre epitopos de una misma molécula
antigénica. La posible explicacion estriba en la competencia entre distintos péptidos
procesados (de distintas moléculas o de la misma) por unirse al surco de las moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad, de modo que el péptido mas inmunodominante
se une a casi todas las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad disponibles,
evitando la unién de otros péptidos; ello evita la activacion de células T que reconocen
esos otros péptidos.* La competencia antigénica podria ser una causa por la cual el titulo
de anticuerpos para el subtipo HLN1 de la vacuna Flusure de laboratorios Pfizer este méas
bajo comparado con la vacuna Maxivac Excell 3 Shering Plough. Jackson et al.
Experimento con un esquema de vacunacion que consistia en la aplicacion de dos dosis
con un intervalo de 21 dias, haciendo nueve muestreos serolégico con la utilizacion de tres
grupos de 10 animales de la cuarentena provenientes de hembras serol6gicamente
negativas utilizando un tipo de bioldgico para cada grupo los resultados mostraron que de
los dias 0 a 21 la respuesta de titulos de anticuerpos era lenta y a partir del dia 21 que se
aplico la segunda vacuna los titulos de anticuerpos aumentaban rapidamente alcanzando su

titulo mas alto entre los dias 25 a 31 después disminufan los mismos.*

8.0 Conclusion.
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El mejor momento para vacunar a las cerdas gestantes es un mes antes del parto con lo que
se transfiere mayor inmunidad pasiva a sus lechones.

Se obtienen mejores resultados con la utilizacion de dos vacunaciones contra Influenza
Porcina subtipos HIN1 y H3N2 en hembras de pie de cria, de esta forma se induce la
produccion de anticuerpos tanto sistémicos como locales asi como la proteccion a sus crias
al conferirles niveles méas altos de anticuerpos pasivos.

Si un animal entra en contacto con un virus heterologo del que se encuentra en la vacuna se
ofrece poca o nula inmunidad cruzada, pero se disminuye la cantidad de virus presente en
el cerdo y por lo tanto la cantidad de virus que se excreta dentro de la poblacion.

Los cambios antigénicos de los virus circulantes, en comparacion con la de los virus
vacunales, pueden hacer a las vacunas menos eficaces al existir diferencia entre estos; por
ello es importante se estandaricen las vacunas y se actualicen constantemente con los
subtipos presentes en cada época.

El esquema presentado en el trabajo de hato completo (sabana) con un intervalo de 4 meses
entre aplicaciones muestra ser una buena opcién para reforzar los anticuerpos contra la
enfermedad de influenza porcina, aungue esto seria el complemento de lo que se hiciera en
las cuarentenas antes de ingresar a los animales a la granja a los cuales deberian aplicar
dos dosis en un espacio de tiempo reducido, con el fin de que al ser introducido se

apliquen los refuerzos con el esquema de hato completo.
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