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RESUMEN

FERNANDEZ HERNANDEZ SELENE. DETERMINACION DE IgA EN
CALOSTRO Y LECHE DE CERDAS A DIFERENTES NUMEROS DE PARTOS A
PARTIR DE UN REBROTE DE DIARREA EPIDEMICA PORCINA (BAJO LA
DIRECCION DE: MC. ROLANDO BELTRAN FIGUEROA Y DRA. MARIA ELENA
TRUJILLO ORTEGA).

El virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP), se caracteriza por causar diarrea,
vomito y deshidratacion en cerdos, principalmente en lechones, llegando a
presentar mortalidades del 100%. Debido al tipo de placentacion epiteliocorial que
presenta el cerdo, los lechones son susceptibles a muchas infecciones en las
primeras semanas de vida, por lo que es fundamental estimular la inmunidad
lactogénica por medio de inmunoglobulinas que son secretadas en calostro y
leche. Los recientes brotes de diarrea epidémica porcina han representado un
fuerte impacto econdmico para las producciones de cerdos. El objetivo de este
estudio fue determinar los niveles de IgA en calostro y leche en cerdas
inmunizadas en relacién con el nimero de parto y dias de lactancia por medio de
una prueba de ELISA indirecta. En este estudio, las cerdas primerizas presentaron
mayores niveles de IgA en calostro y leche que las cerdas multiparas (DO 0.406),
destacando el Parto 2 y el Parto 4, en el que se observa que descienden (0.249 y
0.316 respectivamente y P< 0.05). EI compartamiento de las IgA respecto a los
dias presenta su nivel mas alto en el dia 0 (0.388) y va disminuyendo a lo largo de
los dias de la lactancia.No existié evidencia estadisticamente significativa respecto
al dia de la lactancia, aunque existe una correlacion significativa del 32% entre

niveles de IgA y dias de lactancia.



1. INTRODUCCION

1.1 Diarrea epidémica porcinay su impacto en la historia
El virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP) fue reportado por primera vez en
1971 en Europa como una enfermedad entérica aguda, altamente contagiosa y
grave que afecta a los cerdos, pero fue hasta 1978 en Bélgica que fue identificado
el agente causal y clasificado dentro de la familia Coronaviridae (Bjustrom et al.,
2018 y Vlasova et al., 2014).

En Asia se detectd por primera vez en Japon en 1982, extendiéndose a varios
paises vecinos, incluidos Corea, China, Tailandia, Taiwan y Vietham. A diferencia
de Europa el impacto fue clinicamente més grave, lo que llevo a la
comercializacién de las primeras vacunas inactivadas y atenuadas (Crawford et
al., 2015 y Diel et al., 2016). Pero fue hasta 2010 que los brotes masivos se
reportaron en China, caracterizados por presentar una tasa de morbilidad entre
80% y el 100%, la tasa de mortalidad fue del 50% al 90% en lechones lactantes
(Vlasova et al., 2014).

En Estados Unidos la enfermedad se reportd por primera vez en abril del 2013 y
se disemin6 rapidamente por todo el pais, causando la muerte de mas de 7
millones de lechones neonatos lo cual provoco que en 2014, una pérdida anual de
$900 millones a $1.8 billones de dolares para los productores porcinos

estadounidenses. Desde su introduccion a los Estados Unidos se extendié a

México, Canad4, Caribe, Ameérica Central y Sudamérica (Figura 1) (Bjustrom et al.,

2018; Joshi et al., 2018 y Langel et al., 2016).
1978

En Béigica, se
identifico el

PEDV habla sido reportado
en 31 estados de los =
Estados Unidos y Canadd = - Identificado por primera vez
-4 en Asia: China, Corea del
Sur, Tallandia, y Vietnam

PEDV fue reportado en
varios paises de Europa
2 0 I ‘; como: Hungria, italia.
& Alemania, Francia, Suiza y la
Reportes Repiblica Checa
oficiales en
México

Reportes en
China: tasa de
50% al 90% de
moraiidad ce

los lechones
lactantes




Figura 1. Mapa del tiempo y diseminacion del VDEP (Bolafios et al., 2016).

1.1.1. Distribucion del VDEP en México
El primer caso en México se presento en julio del 2013 en la region de Degollado,
Jalisco y La Piedad, Michoacan (Figura 2). Para febrero del 2014 se confirmé la
presencia del VDEP a través de la prueba de RT-PCR en tiempo real (rRT-PCR).
El 22 de mayo de 2014 el Servicio Nacional de Salud, Seguridad Alimentaria y
Calidad de los Alimentos (SENASICA) realizé el reporte oficial en los estados de
Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Estado de México, Morelos,
Tlaxcala, Aguascalientes, Baja california, Colima, Distrito Federal, Guerrero,
Puebla, Veracruz, Nuevo Ledén, Tamaulipas, Sinaloa y Sonora. Hoy en dia el
VDEP es considerado un agente endémico y de distribucion mundial (Bolafios et

al., 2016 y OIE, 2014).
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Figura 2. Mapa con la localizacion del primer foco de DEP en 2013 (OIE, 2014).

1.2 Descripcidon del agente etiologico
La diarrea epidémica porcina (DEP) es causada por un virus Alphacoronavirus,
dentro del orden Nidoviridales, pertenece a la familia Coronaviridae, que esta
dividida en Alphacoronavirus, Betacoronavirus, @ Gammacoronavirus Yy
Deltacoronavirus. Siendo responsables de enfermedades respiratorias, entéricas,
hepaticas y neurolégicas en diversos animales (Woo et al., 2012). Se han
identificado cuatro coronavirus porcinos (CoV): virus de la gastroenteritis

transmisible (VGET); el coronavirus respiratorio porcino (VCRP); virus de la



diarrea epidémica porcina (VDEP); y el virus de la encefalomielitis hemaglutinante
porcina (VEH) (Zimmerman et al., 2012).

De acuerdo a recientes analisis filogenético de genomas de VDEP, se dividen en
dos genotipos denominados el grupo pandémico o S INDEL que es altamente
virulento (39 cepas) y el grupo clasico o INDEL (10 cepas), en donde se identifico
gue son antigénicamente y genéticamente distintos (Figura 3) (Sun et al., 2015).
Sin embargo el porcentaje de nucledtidos de los genomas del VDEP entre los
genotipos es de 96 a 98% de similitud. La tasa de mutacion es relativamente baja
6.2 x 107* sustituciones/sitio/afio similar al VGET y otros coronavirus animales
(Jarvis et al., 2016).
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Figura 3. Arbol filogenético de las cepas del VDEP correspondientes a los dos
grupos: pandémicas y clasicas (Sun et al., 2015).

El VDEP es un virus envuelto con ARN de cadena sencilla en sentido positivo,
tiene una longitud de 28 kb. Contiene una regién no traducida (UTR) y siete
marcos de lectura abiertos (ORF). EI ORF1 codifica para una poliproteina
replicativa (Rep), esta dividida en ORFla y ORF1b que codifica para proteinas no
estructurales que dirigen la replicacion y la transcripcion del genoma viral.

Seguidas por los ORF que codifican para proteinas estructurales: proteina spike



(S), proteina accesoria (ORF3), proteina de la envoltura (E), proteina de la
membrana (M) y proteina de la nucleocépside (N) (Figura 4) (Duarte y Laude,
1994 y Pifieros y Mogollon, 2015).

Grupo IV, Orden: Familia: Subfamilia:
Género
'facoro / Betacoronavirus / Deltacoronavirus ‘
TGEV PRCoV PEDV PHEV PDCoV
Grupo 1a Grupo 1b Grupo 2a

Caracteristicas : ARN cs — no segmentado, polaridad (+), Envueltos, Tamano de 60-160mn
Proteinas estructurales

S : proteina spike - induccién de Anticuerposy factor
de virulencia

proteina de la nucleocapside - induccidon de la
inmunidad celular

proteina grande de membrana — induccion INF-a
E: proteina pequefia de envoltura
NS: proteinas no estructurales
CS: core-shell
NC: nucleocapside
HE: hemaglutinina-esterasa
MEM: membrana lipidica

Figura 4. Esquema de las caracteristicas estructurales del genoma de los
coronavirus (Pifieros y Mogollon, 2015).

1.3. Signos y lesiones

La transmision del VDEP puede darse de manera directa por via fecal-oral, o
indirecta por fémites como ropa, calzado y camiones de transporte contaminados
con vomito o heces que promueven su propagacion, o reservorios como cerdos
adultos que presentaron una enfermedad subclinica. Pero la gran importancia de
la transmision de este virus radica en que puede diseminarse por via aérea,
algunos estudios han identificado el movimiento de particulas virales o material
genético hasta 16 km alrededor de granjas (Crawford et al., 2015 y Hernandez,
2016). Por otra parte, se ha identificado genoma viral por medio de la PCR en
leche de cerdas lactantes afectadas por el VDEP sin tratamiento, lo que incluso
sugiere una transmision a través de la leche de la cerda de manera vertical (Jung
y Saif, 2015).

La replicacion del VDEP ocurre en el citoplasma de las células epiteliales de las

vellosidades a lo largo del intestino delgado, ocasionando una degeneracion de los



enterocitos que con lleva a la atrofia de las vellosidades. Esto producird una
diarrea acuosa, vomitos, anorexia, deshidratacibn y emaciacion en cerdos de
cualquier edad, afectando principalmente a lechones llegando a presentar tasas
de hasta el 100% en recién nacidos y alta morbilidad, pero baja mortalidad en
cerdos destetados y en la etapa de engorda (Figura 5 A). También reportan que
presenta un impacto en el rendimiento reproductivo en cerdas jovenes y cerdas
gestantes con la disminucion en el porcentaje de fertilidad del 12,6% vy
aumentando el porcentaje de abortos del 1,3% y momificaciones del 2,0%
(Poonsuk et al., 2016).

La lesiones macroscépicas que se observan son: estbmago distendido lleno de
leche cuajada, intestino con contenido acuoso amarillento, las paredes de la
mucosa intestinal adelgazadas (aspecto trasparente), linfomegalia mesentérica
(agrandamiento de los ganglios mesentéricos) (Figura 5 B). Microscopicamente,
se observa vacuolizacion citoplasmética y exfoliacion de enterocitos del intestino
delgado con acortamiento de vellosidades superficiales, atrofia de las vellosidades

reducidas o ausentes (Duarte y Laude, 1994 y Lv et al., 2016).

Lo cual explica que el acortamiento de vellosidades intestinales se asocia con la
etapa de infeccién o proceso de enfermedad. Y la pérdida masiva de enterocitos
da lugar a la mala absorcion, diarrea acusa y deshidratacién en lechones (Lv et al.,
2016).




Figura 5. (A) Lechon con diarrea amarilla. (B) Lesiones encontradas en lechén

lactante muerto por el VDEP (Trujillo-Ortega et al., 2016).

1.4. Diagnéstico
Los diferentes métodos para el diagndstico de DEP principalmente se basan en
los signos y lesiones observadas en los cerdos, sin embargo, el VDEP no se
distingue de otras enfermedades gastroentéricas de los cerdos por lo tanto

requiere de un diagnostico diferencial.

Los métodos diagndsticos se pueden dividir en diferentes categorias: viroldgicos,

serologicos y moleculares (Diel et al., 2016 y Lv et al., 2016).

Las pruebas seroldgicas detectan anticuerpos inducidos en respuesta a la
infeccion en suero, calostro, leche, heces y fluido oral. Sirven para determinar si la
poblacién tuvo exposicion previa con el virus, evaluacion y estrategias de
vacunacion, evaluar la inmunidad de las cerdas. Los procedimientos mas comunes
son el ensayo de inmunofluorescencia (IF), los ensayos de neutralizacion de virus,

el ensayo inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) (Diel et al., 2016).

Dentro de los métodos serologicos, los estuches de ensayos
inmunocromatograficos son una opcion para el diagnéstico diferencial rapido en
granja es una prueba con alta sensibilidad pero baja especificidad, los resultados
se obtienen en promedio en 10 minutos, el fundamento de la prueba se basan en

el uso de anticuerpos monoclonales contra el VDEP, VGET y Rotavirus (Figura 6).
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Figura 6. Kit de ensayos inmunocromatogréaficos PED Ag Test Kit de Bionote®.
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El diagndstico molecular se basa en la deteccién del acido nucleico viral ensayos
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), RT-PCR en tiempo
real (rRT-PCR) (Diel et al., 2016).

Los métodos virolégicos se basan en el aislamiento viral, confirmando la presencia
del virus mediante la identificaciébn de proteinas virales; a través del ensayo de
inmunofluorecencia (IF), inmunohistoquimica (IHQ), o el genoma viral por RT-
PCR.

1.5. Prevencion y control

1.5.1. Limpieza y buenas préacticas
La implementacion de protocolos de alta bioseguridad es eficaz para prevenir la
introduccion y propagacion del VDEP. Se ha demostrado la eficacia de la practica
de “todo dentro, todo fuera” para romper el ciclo de transmision dentro de la granja
(OIE, 2014).

Es importante que dentro del protocolo se incluyan programas de limpieza y
desinfeccién para instalaciones, material y transportes de animales como de
alimento, limpiando las instalaciones removiendo excretas, lavados con alta
presion y con el uso de detergentes enjuagando evitando residuos y desinfeccion
(Bolafios et al., 2016).

También se debe considerar que un brote de diarrea epidémica porcina existen

manejos zootécnicos que son relevantes para su control como:

» Ventilacion y temperatura adecuada en salas de maternidad
» Evitar manejos de muesqueo o descolmillado

» Evitar cerdas nodrizas, adopciones y donaciones

1.5.2. Exposicion oral de virus vivo y su problematica

La exposicion oral de virus vivo o Feedback (retroalimentacion) es un método por

el cual se suministra via oral a las hembras pie de cria, material intestinal infectado



con el VDEP, es decir, diarrea (heces) y tejidos intestinales recolectados de
lechones lactantes entre 12 y 18 horas de haber iniciado la sinologia clinica ya que
es el momento en el cual existe la mayor carga viral en la mucosa intestinal

(Figura 7) (Langel et al., 2016 y Pifieros y Mogollén, 2015).

Figura 7. Elaboracion del licuado para la exposicion oral de virus vivo de DEP

(Foto por Rolando Beltran).

Esta estrategia tiene como objetivo que los individuos que fueron previamente
expuestos intencionalmente a productos infecciosos ocasionen la enfermedad en
una etapa y nivel en que la salud general no se ve comprometida, en este caso a
las hembras de pie de cria, para desarrollar inmunidad en las cerdas que sera
transferida a sus lechones por medio del calostro y la leche. Estos anticuerpos
pueden ayudar a prevenir la union del virus a los receptores de superficie (Langel
et al., 2016, Hill et al., 2014 y Clement et al., 2016).

Langel et al, 2016 observé un éxito relativo en los casos que optaron por este
protocolo de exposicion ya que la incidencia de la enfermedad clinica disminuy6
dramaticamente, pero los resultados no fueron 100% efectivos. La exposicion oral
puede fallar por razones como: la dosis del virus es demasiado baja, el virus no es

infeccioso debido a condiciones inadecuadas de la muestra o almacenamiento, Si
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los cerdos presentan inmunidad preexistente se bloquea la replicacion viral en el

intestino (Langel et al., 2016).

Ademas, se requiere conocer el estatus sanitario de las cerdas para identificar la
posibilidad o riesgo de transmisidn de otros patdégenos dentro del hato, y la posible
propagacion del VDEP a granjas no infectadas. Es importante previamente tener
un diagnostico por pruebas de laboratorio positivas al VDEP, para tener
precaucion con el suministro de macerados (visceras, pulmon, ganglio linfatico,
bazo) de lechones que presenten Sindrome Respiratorio y Reproductivo del cerdo
(PRRS), enfermedad de Aujeszky o Peste porcina clasica (PPC), debido al alto
riesgo que esto representa para la salud de los cerdos. Este tipo de tratamiento no
cuantifica la cantidad de virus administrado ya que en la mayoria de los casos en
los que se emplea el feedback, no se realiza ningun tipo de titulacion o
cuantificacion viral (Clement et al., 2016 y Pifieros y Mogollén, 2015).

1.5.3. Inoculo a partir de aislamiento viral

Actualmente hay varios estudios que han experimentado otro tipo de profilaxis, la
cual consiste en someter a los individuos afectados a un indculo por via oral
obtenido a partir del aislamiento del VDEP. EIl aislamiento viral se obtiene de
organos tales como intestino, pulmoén, estomago de lechones afectados por el
VDEP, propagado en cultivo celular Vero, este cultivo se titula, se diluye y
administra via oral a los animales con diferentes vehiculos (Suzuki et al., 2016;
Joshi et al., 2018 y Poonsuk et al., 2016).

Los resultados obtenidos mediante este tipo de profilaxis han determinado que la
respuesta de las cerdas y los lechones después de su inoculacion directa, se
detectd la respuesta de IgG, IgA y su capacidad neutralizante especifica de VDEP
en aquellas cerdas que recibieron el tratamiento y en lechones nacidos de las
cerdas inmunizadas. En el caso de los lechones nacidos de cerdas inmunizadas
mostraron una mejor termorregulacién, mayores tasas de crecimiento, una menor
morbilidad y mortalidad en comparacién con los grupos control. Lo que demuestra
la transferencia de anticuerpos a través del calostro y la leche para controlar la
enfermedad (Joshi et al., 2018 y Poonsuk et al., 2016).
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1.5.4. Vacunacion

La proteccion que proporciona el VDEP después de un brote es muy poca, debido
a esto es posible que muchas granjas observen rebrotes clinicos después de un
tiempo. Este punto favorece la utilizacion de una vacuna, ya que la granja debe

estar previamente expuesta al virus (Bolafios et al., 2016).

En México son comercializadas dos biologicos a partir del 2016. El primer método
de inmunizaciéon fue desarrollado por Harrisvaccines™ es una vacuna de
subunidad inactivada de VDEP, que contiene completa la proteina S. La indicacion
para su aplicacion es 1 dosis de 1ml via intramuscular (IM) en cerdas gestantes
(Figura 8A). En el caso de México quien comercializd6 esta vacuna fueron los
laboratorios MSD® (Figura 8B).

La segunda vacuna es por parte de Zoetis, Inc (Florham Park, Nueva Jersey,
Informe de estudio n® B826R-US-13-258, Zoetis Inc.) una vacuna de VDEP
inactivada y con adyuvante. Se indica para cerdas gestantes 2 dosis de 2ml cada
una administradas por via IM, la primera dosis administrada 5 semanas antes del
parto y la segunda dosis debe administrarse 2 semanas antes del parto (Figura
8C) (Zoetis, 2016).

~
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Figura 8.Vacunas contra DEP. (A) vacuna de Harrisvaccines™ . (B) vacuna

comercializada en México por MSD®. (C) vacuna de Zoetis® (Zoetis, 2016).
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1.6. La importancia de lainmunidad
Debido al tipo de placentacion epiteliocorial que presenta el cerdo, con una
naturaleza impermeable a moléculas de inmunoglobulina, los lechones son
susceptibles a muchas infecciones en las primeras semanas de vida (Joshi et al.,
2018). Por lo tanto, el lechon recién nacido depende completamente del suministro

de nutrientes por medio del calostro y la leche (Theil y Hurley, 2016).

1.6.1. Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas producidas por los linfocitos B (células
plasmaticas).Se encuentran en el suero y fluidos biolégicos de todos los

mamiferos. Son las mediadoras de la respuesta humoral.

Se han descrito cinco tipos de inmunoglobulinas, denominadas: IgG, IgM, IgA, IgE
e IgD. La IgG es la mas abundante en el suero y se produce en grandes
cantidades en las respuestas secundarias, la IgM produce una respuesta humoral
primaria y es fijadora del complemento. La IgA predominante en secreciones e
impide el ingreso de microorganismos. La IgD localizada en la superficie de
linfocitos inmaduros. Por dltimo IgE presenta la concentracion mas baja y se

asocia a reacciones de hipersensibilidad (Tizard, 2009).

1.6.1.1. IgA

Es una molécula de cuatro cadenas en forma de Y, es sintetizada y secretada por
células plasmaticas localizadas bajo las superficies corporales, puede pasar a
través de las células epiteliales hacia secreciones externas o difundirse en el
torrente sanguineo. Es predominante en secreciones como saliva, liquido
intestinal, leche, calostro, y orina que protegen a las superficies corporales (Tizard,
2009).

Los dimeros de IgA se une al componente secretor (pIgR) para formar una IgA
secretora (SlgA), protegiendo a la IgA de la digestidn de las proteasas intestinales
(Figura 9).
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Su importancia es principalmente la proteccion que brinda neutralizacion de virus y
puede evitar la replicacion viral. El modo principal de accion de la IgA consiste en

evitar la adhesion a las superficies corporales (Tizard, 2009).

J W=
+ Componente

IgA secretor

IgA secretora
Figura 9. Representacion esquematica de la inmunoglobulina IgA e SIgA (Tizard,
2009).

1.6.1.2. Absorcidn

Después del nacimiento los neonatos ingieren calostro, al tener una actividad de
proteasa baja y con los inhibidores de tripsina presentes en calostro permiten que
las proteinas no se degraden y lleguen intactas al intestino delgado y sean
absorbidas. La permeabilidad intestinal va a permitir una absorcion elevada en las

primeras 6 horas después del nacimiento y disminuye a las 24 horas.

En cerdos la absorcion es selectiva, la IgG e IgM se absorben en su mayoria,
mientras que la IgA permanece en el intestino. La cantidad de IgA en el intestino
en un lechén a las 3 semanas de edad es de 1.6 g al dia a través de la leche de su
madre (Tizard, 2009).

1.6.2. Produccidn lactea de la cerda

El aporte de nutrientes al lechén se va a dar por medio de secreciones mamarias
que son acumuladas durante las ultimas semanas de gestacion, las cuales
durante las primeras 24 horas después de iniciado el parto seran ricas en
proteinas y se le denomina calostro, seguida de la leche de transicion en el
periodo de 24 y 96 horas después del parto, y por ultimo la leche madura. Esta

produccion puede variar en las cerdas por diferentes factores como el tamafio de
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la camada, el tamafio de los lechones, la frecuencia de lactancia, la etapa de
lactancia, la edad de la cerda, la condicién corporal, el nimero de parto y el

comportamiento materno (Tizard, 2009 y Theil y Hurley, 2016).

La descripcion de la curva de lactancia muestra que la produccién diaria de leche
aumenta durante las dos primeras semanas de lactancia alcanzando un maximo
nivel el dia 17 aproximadamente, se puede ver afectado por el numero de
lechones que amamanta. El rendimiento que presenta es de aproximadamente 13-
15 kg/dia al maximo de lactancia en cerdas prolificas con 14 lechones. Siguiendo
un patrén similar a la curva de lactancia, la produccion de proteinas alcanza un
maximo de 700 a 800 g secretada diariamente, por otra parte la lactosa aumenta
su concentracion de 5.2% a 5.5%, mientras que la grasa disminuye de 8.0% a
6.3% desde el dia 2 al 28.

El contenido mas importante del calostro y la leche son las inmunoglobulinas que
son proteinas que brindan proteccion al neonato. Durante o inmediatamente
después del parto se presentan concentraciones mas altas de inmunoglobulinas,
en promedio 65 g/L de IgG total, 13 g/L de IgA y 8 g/L de IgM aproximadamente,
permanecen por 6 horas post parto y disminuyen entre un 30% a 45% a las 12
horas y contindan disminuyendo en los préximos dias. En la leche madura las
concentraciones son aproximadamente de IgG 1 g/L e IgM 1.6 g/L. Sin embargo la
principal inmunoglobulina en la leche madura de cerda es la IgA con una

concentracion de 4 g/L aproximadamente (Figura 10) (Theil y Hurley, 2016).
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Figura 10. Proporciones de las inmunoglobulinas secretadas desde las
primeras 6 horas hasta los 12 dias post parto (Theil y Hurley, 2016).

1.6.3. Efecto de la paridad en las inmunoglobulinas

La concentracion de inmunoglobulinas (Ig) en suero de mamiferos es un reflejo de
experiencia inmunoldgica, edad, estado fisioldgico, cepa o raza. El estado
fisiolégico como la gestacion o lactancia también puede influir en los niveles de Ig
en suero (Klobasa et al., 1985). La concentracidon de Ig en el suero de las cerdas
aumenta con la edad, la concentracién de Ig que circula es importante ya que se
transporta al calostro y la leche. Las IgA se transportan a la glandula mamaria
desde los tejidos linfoides asociados al intestino.

Se han reportado que el efecto del nUmero de parto es el efecto mas influyente en
las concentraciones de IgA e IgG en calostro, de acuerdo a lo reportado por
Carney-Hinkle et al., 2012, las cerdas de Parto 1 a Parto 3 presentan menor
concentracion de Ig se respecto a Parto 4. Sin embargo, Klobasa et al., 1986
reportaron que la paridad afectaba las concentraciones de Ig, pero no podian
definir un aumento o disminucion en funcién del numero de paridad. Las razones
de estas diferencias podrian deberse a que actualmente contamos con meétodos

mas sensibles para la cuantificacion de Ig. (Hinkle, 2012 y Klobasa et al., 1986)
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1.6.4. Importancia de la produccién de laIgA e SIgA

Debido al tipo de placentacion que presenta la cerda, el lechon al nacer es
agammaglobulinémico, por lo que los cerdos neonatos son capaces de desarrollar
una respuesta inmune, a partir de las 2 y 5 semanas de edad el lechén, donde
comienza a sintetizar activamente las inmunoglobulinas. Por lo tanto, existe una
brecha potencial en la proteccion inmune entre el momento en que la inmunidad
pasiva adquirida por la cerda se desvanece y comienza la inmunidad activa, lo que
hace dependientes de las inmunoglobulinas del calostro para una proteccion
inmunitaria inicial y los deja muy susceptible a agentes infecciosos (Langel et al.,
2016 y Carney-Hinkle et al., 2013).

Para el caso de la DEP crear una inmunidad lactogénica efectiva es la clave
primordial y mas importante para el control de la enfermedad en los lechones,
debido a que es una infeccion localizada principalmente en el intestino por lo tanto
las estrategias efectivas deben centrarse en inducir inmunidad en la mucosa

intestinal (Langel et al., 2016).

El tratamiento de la enfermedad dirigido a estimular la inmunidad lactogénica se
aplica mediante la estimulacién continua de inmunoglobulinas secretadas en el
calostro, las cuales se transportaran a través del epitelio intestinal del lechén en la
primeras 24 a 48 horas después del nacimiento, la inmunoglobulina predominante
es lgG que segun Bjustrom et al., 2018 mejora la supervivencia de lechones
infectados. Los siguientes 2 a 3 dias, en la transicion de calostro a leche, la IgA se
vuelve dominante y persiste durante toda la lactancia, es estable a la degradacién
proteolitica en el intestino (Joshi et al., 2018) y por su parte brinda proteccién al

tracto intestinal de los lechones (Bjustrom et al., 2018 y Langel et al., 2016).

Para que la produccion de SIgA en glandula mamaria se lleve cabo se requiere de
una replicacién viral que estimule el desarrollo de plasmoblastos de IgA (Poonsuk
et al., 2016 y Carney-Hinkle et al., 2013). Por ello es importante que los linfocitos
proporcionen una vigilancia contra patdgenos que circulan continuamente por todo
el organismo, entren a la sangre y tejidos linfoides. Los linfocitos migran dentro y

fuera de los odrganos linfoides secundarios cruzando vasos sanguineos
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especializados conocidos como vénulas endoteliales altas. De acuerdo con Langel
et al. 2016, se estima que mas del 80 % de las células secretoras de anticuerpos
SIgA estan localizadas en los tejidos linfoides asociados al intestino, por lo tanto
cuando se da una estimulacion en el intestino se inician las sefales de trafico
especificas para la migracion eficiente de células B de la mucosa del intestino en
cerdos, a la circulacién y el trafico a otros sitios como glandula mamaria (Langel et
al., 2016).

Posterior a una infeccidbn de manera natural o una vacunacion oral, se inicia el eje
intestino-mamario-SIgA en el intestino los plasmablastos viajan a la glandula
mamaria para suministrar inmunidad especifica a través de las secreciones
mamarias. La SIgA es la mas abundante en secreciones intestinales, una vez en
el lumen, SIgA proporciona inmunoproteccion y contribuye a la homeostasis
intestinal neutralizando la replicacion viral (Figura 11) (Langel et al., 2016).
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Figura 11. Esquema para representar el eje intestino-mamario-SIgA (Langel et al.,
2016).

2. JUSTIFICACION

Los recientes brotes de diarrea epidémica porcina han representado un fuerte
impacto econémico para las producciones de cerdos, los métodos de prevencion y
control de la enfermedad hacen necesario explorar la eficacia de los métodos de
inmunizacion Por lo tanto, el determinar los niveles de IgA en calostro y leche en

cerdas primerizas y multiparas permitira evaluar la inmunidad lactogénica.
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3. HIPOTESIS
Las cerdas primerizas inmunizadas via oral con el virus aislado de DEP del brote
2014 en el CEIEPP presentaran menores niveles de IgA a lo largo de la lactancia

en comparacioén con hembras multiparas inmunizadas.

4. OBJETIVO GENERAL
Determinar la concentracion de IgA en calostro y leche de cerdas en diferentes
ndameros de parto por medio de la prueba de ELISA indirecta, para obtener la

concentracion de anticuerpos y su relacion con el nimero de parto.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar la prueba de ELISA indirecta para determinar las
concentraciones de IgA.

e Medir IgA en calostro y leche a diferentes niameros de parto usando la
prueba de ELISA.

e Analizar estadisticamente por nimero de parto y dias de lactacién los
resultados obtenidos de la prueba de ELISA indirecta.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Muestreo

Las muestras de calostro y la leche fueron obtenidas de cerdas lactantes del
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccion Porcina (CEIEPP)
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad
Nacional Autdbnoma México (UNAM), esta ubicado en el Km. 2 de la carretera

Jilotepec-Corrales, en Jilotepec, Estado de México.
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Los grupos experimentales estan divididos en 7 grupos identificados de acuerdo al
namero de parto de la cerda que corresponde al momento de la toma de las
muestras. Los grupos de Parto 1, Parto 2, Parto 3, Parto 4, Parto 5, Parto 6 esta
conformados por cerdas pie de cria que fueron inoculadas con una sola dosis en
sabana via oral con el virus aislado de DEP del brote 2014 en la misma granja
(CEIEPP). El grupo Control o testigo esta conformado por cerdas pie de cria de
diferentes numeros de parto, que no recibieron ninguna profilaxis (Cuadro 1jError!

No se encuentra el origen de la referencia.).

SUJETOS DE ESTUDIO
Leche |[Leche 14 |Lechede
Grupo experimental n Calostro | 7dias dias destete

Primer parto 8 8 8 8 8
Segundo parto 11 11 11 11 11
Tercer parto 7 7 7 I 7
Cuarto parto 5 5 5 5 5
Quinto parto 9 9 9 9 9
Mas de quinto parto 16 16 16 16 16
Control 6 6 6 4 0
Namero de muestras/ dia 62 62 |60 56
Total de muestras 240
Numero total de animales
experimentales 62
NUmero de animales por grupo 5-16

Cuadro 1. Numero total de sujetos de estudio

Las muestras de calostro se obtuvieron durante las primeras 12 horas de iniciado
el parto (dia 0), posteriormente se obtuvieron las muestras de leche a los 7, 14
dias y al momento del destete (dia 21). Previo a la recoleccién de las muestras se
llevo a cabo la limpieza de la glandula mamaria con toallas desechables y cloruro
de benzalconio. El nimero total de muestras colectadas e identificadas fue de 240,
cada una almacenada en tubos de centrifuga estériles de 15 ml (Falcon™) a -20°C

para su conservacion (Figura 12. (A) realizacién de toma. (B) almacenamiento de
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las muestras), posteriormente fueron trasladas al Departamento de Medicina y

Zootecnia de Cerdos (DMZC) de la FMVZ para conservarse a -70°C.

o

Figura 12. (A) realizacion de toma. (B almacenamiento de las muestras.

6.2. Procesamiento de las muestras en el laboratorio

Las muestras fueron descongeladas (Figura 13 A) y se obtuvo 1.5 ml para
procesarlas en tubos criogénicos estériles (Eppendorf ™) (Figura 13 B), se
centrifugaron a 13,000 g (Eppendorf® Microcentrifuge 5415) por 15 minutos a 4°C
para eliminar grasa y suciedad (Figura 13 C) finalmente se almacenaron en tubos

criogénicos estériles de 1.5 ml (Eppendorf ™) a -20°C (Poonsuk et al., 2016).

Figura 13. (A) muestra descongelandose. (B) procesamiento de la muestra en
tubo criogénico estéril (Eppendorf ™) de 1.5 ml. (C) muestra centrifugada.
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6.3. Cultivo del VDEP
Se realizd el cultivo celular de VDEP cepa MX.EdoMexC2A1lS 2014 (No.
GenBank KMO044335.1) en células Vero, aisladas e identificadas por Becerra,
2016.

La presencia del VDEP se determind por medio de la observacion de efecto
citopatico, destruccion de las células y formacién de sincitios y confirmado por RT-
PCR (Figura 14 B).

2T h P A NN e S Nt g

Figura 14. (A) Cultivo de células Vero grupo control. (B) cultivo de células vero

infectadas con el VDEP a partir de pulmon, donde se observa el efecto citopatico.

6.4. Concentracion del virus por precipitacion
Una vez que recolectado el sobrenadante el cultivo de VDEP se almacené a -
70°C. Para la precipitacion viral se descongel6 el sobrenadante recolectado del

cultivo de VDEP, el contenido se vacio en una probeta para medir la cantidad total

En un matraz se coloco el contenido viral y se le agreg6 Polyethylene glycol 8000
(PEG) al 8%, con ayuda de una bala magnética y un agitador se disolvieron todos
los grupos. Se dejo en refrigeracion y agitacion toda la noche.

Posteriormente se retird el matraz de refrigeracién y agitacion, y el contenido se
verti6 en tubos de centrifuga estériles de 50 ml (Falcon™). Se centrifugd a 8000

rpom por 3 horas a 4° C. Se retir6 el sobrenadante y el botén obtenido se
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resuspendié con 1 ml de TNE Buffer y se traspas6 a un tubos criogénicos de 1.5
ml (Eppendorf ™) y se almaceno a -20°C (Becerra, 2016).

6.5. Titulacion del virus concentrado

Se prepard una placa de 96 pozos con cultivo de células Vero hasta obtener una
monocapa de 80%. En otra placa de 96 pozos se realizaron diluciones décuples
seriadas de suspension viral en medio DMEM con 10 pg/ml de tripsina.
Posteriormente a la placa de cultivo de células Vero se le cambié el medio de
mantenimiento DMEM con SFB 10% y se agregd 100 pl de cada dilucion de VDEP
para infectar a las células Vero, después de 96 horas se observé efecto citopético.
El titulo se determind por método de Reed-Miench, el cual se estimo el 50%de las
células infectadas y se expreso en Dosis Infectivas en Cultivo Celular al 50% por
mililitro (DICC50%/ml) (Figura 15) (Chen et al., 2014).
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Figura 15. Los titulos obtenidos del virus preC|p|tado fueron 10 68 DICC50%/ml

6.6. Cuantificacion de proteinas virales
Se realizd por medio del kit Qubit™ Protein Assay siguiendo las instrucciones del
fabricante Thermo Fisher Scientific, 2015 (nimero de catalogo. Q33211, Q33212).
Se utilizé 195 pl de solucién de trabajo mas 5 pl virus diluido 1:10 mezclado por
vortex y se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente. Se realiz6 la lectura
con el fluorémetro Qubit®3.0 (Becerra, 2019).
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6.7. Ensayo de ELISA para IgA

Se realiz6é el ensayo de ELISA de acuerdo a lo reportado por Becerra, 2019 y
Bjustrom et al, 2018, con algunas modificaciones, como se describe

posteriormente.

Se realizé una dilucién 1:100 del precipitado viral en solucién amortiguadora de
carbonatos. En una placa para ELISA (Costar™ EIA/RIA de 96 pocillos) se
colocaron 100 pl en cada pozo, se cubrié con parafilm y aluminio y se dej6 incubar
por 16 horas a 4°C (Becerra, 2019 y Bjustrom et al., 2018).

Transcurrido el tiempo se realizaron tres lavados con solucion de lavado (PBS con
Tween 20 al 0.2%). Con la finalidad de disminuir las uniones no especificas se
adiciondé 200 pul de solucion de blogueo (PBS con 2% de leche descremada y
0.02% de Triton X-100) y se dej6 incubando 1 hora a 37° C. Al concluir se
realizaron nuevamente tres lavados con solucién de lavado (Becerra, 2019 y
Bjustrom et al., 2018).

Se agregaron 100 pl de las diluciones del suero del calostro y la leche en una
dilucién 1:10, utilizando como control negativo leche descremada con el fin de
eliminar la densidad en blanco, cubriendo todos los pozos con 90 pl de solucién
amortiguadora de fosfatos y agregando 10 ul de cada muestra correspondiente, se
dejé incubar 1 hora a 37°C y finalizando se realizaron tres lavados (Becerra, 2019

y Bjustrom et al., 2018).

En cada pozo se agregaron 100 pl del anticuerpo secundario Goat Anti-pig IgA
HRP Conjugated (Bethyl laboratorios) diluido 1:500, se dejé incubar 1 hora a 37°C
y posteriormente se lavo la placa tres veces con solucién de lavado (Becerra, 2019
y Bjustrom et al., 2018).

Por Ultimo, se agregaron 100 pl de Novex® HRP Chromogenic Substrate TMB
(Invitrogen™) y se incub6 a 37°C, se realizaron mediciones de densidad 6ptica a
los 15, 30 y 40 minutos con un filtro de 405 nm en el espectrofotémetro Multiskan
Ex (Thermo Fisher Scientific) (Becerra, 2019 y Bjustrom et al., 2018).
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6.8. Andlisis estadistico
Para determinar la estadistica descriptiva se realizaron las graficas por medio de
Box Plot un programa en linea para ordenar y resumir los resultados de los

tratamientos.

Por medio del programa estadistico IBM® SPSS® Statistics Version 25 se realizé
una prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) para determinar y contrastar nuestra
hipotesis, con un nivel de significancia de la prueba que fue del 5% (0.05).
Posteriormente se realiz6 una prueba Levene para determinar la homogeneidad
entre varianzas. Los resultados que no presentaron normalidad fueron
seleccionados para utilizar pruebas estadisticas no paramétricas (Kruskal-Wallis).
Finalmente para determinar la correlacion entre las variables (nUmero de parto e

IgA) se realiz6 un andlisis de correlacion de Spearman (SPSS, 2018)

7. RESULTADOS

7.1. Ensayo de ELISA para IgA

El resultado obtenido en la cuantificacion de proteinas virales fue una

concentracion de 303 pg/ml.

En la Grafica 1, se describe el comportamiento general de los niveles de IgA de
los diferentes tratamientos, la media poblacional (0.249) de los titulos de
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anticuerpos en el Parto 2 es el que presenta menores niveles de IgA en
comparacion con los diferentes tratamientos evaluados (Gréfica 1).
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Grafica 1. Niveles de IgA poblacionales por parto por cada uno de los

tratamientos.

En los resultados obtenidos por dia de muestro a lo largo de la lactancia (Gréfica
2) observamos que el compartamiento de las IgA en el dia O presentan su nivel
mas alto y va disminuyendo a lo largo de los dias de la lactancia.
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Grafica 2. Comportamiento de los niveles de IgA poblacionales por dias de

muestreo.

Los resultados obtenidos por cada tratamiento a lo largo de la lactancia fueron:

El control presenté densidades Opticas poblacionales en las muestras de 0, 7y 14
dias obtuvieron una media del 0.446, 0.375 y 0.363 respectivamente. No se

obtuvieron resultados al destete por manejo del hato.

En Parto 1, las medias poblacionales de los niveles de IgA son 0.424 para el dia
0, 0.415 en el dia 7, 0.401 para el dia 14 y 0.386 en el dia 21. En comparacién con
el Parto 2 en donde las medias poblacionales disminuyen drasticamente desde el
dia 0 con 0.336, en el dia 7 de 0.251, en el dia 14 de 0.202 y en el dia 21 de
0.207.

En el Parto 3 presentan un comportamiento similar que en el Parto 1, con medias
poblacionales 0.424, 0.416, 0.378, 0.349 del dia 0, 7, 14 y 21 respectivamente. En
el Parto 4 las medias poblacionales son de 0.316, 0.386, 0.309 y 0.253 de los dias
0, 7,14 y 21 respectivamente. Sin embargo en comparacion con el Parto 3 lo
niveles de IgA disminuyen. Para nuevamente el Parto 5 las medias poblacionales

se incrementas y para el Parto 6 se mantiene el nivel de inmunidad poblacional.

El comportamiento de la media poblacional a lo largo de la lactancia en los
diferentes tratamientos se presenté de manera descendiente con excepcion del
Parto 4 donde la media tuvo un comportamiento de manera ascendente en el dia 7
(Grafica 3).
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Grafica 3. Resultados de los niveles de IgA en cerdas de pie de cria durante la

lactancia identificados por la prueba de ELISA indirecta.

7.2. Analisis estadistico

7.2.1. Resultados de IgA por numero de parto
De acuerdo a la prueba de normalidad realizada (Cuadro 2) los resultados
obtenidos en los tratamientos Control, Partol, Parto 3, Parto 4, Parto 6
presentaron normalidad, mientras que los datos del Parto 2 y Parto 5 no

presentaron normalidad.
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Parto Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

IgA 0 0.184 16 0.152 0.924 16 0.195
1 0.090 32 0.200" 0.983 32 0.884
2 0.201 44 0.000 0.922 44 0.006
g 0.126 28 0.200" 0.971 28 0.595
4 0.173 20 0.119 0.930 20 0.155
5 0.227 36 0.000 0.849 36 0.000
6 0.143 64 0.002 0.965 64 0.068

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Cuadro 2. Resultados obtenidos de la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) por

partos.

En el Cuadro 3, se muestra que no hay homogeneidad en las varianzas de los

datos por parto mediante el analisis estadistico de Levene. P< 0.05

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
IgA Se basa en la media 9.014 6 233 0.000
Se basa en la mediana 6.060 6 233 0.000
Se basa en la mediana y con 6.060 6 163.222 0.000
gl ajustado
Se basa en la media 8.781 6 233 0.000
recortada

Cuadro 3. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas por numero de

parto.

En el Cuadro 4, existe evidencia estadistica suficiente para rechazar la hipotesis
nula, debido a la distribucién de IgA es diferente entre el nimero de partos (P<
0.05).
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Resumen de prueba de hipotesis

Hipoatesis nula Prueba Sig. Decision
Frueba de
Kruskal-
1 La distribucion de IgA es la misma  Wallis para 000 Eieg?::iir la
entre las categorias de Parto. muestras ' nupia
independiente '
5

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacidn es de 05

Cuadro 4. Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis por partos.

La prueba de correlacion de Spearman indica que existe una asociacion
significativa del 32% entre los niveles de IgA y dias de lactacion, por el contrario

no hay asociacion entre de numero de parto y los niveles de IgA (Cuadro 5).

Correlaciones

Parto Dia IgA
Rho de Spearman Parto  Coeficiente de correlacion 1.000 0.061 -0.068
Sig. (bilateral) . 0.344 0.294
N 240 240 240
Dia Coeficiente de correlacion 0.061 1.000 0.321"
Sig. (bilateral) 0.344 . 0.000
N 240 240 240
IgA Coeficiente de correlacion -0.068 0.321" 1.000
Sig. (bilateral) 0.294 0.000
N 240 240 240

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
Cuadro 5. Resultado de la prueba de correlacion.

7.2.2. Resultados de IgA por dias de lactancia

En el andlisis estadistico por dia, la prueba de normalidad nos muestra que todos

los datos no presentaron normalidad (Cuadro 6).

Pruebas de normalidad
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Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Dia Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
IgA 0 0.134 62 0.007 0.907 62 0.000
7 0.156 62 0.001 0.888 62 0.000
14 0.118 60 0.038 0.947 60 0.011
21 0.155 56 0.002 0.918 56 0.001

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Cuadro 6. Resultados de la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) por dias de

muestreo.

En el Cuadro 7, se observa que no hay homogeneidad de varianzas mediante la

prueba de Levene en los datos por dia. P< 0.05.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
IgA Se basa en la media 3.401 3 236 0.018
Se basa en la mediana 2.364 3 236 0.072
Se basa en la mediana y con 2.364 3 227.345 0.072
gl ajustado
Se basa en la media 3.224 3 236 0.023
recortada

Cuadro 7. Resultado de la prueba de homogeneidad de varianzas por dias de

lactancia.

La prueba de Kruskal-Wallis mostrd diferencia estadistica significativa entre los

dias de muestreo (Cuadro 8).
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Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
Kruskal-
1 La distribucion de IgA es la misma  Wallis para 000 Eeq?az.ar la
entre las categorias de Dia. muestras ' n:JFi: =513
independiente '
5

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacidn es de .05

Cuadro 8. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis por dias de muestreo.
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8. DISCUSION

Para el control de DEP se requiere de estrategias de vacunacién materna para
estimular la inmunidad lactogénica y asi brindar una proteccion a los lechones que
dependen principalmente de la presencia de anticuerpos IgA secretores en la
mucosa intestinal. La vacunacion oral puede estimular la inmunidad de la mucosa
y producir anticuerpos IgA protectores mas eficazmente que otras vias de

vacunacion.

En el presente estudio, cerdas primerizas presentaron un comportamiento de los
niveles de IgA poblacionales superiores en comparacion con las cerdas multiparas
de Parto 2 y Parto 4, contrario a lo reportado por Carney-Hinkle et al., 2013,
donde obtuvieron resultados diferentes en las concentraciones de IgA las cuales
tienden a ser mayores en cerdas de mayor parto en comparacion a las cerda de
parto 1 (P = 0.09; 7.98 vs. 5.08 mg/ml) demostrando que las cerdas multiparas
tienen un mayor rendimiento de calostro en comparacion con las cerdas

primiparas.

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que los grupos con
inoculacion y el grupo control presentaron concentraciones de IgA a nivel
poblacional similares, sin embargo el comportamiento de los niveles de IgA en el
grupo control presenté una disminucion notoria conforme avanza la lactancia. De
acuerdo al estudio realizado por Joshi et al., 2018 en las muestras de calostro
recolectadas de cerdas expuestas a PEDV vivo presentaron niveles mas altos en
los grupos de cerdas inmunizadas con ORFV-PEDV-S via IM y en el de cerdas
inmunizadas con ORFV-PEDV-S via IM expuestas a PEDV vivo VO, en

comparacion con el grupo control, donde no se detectaron niveles de IgA.

Los resultados de Carney-Hinkle et al., 2013, Theil y Hurley, 2016 y Joshi et al.,
2018 coinciden con variaciones de niveles de IgA durante la lactancia, siendo
mayores en dia 0 y disminuyeron en dia 7 y 14. Mencionan que en el calostro
inmediatamente después del parto se presentan concentraciones elevadas de
cada inmunoglobulina (IgG, IgA e IgM), estas concentraciones permanecen

durante las primeras 6 h postparto, y disminuyen entre un 30 a 45%
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aproximadamente las siguientes 12 horas y contintan descendiendo a lo largo de

la lactancia.

Estudios recientes evaltan la aplicacion de diferentes dosis de exposicion oral de
virus vivo o Feedback como lo realizado por Srijangwad et al., 2017, en ese
estudio el comportamiento de IgA coincide con nuestros resultados en donde el
dia O (calostro) presenta una concentracion de niveles de IgA mayor y disminuyé
gradualmente a lo largo de la lactancia. Con respecto al grupo con doble dosis los
niveles de IgA son similares a excepcion del dia 14 en donde ellos presentan un
pico de IgA por arriba del dia 7.

Los resultados de Langel et al., 2019 presentaron niveles descendientes de IgA
del dia 0 al dia 3-5 pero se elevan para el dia 8-14 y para el dia 15-22 para cerdas
inoculadas en primer y segundo tercio de la gestacion, y en las cerdas inoculadas
en el tercer tercio de la gestacibn es opuesto a nuestros resultados siendo

menores los niveles en dia 0 y aumentan hasta su mayor valor en los dias 15-22.

En el presente trabajo se observo que las cerdas del Parto 2 y Parto 4 (cerdas
multiparas) presentaron una caida en los niveles de IgA debido al manejo
zootécnico (destete-servicio), en el caso de las cerdas primerizas del CEIEPP, se
ven afectadas por diversos factores de manejo de la granja (manejo al parto, peso
al primer servicio, condicion corporal) Ek-Mex et al., 2014 describe que las cerdas
primerizas presentan una inmadurez fisiolégica e inmunoldgica por lo tanto una
menor capacidad de produccion lactea y esto se vio reflejado en el peso al destete
de los lechones en comparaciéon con cerdas multiparas, se ha reportado que las
cerdas con destetes menores a 21 dias presentan una disminucion en el nimero
total de lechones nacidos al segundo parto situacién que se conoce como la caida

del segundo parto.

La inmunidad lactogénica es una alternativa para controlar la enfermedad de
diarrea epidémica porcina. Es necesario evaluar la inmunidad lactogénica para
saber si las estrategias de control de la enfermedad estan brindando proteccion

eficiente al lechon, se requiere complementar los estudios para evaluar el
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comportamiento en los lechones midiendo los niveles de IgG e IgA, anticuerpos

neutralizantes, asi como también IgG en calostro y leche.

9. CONCLUSION

La prueba de ELISA indirecta determind los niveles de IgA en calostro y leche de

cerdas de pie de cria de diferente nimero de parto y a lo largo de la lactacion.

Existe evidencia significativa para demostrar que estadisticamente hay diferencias
entre los diferentes nimeros de parto y los dias de lactacion. Los resultados
indican que las cerdas primerizas presentan mayores niveles de IgA en calostro y
leche que cerdas multiparas de Parto 2 y 4 pero similares a las de Parto 3, 5y 6.
En calostro se presentan los niveles de IgA mas altos y decrecen conforme

avanza la lactancia.

Existié una correlacion significativa entre dia de lactacion y los niveles de IgA.
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Anexo 1. Abreviaturas

Microgramo

Anticuerpo neutralizante

Acido ribonucleico

Centro de Ensefanza, Investigacion y Extension en
Produccién Porcina

Coronavirus porcinos

Diarrea epidemica porcina

Dosis infectivas en cultivo celular

Medio de cultivo esencial minimo de Eagle modificado por
Dubelcco

Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos
Densidad optica

Destete

Proteina de la envoltura

ELISAEnsayo inmunoabsorcion ligado a enzimas

FMVZ

IgM
IHQ

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Gramo

Peroxidasa de rabano por sus siglas en ingles
Ensayo de inmunofluorecencia

Ensayo de inmunofluorescencia
Inmunoglobulinas

Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina D

Inmunoglobulina E

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Inmunohistoquimica
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IM Intramuscular
kb Kilobase

kg Kilogramo

km Kilometro

L Litro

Logl0OLogaritmo base 10

M Proteina de la membrana

mg Miligramos

ml Mililitro

N Proteina de la nucleocapside

nm Nanometros

°C Grados centigrados

OIE Organizacion Mundial de la Sanidad Animal
ORF Marcos de lectura abiertos

ORF3 Proteina accesoria

PBS Buffer fosfato salino

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PEG Polyethylene glycol 8000

plgR Componente secretor

PPC Peste porcina clasica

PRRS Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo del cerdo
Rep Poliproteina replicativa

Rpm Revoluciones por minuto

rRT-PCR  Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa en tiempo real

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa
S Proteina spike

SENASICA Servicio Nacional de Salud, Seguridad Alimentaria y Calidad

de los Alimentos
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SFB Suero fetal bovino

SIgA Inmunoglobulina A secretora

TMB Tetrametilbencidina

UNAM Universidad Nacional Autonoma México

UTR Region no traducida

VCRP Coronavirus respiratorio porcino

VDEP Virus de la diarrea epidemica porcina

VEH Virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina
VGET Virus de la gastroenteritis transmisible

VO Via oral

VS Versus
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10.5. Anexo 5. Soluciones utilizadas para la realizacion de la
ELISA

e Solucién amortiguadora de carbonatos 0.05M pH 9.6
NA2COs3 0.795¢g
NAHCOs:  1.46g
NAN3 0.1g
Cbp agua destilada 500ml
Ajustar pH con NaOH

e Solucién amortiguadora de FOSFATOS SALINOS (PBS)
NAH2PO4 0.2M 5.421g
NA2HPO4 0.2M 8.669g
NACI 4.35¢g
Cbp agua destilada 500ml
Ajustar pH con NaOH

e Solucién DE BLOQUEO
PBS
Leche descremada 2%
Triton al 0.2%

e Solucién DE lavado
PBS
Tween 20 al 0.1%

e TNE Buffer
50 mM Tris—HCI (pH 7.4)
100 mM NacCl
0.1 mM EDTA
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