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RESUMEN

El virus de la diarrea epidémica porcina ha ocasionado grandes pérdidas
econdmicas mundiales desde su aparicion en 1971. Se caracteriza por causar
diarrea, vomito y deshidratacion en cerdos, principalmente en lechones, llegando a
presentar mortalidades del 100%. Para esta enfermedad es fundamental estimular
la inmunidad lactogénica por medio de inmunoglobulinas secretadas en calostro y
leche para proteger a los lechones en las primeras semanas de vida, debido a la
poca eficacia de las vacunas se han optado por diferentes métodos de inmunizacién
por via oral utilizando virus activo. El objetivo de este estudio fue evaluar la
respuesta humoral y celular de cerdas inoculadas con el virus aislado y cuantificado
en comparacion con el método de feedback e incluyendo un grupo control no
inoculado con infeccion natural, asi como la respuesta de los lechones nacidos de
estas cerdas. La respuesta de inmunoglobulinas séricas (IgG) y de secreciones
mamarias (IgG e IgA) ante los diferentes tratamientos y el analisis por sexo de los
lechones no mostraron diferencias significativas. Sin embargo, la respuesta de IgG
en sueros de lechones presenta diferencia significativa en la edad del lechon en el
grupo feeback y el grupo control. Los valores de IgG e IgA en calostro y leche en el
dia 0 mostraron diferencia significativa, particularmente en el grupo feedback,
observandose una disminucion con respecto a los demas dias de lactancia. Por su
parte, los valores de anticuerpos neutralizantes mostraron diferencias significativas,
siendo el grupo inoculo el que presento titulos mayores respecto a los otros grupos.
Finalmente, no se identificaron diferencias en la deteccion de IL-12 e IL-22 entre los

diferentes tratamientos, pero si en el tiempo postratamiento para IL-12.



ABSTRACT

The swine epidemic diarrhea virus has caused great economic losses worldwide
since its appearance in 1971. It is characterized by causing diarrhea, vomiting and
dehydration in pigs, mainly in piglets, reaching 100% mortality. For this disease, it is
essential to stimulate lactogenic immunity by means of immunoglobulins secreted in
colostrum and milk to protect piglets in the first weeks of life. Due to the low efficacy
of the vaccines, different inoculation methods have been chosen. Immunization by
oral route using active virus. The objective of this study was to evaluate the humoral
and cellular response of sows inoculated with the isolated and quantified virus in
comparison with the feedback method and including a control group not inoculated
with natural infection, as well as the response of the piglets born from these sows. .
The response of serum immunoglobulins (IgG) and mammary secretions (IgG and
IgA) to the different treatments and the analysis by sex of the piglets did not show
significant differences. However, the IgG response in piglet sera shows a significant
difference in the age of the piglet in the feeback group and the control group. The
values of IgG and IgA in colostrum and milk on day 0 showed a significant difference,
particularly in the feedback group, with a decrease compared to the other days of
lactation. On the other hand, the values of neutralizing antibodies showed significant
differences, being the inoculum group the one that presented higher titles with
respect to the other groups. Finally, no differences were identified in the detection of
IL-12 and IL-22 between the different treatments, but in the post-treatment time for
IL-12.
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1. INTRODUCCION

1.1. Coronavirus

Los coronavirus han afectado durante mucho tiempo a diferentes especies
animales, y los cerdos no son la excepcién, siendo responsables de enfermedades
respiratorias, entéricas y hepaticas. Los coronavirus pertenecen al orden
Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae y se clasifica en
los géneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus, @ Gammacoronavirus y
Deltacoronavirus. Los Alphacoronavirus y Betacoronavirus incluyen virus que
infectan mamiferos, mientras que, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus hasta
hace algun tiempo se consideraban que incluian virus de aves y cetaceos, sin
embargo, la reciente aparicion del Deltacoronavirus porcino, pone de manifiesto la
capacidad de los coronavirus de infectar una gran variedad de especies y de la

frecuencia de saltos inter-especie (Yang et al., 2020; Khamassi et al., 2021).

Actualmente se han identificado seis especies en tres de los géneros de coronavirus
que afectan a los cerdos, dentro de los Alphacoronavirus se encuentran el Virus de
la Gastroenteritis Transmisible (GETV), el Coronavirus Respiratorio Porcino
(CRPV), el Virus de la Diarrea Epidémica Porcina (DEPV) y recientemente el
Coronavirus del Sindrome de Diarrea Aguda Porcina (SADS-CoV) o también
llamado Alphacoronavirus Entérico Porcino (SeACoV); en el género
Betacoronavirus se encuentra el Virus de la Encefalomielitis Hemoaglutinante
Porcina (EHPV) y en el género Deltacoronavirus se incluye al Deltacoronavirus
Porcino (PDCoV) (Wang et al., 2019; Yang et al., 2020).

El primer coronavirus porcino reportado fue GETV en 1935, y se identificé en 1946
y por muchos afios estuvo presentandose de forma esporadica hasta que se
reportaron brotes epizodticos en gran parte de Europa, Asia y América. En México
se detectd por primera vez en 1965 en el Laboratorio de Palo Alto a partir de
muestras de cerdos provenientes de granjas en un brote en Michoacan, en afos
consecutivos se diagnostico en gran parte del pais. Con el tiempo se volvid

altamente contagioso causando enfermedad entérica que afectaba principalmente



a lechones generando un impacto econdémico significativo (Figura 1A) (Morilla y
Estrada 1981; Rodriguez et al., 2005; Turlewicz-Podbielska y Pomorska-Mal, 2021).

Posteriormente se reportd el primer Betacoronavirus EHPV, en brotes de
encefalomielitis en lechones en Ontario, Canada en 1957, pero se aisl6 hasta 1962
a partir de cerebros de lechones con polioencefalomielitis viral, degeneracién
neuronal y gliosis, por lo que es considerado el unico coronavirus porcino
neurotropico. Se ha descrito solamente en algunos paises de Europa, Asia y
Norteamérica (Estados Unidos y Canada) y fue descrita como infeccién digestiva o
nerviosa que afecta a cerdos de cualquier edad, siendo mas grave en lechones a
partir de los 4 dias de edad (Figura 1B). Se transmite de forma directa por contacto
nariz a nariz o indirecta por aerosoles, se replica en érganos respiratorios (mucosa
nasal, tonsila y pulmones) y del sistema nervioso (ganglios y plexos), produce
vomito y emaciacion y/o encefalomielitis. Actualmente los animales infectados
permanecen con signologia subclinica, esto debido a la circulacion constante del
virus en las granjas, lo que ha generado una buena proteccion por inmunidad

lactogénica (Mora-Diaz et al.,2019).

Ligado a los brotes de GETV, este virus sufri6 una mutacion (una delecién en el gen
de la proteina spike, de origen natural) dando origen a CRPV. Descrito por primera
vez en Europa en 1980, sin embargo, se logro identificar en 1984 en Bélgica (Figura
1C). La mutacién ocasion6 que el CRPV cambiara de tropismo teniendo afinidad
respiratoria, por tanto, se replica en 6rganos respiratorios (mucosa nasal, traquea y
pulmones) siendo los neumocitos de tipo 2 las principales células blanco. En los
animales se observa disnea (dificultad respiratoria), tos, estornudos, fiebre,
estrefimiento, vomito, anorexia, emaciacion, falta de coordinacion, pero la mayor
parte de las infecciones son subclinicas por lo que genera poco impacto econémico
en las producciones porcinas, aunque se puede agravar si se presentan otros virus
como el del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) o bacterias
(Khamassi et al., 2021; Turlewicz-Podbielska; Pomorska-Mol, 2021).



Recientemente se presentaron DEPV, PDCoV y SADS-CoV que son considerados
emergentes, al igual que GETV son entéricos con signologia indistinguible. DEPV
se descubrid por primera vez en 1971 en Inglaterra, se extendioé por gran parte de
Europa, Asia y América generando grandes pérdidas productivas y econdémicas
(Figura 1D). PDCoV se reporté en 2009 en Hong Kong y fue identificado en 2014
en Estados Unidos, en México se reporté en 2017. A diferencia de DEPV o GETV
se describe con menor mortalidad en lechones. Hasta la fecha ha sido reportado en
Canada, Corea, China, Tailandia y México (Figura 1E). Y el mas recientemente
clasificado como coronavirus es SADS-CoV, reportado en 2016 con brotes de
infeccion entérica en lechones generando alta mortalidad en la provincia de
Guangdong, China; en 2018 presentd un brote en Fujian, hasta el momento no se
ha informado en otras provincias de China u otras partes del mundo (Figura 1F).
Mediante analisis filogenéticos se ha demostrado que su origen es de murciélagos
debido a la evoluciéon genética del virus con otros miembros de la misma familia
(Pérez-Rivera et al., 2019; Wang et al., 2019; Yang et al., 2020; Turlewicz-
Podbielska y Pomorska-Mol, 2021).

GETV EHPV

= — Zana <Nk
F ‘ p

: - > -

PDCoV SADS-CoV

Figura 1. Mapa de distribucion mundial de los coronavirus porcinos. A) GETV.
B) EHPV. C) CRPV. D) DEPV. E) PDCoV. F) SADS-CoV (Turlewicz-Podbielska
y Pomorska-Mdl, 2021).



1.2. Diarrea epidémica porcina

1.2.1. Antecedentes e impacto

En este proyecto nos enfocaremos solamente en el virus de Diarrea Epidémica
Porcina. Es un virus que se sugiere tiene su origen en murciélagos y que se introdujo
en la poblaciéon porcina ocasionando una infeccién entérica con gran impacto
economico (Poudel et al., 2020). DEPV fue reportado por primera vez en Inglaterra
en 1971 como enfermedad entérica grave y altamente contagiosa con manifestaciéon
durante el invierno, generando alta mortalidad en lechones. El agente etioldgico se
identifico hasta 1978 en Bélgica, clasificandolo dentro de la familia Coronaviridae.
La enfermedad se propagd por varios paises de Europa como lItalia, Bélgica,
Francia, Hungria y Republica Checa con brotes esporadicos, sin embargo, se
presentaron brotes emergentes de 2014 a 2016 en Alemania, Bélgica, Ucrania,
Francia, Italia y Austria (Khamassi et al., 2021; Turlewicz-Podbielska y Pomorska-
Mdl, 2021).

En Asia se detectd por primera vez en Japon en 1982, extendiéndose a varios
paises vecinos, incluidos Corea, China, Tailandia, Taiwan y Vietnam. Pero con la
aparicion de nuevas cepas, DEPV se volvié altamente virulento por o que causé
brotes masivos en lechones lactantes en 2010, caracterizados por presentar una
tasa de morbilidad entre 80% y el 100%, y una tasa de mortalidad del 50% al 90%
en lechones lactantes, convirtiéndose en el segundo patégeno de cerdos mas
importante en china, solo después del virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (PRRSV) (Wang et al., 2019; Turlewicz-Podbielska y Pomorska-Madl, 2021).

La enfermedad llegé a Estados Unidos desde Asia y se reportd por primera vez en
abril del 2013 y se diseminé rapidamente por todo el pais, luego de su primer brote
de 2013-2014 culmind con pérdidas importantes en la industria, causando la muerte
de mas de 7 millones de lechones y una pérdida de $900 millones a $1.8 billones
de ddlares para los productores porcinos estadounidenses. Desde su introduccion
a los Estados Unidos se extendio a México, Canada, Caribe, América Central y
Sudamérica (Langel et al., 2016; Bjustrom et al., 2018; Joshi et al., 2018).



El primer caso en México se presentd en julio del 2013 en la region de Degollado,
Jalisco y La Piedad, Michoacan (Figura 2). Entre agosto 2013 y mayo 2014 se
analizaron muestras por RT-PCR en tiempo real (rRT-PCR) con el 30% de
positividad. En mayo de 2014 la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA)
la reconocio oficialmente en México y también se realizé el reporte oficial por parte
del Servicio Nacional de Salud, Seguridad Alimentaria y Calidad de los Alimentos
(SENASICA) en los Estados de Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Querétaro,
Hidalgo, Estado de México, Morelos, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California,
Colima, Distrito Federal, Guerrero, Puebla, Veracruz, Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Sinaloa y Sonora. Desde entonces, se han reportado grandes pérdidas econémicas
y tasas de mortalidad del 100% en los primeros brotes, hoy en dia los rebrotes
reportan disminucion en las tasas de mortalidad a un 75% en lechones recién
nacidos. La Diarrea epidémica Porcina (DEP) es considerada en México como
enfermedad endémica del grupo 3 y de distribucion mundial (Bolafos et al., 2016;
Lara-Romero et al., 2018).
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Figura 2. Mapa del tiempo y diseminacién del DEPV en el mundo (Bolanos et al.,
2016).



1.2.2. Estructura

El DEPV es pleomérfico, con un diametro de 95-190 nm y proyecciones en forma
de espiga (picos) envueltos con una bicapa lipidica, su genoma es de ARN
monocatenario de sentido positivo de 28 a 31 kilobases (kb) (excluyendo la cola poli
A). Su estructura esta conformada por una region no traducida (UTR) y siete marcos
de lectura abiertos (ORF): ORF1, proteina spike (S), proteina accesoria (ORF3),
proteina de la envoltura (E), proteina de la membrana (M) y proteina de la

nucleocapside (N) (Figura 3) (Jung et al., 2020).
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Figura 3. Esquema del DEPV. A) Micrografia electronica de un virion. (B)
Diagrama esquematico de la estructura del virién. (C) Mapa genémico DEPV
(Yang et al., 2020; Turlewicz-Podbielska y Pomorska-Maél, 2021).

El ORF1 se encuentra en la regiéon 5' y ocupa dos tercios del genoma, esta dividido
en ORF1a y ORF1b, codifica para una poliproteina replicativa (Rep), que genera
proteinas no estructurales (NSP), las cuales se relacionan con el procesamiento
proteolitico, replicacién y transcripcién del genoma viral (Lara-Romero et al., 2018;
Wang et al., 2019).

La proteina S o “Spike” (espicula) es codificada por el ORF2, es una proteina de
superficie en formas de picos con 18 nm de longitud aproximadamente, por la cual
recibe la denominacién de coronavirus, y sirve fundamentalmente para la union y
entrada a la célula blanco. Asi mismo esta estructura induce respuesta inmune de

anticuerpos neutralizantes, al contener epitopos neutralizantes: tres de ellos estan



ubicados en el dominio S1 (residuos COE 499-638, residuos SS2 748-755 y
residuos SS6 764-771), y el cuarto esta en el S2 (residuos 2C10 1368-1374) (Pérez-
Rivera et al., 2019; Yang et al., 2020). La proteina N, la mas abundante y altamente
conservada, es la encargada de envolver el material gendmico viral. Las proteinas
My E son componentes principales para envolver la particula virica y necesarias en

el proceso de ensamblaje viral (Pérez-Rivera et al., 2019; Wang et al., 2019).

1.2.3. Epidemiologia

La transmisién del DEPV puede darse de manera directa por via fecal-oral por
medio de la ingesta de heces o vomito infectado, o indirecta por fomites como ropa,
calzado, alimento, contenedores y vehiculos de transporte contaminados con
vomito o heces que promueven su propagacion (Figura 4). Sin embargo, también
se ha reportado la transmision de manera indirecta por medio de aerosoles que
contienen particulas virales con capacidad infectiva, la gran importancia radica en
que este virus puede diseminarse hasta 16 km alrededor de las granjas de acuerdo
con algunos estudios que han identificado el movimiento de particulas virales o
material genético (Hernandez, 2016; Jung et al, 2020). Por otra parte, estudios
sugieren una transmision a través de la leche de la cerda de manera vertical al
identificarse genoma viral por medio de RT-PCR en leche de cerdas lactantes

afectadas por el DEPV sin tratamiento (Jung y Saif, 2015).

Una vez que el DEPV entra al animal, se dirige a su célula diana para infectarla y
replicarse en ella. Su ingreso a la célula lo realiza por medio de la proteina S, esta
proteina se divide en dos subunidades S1y S2, la subunidad S1 contiene el dominio
de unidén al receptor (RBD) este ligando se unira al receptor celular, en este caso es
la aminopeptidasa N porcina (APNp) expresada por los enterocitos vellosos del
intestino delgado, sin embargo no es su principal receptor, de acuerdo con otros
estudios moléculas de superficie en los enterocitos secretorios como acido sialico
podrian estar participando en la unién. Una vez que S1 se une a su receptor, S2
desencadena la fusion de la envoltura viral y la membra de la célula blanco para

permitir la infeccion de la célula (Wang et al., 2019; Jung et al., 2020).



La replicacion del DEPV ocurre en el citoplasma de las células epiteliales en las
vellosidades a lo largo del intestino delgado, ocasionando una degeneracion de los
enterocitos que con lleva a la atrofia de las vellosidades (Poonsuk et al., 2016). La
aparicion de los signos clinicos es de 1 a 3 dias después de la infeccién y como
consecuencia de la malabsorcion debida a la pérdida masiva de enterocitos
absorbentes, se produce diarrea acuosa, vomitos, anorexia, deshidratacion,
emaciacion y muerte, por lo general no duran mas de 10 dias (Figura 4). Afecta a
cerdos de cualquier edad, pero generalmente es mas grave y letal en lechones
recién nacidos, debido a su susceptibilidad asociada a un sistema inmunolégico que
no esta completamente maduro o adaptado y a una tasa de regeneracion de
enterocitos menor o mas lenta que en cerdos adultos (Wang et al., 2019; Turlewicz-
Podbielska y Pomorska-Mol, 2021).
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Figura 4. Representacion esquematica de la transmisién y patogenia del DEPV.



La infeccion por el DEPV presenta tasas de morbilidad y mortalidad de hasta el
100% en lechones recién nacidos y mortalidad de 1-3% en cerdos mas grandes
(Wang et al., 2019; Turlewicz-Podbielska y Pomorska-Mél, 2021). Genera un
impacto en el rendimiento reproductivo en cerdas jovenes y cerdas gestantes con
la disminucién en el porcentaje de fertilidad del 12.6%, aumento en el porcentaje de

abortos del 1.3% y momificaciones del 2.0% (Poonsuk et al., 2016).

Se pueden observar lesiones macroscopicas como el estdbmago distendido lleno de
leche cuajada, intestino con contenido acuoso amarillento, las paredes de la mucosa
intestinal adelgazadas (aspecto trasparente), linfomegalia mesentérica
(agrandamiento de los linfonodos mesentéricos). Microscopicamente, se observa
vacuolizacion citoplasmatica y exfoliacion de enterocitos del intestino delgado con
acortamiento de vellosidades superficiales, atrofia de las vellosidades reducidas o
ausentes (Duarte y Laude, 1994; Lv et al., 2016).

1.2.4. Prevencién y control

1.241. Bioseguridad

Actualmente no existe tratamiento para la DEP, asi como para otras enfermedades
virales de los cerdos, por lo que implementar un protocolo de bioseguridad eficaz
es la mejor manera de evitar el ingreso de la infeccidbn a las explotaciones
(Turlewicz-Podbielska y Pomorska-Mal, 2021).

Es importante que, para que este protocolo sea eficaz se incluya un manejo
adecuado de las instalaciones y de los animales para garantizar su bienestar, la
practica de “todo dentro, todo fuera” para romper el ciclo de transmision dentro de
la granja, ademas de programas de limpieza y desinfeccion con lavados de alta
presidon y con el uso de detergentes en instalaciones, herramientas utilizadas por
los trabajadores y transportes de animales, asi como de alimento donde se
garantice la remocion de excretas y evitando residuos. Asimismo, es necesario
contar con un programa de control de fauna silvestre o de cuarentena que disminuya

el riesgo propagacion de patdégenos entre granjas (OIE, 2014; Bolafios et al., 2016).



1.24.2. Feedback

En inicios de brote de esta enfermedad y ante la ausencia de vacunas disponibles,
se utilizé el método Feedback (retroalimentacion) para controlar la infeccion (Jung
et al., 2020). Este método consta del suministro de material intestinal de lechones
lactantes infectados con el DEPV (Figura 5), a hembras gestantes por la via oral
(Pifieros y Mogollén, 2015; Langel et al., 2016).

Figura 5. Elaboracion del Feedback con material intestinal proveniente de un

lechén infectado con el DEPV (Foto por Rolando Beltran).

Esta estrategia tiene como objetivo que las cerdas desarrollen la enfermedad en
una etapa y nivel en que la salud general no se vea comprometida, para estimular
inmunidad lactogénica, es decir, que sera transferida a sus lechones por medio del
calostro y la leche (Hill et al., 2014; Clement et al., 2016; Langel et al., 2016,).

Estudios revelan que su éxito es relativo en los casos que optaron por este protocolo
de exposicion, ya que la incidencia de la enfermedad clinica disminuyd
dramaticamente, pero los resultados no fueron 100% efectivos. Al no contar con un
protocolo establecido el feedback puede fallar por razones como: cuando la dosis
del virus es demasiado baja, el virus no es infeccioso debido a condiciones
inadecuadas de la muestra o almacenamiento, si 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 transmision de otros patdogenos dentro de la piara, y la

posible propagacién del DEPV a granjas no infectadas. Es importante previamente
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tener un diagndstico por pruebas de laboratorio positivas al DEPV, para tener
precaucion con el suministro de macerados (visceras, pulmén, linfonodos, bazo) de
lechones que presenten PRRS, enfermedad de Aujeszky o fiebre porcina clasica
(FPC), 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 titulacidn o cuantificacion viral (Pifieros y Mogollén, 2015; Clement et al., 2016).

1.2.4.3. Vacunas

A consecuencia de los brotes de DEP, paises como China, Japén, Corea y los
Estados Unidos han desarrollado vacunas atenuadas o inactivadas utilizando
diferentes tecnologias que van dirigidas a las cerdas gestantes. Sin embargo, la
eficacia genera dudas al ser muy variable para controlar los brotes, la falla puede
atribuirse a diversos factores, principalmente a el sitio de infeccion y los sistemas y
aparatos afectados en el cerdo, que a su vez dictan la naturaleza de la vacunay la
via de administracion. Ya que la mayoria utilizan la via intramuscular para su
administracion, y la via parenteral no desencadena una fuerte inmunidad local para
inducir inmunoglobulina A (IgA) de la mucosa (Wang et al., 2019; Alluwaimi et al.,
2020).

En México se comercializan dos vacunas, la primera por laboratorios MSD (Reg.
SAGARPA B-0273-284) la cual es una vacuna recombinante de ARN. Se administra
1 dosis de 1ml via intramuscular (IM) en cerdas primerizas o multiparas entre los 14
y 7 dias previos al parto. Sin embargo, en zonas endémicas y cuando sea necesario
puede realizarse la aplicacién de una segunda dosis con un intervalo de por lo
menos 3 semanas (Figura 6A) (MSD, 2022).

La segunda vacuna es fabricada por los laboratorios Zoetis, Inc (Florham Park,
Nueva Jersey, Informe de estudio n°® B826R-US-13-258, Zoetis Inc.), es una vacuna
de DEPV inactivada. Indicada para cerdas gestantes aplicando 2 dosis de 2ml cada

una, administradas por via IM, la primera dosis administrada 5 semanas antes del
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parto y la segunda dosis debe administrarse 2 semanas antes del parto (Figura 6B)
(Zoetis, 2016).

Figura 6. Vacunas contra el DEPV. (A) vacuna comercializada por MSD® (MSD,

2022). (B) vacuna comercializada por Zoetis® (Zoetis, 2016).

1.2.4.4. Inéculo

Actualmente hay varios estudios que han experimentado otro tipo de profilaxis, esto
debido a la frecuente ineficacia o falta de seguridad de la retroalimentacion, por lo
que esta siendo reemplazada por inmunizacion oral con DEPV activo, la cual
consiste en someter a los individuos afectados a un indculo por via oral obtenido a
partir del aislamiento del DEPV. El aislamiento viral se obtiene de 6rganos tales
como intestino, pulmén, estdmago de lechones afectados por el DEPV, propagado
en cultivo de células Vero, este cultivo se titula, se diluye y se administra via oral a
los animales con diferentes vehiculos (Poonsuk et al., 2016; Suzuki et al., 2016;
Joshi et al., 2018).

Los resultados obtenidos mediante este tipo de profilaxis han determinado que las
cerdas y los lechones después de su inoculacion, produjeron una respuesta de 1gG,
IgA y su capacidad neutralizante especifica contra el DEPV 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
termorregulacion, mayores tasas de crecimiento, una menor morbilidad y mortalidad
en comparacion con los grupos control. Lo que demuestra proteccion al lechén a
través de la transferencia de anticuerpos por medio del calostro y la leche (Poonsuk
et al., 2016; Joshi et al., 2018).
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1.3. Inmunidad innata

Las barreras fisicas en un individuo son esenciales para excluir a los patégenos
invasores, sin embargo, los patdégenos pueden contar con estrategias para evadir
las barreras fisicas o estas no ser tan efectivas que logran atravesarlas (Tizard,
2018). Para ello, la inmunidad innata es la primera linea de defensa cuya mision es
prevenir el establecimiento y propagacion de agentes patégenos mediante varios

mecanismos de accion inmediata (Tizard, 2018; Langel et al., 2020).

La respuesta inmunoldgica que se desencadena es general (no especifica) y se
activa cuando el patégeno logra pasar las barreras epiteliales. A través de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) se detectan moléculas que
expresan los patdogenos conocidas como patrones moleculares asociados a
patdogenos (PAMP) o patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) que son
moléculas que liberan las células danadas, provocando una respuesta celular rapida

y produccion de diversas proteinas (Figura 7) (Tizard, 2018).
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Figura 7. Esquema de la respuesta inmune innata en infecciones virales.
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En caso del DEPV, tras la infeccion viral las células pueden utilizar PRR como
receptores tipo toll (TLR) y receptores similares al gen 1 inducible por acido retinoico
[(RIG-I) (RLR)], presentes en las células presentadoras de antigenos (CPA) para
reconocer las glicoproteinas y ARN virales, este reconocimiento inicia con la
produccion y propagacion de ceélulas y componentes antivirales solubles como
citocinas proinflamatorias y quimiocinas, principalmente interferén (IFN) de tipo | y
lll. La induccion de IFN es importante por sus efectos antivirales en las células
epiteliales de la mucosa para eliminar a los virus, al reclutar células asesinas
naturales (NK), células dendriticas (CD) y macréfagos en el sitio de la infeccion. Las
células NK son responsables de la muerte citotoxica de células infectadas y son una
fuente importante de IFN-y, TNF-a y, otras citocinas y quimiocinas. Por su parte, los
macrofagos son las primeras células inmunes en localizar al DEPV; y junto con las
CD ademas de fagocitar, juegan un papel esencial en la presentacion de antigenos
a linfocitos T y B para preparar una respuesta inmune adaptativa (Du et al., 2019;
Koonpaew et al., 2019; Langel et al., 2020).

1.4. Inmunidad adaptativa

Posterior a una respuesta inmune innata el organismo busca defenderse de manera
definitiva y especifica, para ello se genera una respuesta inmune adaptativa la cual
se basa en reconocer y destruir especificamente a los patégenos; sobre todo genera
memoria para que en caso de una reinfeccién esta respuesta sea mas rapida y
eficiente (Tizard, 2018).

Este tipo de inmunidad comienza cuando las CPA (principalmente las CD) captan
el antigeno de las células epiteliales intestinales o de las células epiteliales
intestinales apoptoéticas durante la infeccion; y migran a los linfonodos para
interactuar con los linfocitos y desencadenar una respuesta humoral y celular
(Figura 8) (Fraile, 2018; Langel et al., 2020).
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Figura 8. Esquema de la respuesta inmune adaptativa en infecciones virales.

1.4.1. Humoral

La inmunidad humoral se caracteriza por la participacion de los linfocitos B que
maduran a células plasmaticas, las cuales producen anticuerpos que actuan contra
patdogenos extracelulares. Inicia cuando las CPA presentan el antigeno a los
linfocitos B, estos capturan el antigeno por medio de su receptor de célula B (BCR)
formando el complejo antigeno/anticuerpo que se internaliza en la célula donde se
procesa por medio de protedlisis generando péptidos. Los antigenos peptidicos son
llevados a la superficie de los linfocitos B unidos al complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) clase I, lo presentan a los linfocitos T cooperadores
(CD4) para que liberen citocinas que activan al linfocito B o también por si solo el
linfocito B puede activarse (Figura 9). Una vez activo el linfocito B comienza su
division y maduraciéon a célula plasmatica para generar clonas que reconocen el
antigeno, que posteriormente seran secretados a los fluidos corporales (sangre,
linfa, etc.), donde reciben el nombre de inmunoglobulinas o anticuerpos (Fraile,
2018; Tizard, 2018).
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Figura 9. Esquema de la respuesta inmune humoral en infecciones virales.

1.4.1.1. Inmunoglobulinas
Las inmunoglobulinas o también llamados anticuerpos son producidos por las
células plasmaticas y son receptores de union al antigeno que se encuentran en los

fluidos bioldgicos en los todos los mamiferos.

Son glicoproteinas constituidas por cuarto cadenas: dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras, unidas por puentes disulfuro dandole la forma de “Y”. Su estructura
de divide en dos regiones: la region FC (la base de “Y”) conformada por dos cadenas
pesadas, es el sitio de anclaje al linfocito B; y la regién Fab (los brazos de “Y”)
conformada por las dos cadenas ligeras unidas a las dos cadenas pesadas,

corresponde a la zona de unién al antigeno (Figura 10).

Sitio de union
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Cadena ligera /\
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Figura 10. Representacion esquematica de una inmunoglobulina.
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Se han descrito cinco clases (isotipos) de inmunoglobulinas: 1gG, IgM, IgA, IgE e
IgD. La IgG es la mas abundante en el suero, seguida de la IgM y la IgA, aunque
esta en su forma dimérica predomina en secreciones (leche, saliva, etc.), por ultimo,
IgE presenta la concentracibon mas baja y se asocia a reacciones de
hipersensibilidad. La IgD localizada en la superficie de linfocitos inmaduros y no se

ha descrito en cerdos (Figura 11) (Tizard, 2018).

YAYV

IgM igD

Figura 11. Representacion esquematica de los diferentes tipos de

inmunoglobulinas.

La funcién de las inmunoglobulinas es unirse a los patdgenos que portan el antigeno
marcandolos para su destruccion por medio de complemento, fagocitosis,
citotoxicidad, o neutralizandolos al unirse a sus ligandos bloqueando la unién del

patdégeno a la célula diana (Fraile, 2018).

1.41.11. IgG

Las inmunoglobulinas IgG son sintetizadas por células plasmaticas en bazo,
linfonodos y médula ésea. Presenta una estructura tipica y es la mas pequefia de
las inmunoglobulinas. Se encuentra en mayor concentracion en sangre y ademas
su tamano le permite atravesar facilmente vasos sanguineos por lo que es
considerada la principal para defensa mediada por anticuerpos, su union al antigeno
puede producir aglutinacion y opsonizacién y activa el complemento por la via
clasica (Tizard, 2018).
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1411.2. IgA
La IgA igualmente es sintetizada por células plasmaticas localizadas bajo las
superficies corporales y secretada en secreciones como saliva, liquido intestinal,

leche, calostro y orina, que protegen a las superficies corporales.

Se sintetiza como mondmero de IgA, pero se secreta como dimero al unirse dos
moléculas de IgA con la cadena J. Los dimeros de IgA se une al receptor de
inmunoglobulina polimérica (pIgR) o componente secretor para formar una IgA
secretora (SIgA) (Figura 12), con ello logra pasar a través de las células epiteliales
hacia secreciones externas protegiéndola de la digestion de las proteasas
intestinales. Su importancia es principalmente la proteccion que brinda al neutralizar
virus, impidiendo su adhesion a las superficies corporales y asi evitando la infeccion

viral a las células (Tizard, 2018).

Cadena J

& Componente
secretor (pIgR)

IgA monomeérica IgA dimérica lgA secretora

Figura 12. Representacion esquematica de la inmunoglobulina IgA e SIgA.
Modificado de Tizard, 2018.

1.41.1.3. Anticuerpos neutralizantes

Los anticuerpos neutralizantes son aquellas inmunoglobulinas capaces de inhibir la
infeccion viral. Lo logran mediante la union de su fragmento de dominio de union al
antigeno (Fab) con el ligando del patégeno especifico, en el caso del DEPV es la
glicoproteina S, evitando que esta glicoproteina se una a la célula diana, por
consiguiente, bloqueando la internalizacion e infeccion viral (Gong et al., 2018).
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Los anticuerpos neutralizantes se detectan por primera vez entre los dias 7 a 14
dias con un punto maximo a los 21 dias y pueden persistir durante 6 meses
posteriores a la infeccidn, tiempo en el que se pueden realizar pruebas seroldgicas
para conocer el estatus de la piara ya que estos van a tener la funcion de inhibir al

virus bloqueando su capacidad de infectar (Clement et al., 2016).

1.4.2. Celular

A diferencia de la inmunidad humoral, los linfocitos T son las células involucradas
en la inmunidad celular y son de mucha importancia para el control de las
infecciones. Posterior al procesamiento del antigeno, este va a ser presentado a
través del CMH vy el linfocito T se activa al reconocer el antigeno por medio de su
receptor de célula T (TCR). Existen dos tipos de linfocitos T: los linfocitos T

citotoxicos y los linfocitos T cooperadores (Figura 13).
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Figura 13. Esquema de la respuesta inmune celular en infecciones virales.

Elaborado en el programa BioRender con base a lo descrito por Fraile, 2018.
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Los linfocitos T citotdxicos reconocen y destruyen células infectadas evitando la
diseminacion del patégeno. Contienen una proteina llamada CD8, en su membrana
y para activarse reconocen antigenos unidos al CMH clase |, generando la liberacién
de citocinas que forman poros en las membranas de las células infectadas,

provocando muerte por apoptosis (Fraile, 2018).

Los linfocitos T cooperadores por su parte, no destruye a las células infectadas,
pero ayudan a determinar el tipo de respuesta. La proteina marcadora que
contienen es la CD4 y los linfocitos cooperadores se activa cuando su TCR
reconoce CMH clase Il, cuando esto sucede se liberan citocinas que se dirigen a
otros tipos de células para controlar la respuesta celular. Dentro de los linfocitos
cooperadores hay diferentes subtipos los principales linfocitos T cooperadores tipo
1 (Th1) y T cooperadores tipo 2 (Th2). Los Th1 responden a antigenos presentados
por células dendriticas y células B, su estimulacion libera interleucina 2 (IL-2) e INFy
para reforzar la actividad de los macréfagos vy linfocitos citotoxicos, importante para
combatir patdgenos intracelulares. Los linfocitos Th2 responden a antigenos de
células dendriticas y macrofagos, una vez activados secretan interleucinas para
expresar moléculas de superficie en células T y estimular la activacion de células B,
aumentando asi la produccion de anticuerpos, este tipo de respuesta es
mayormente favorable cuando se trata de patégenos extracelulares (Fraile, 2018).
El tipo de respuesta que se induce va a depender del patrén de citocinas que se

secreten (Trinchieri, 2003).

1.4.21. Citocinas

Las citocinas son proteinas producidas por células del sistema inmune, su funcién
es modular la respuesta a través de estimular otras células para su diferenciacion,
produccion de otras proteinas o por el contrario su inhibicién (Tizard, 2018); se
producen durante una respuesta inflamatoria innata para generar una respuesta

adaptativa. Estan divididas en 5 grupos (Cuadro 7).
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Cuadro 1. Clasificacion de citocinas de acuerdo con su efecto biolégico (Trinchieri,

2003).
Grupo Efecto Citocinas
Grupo 1: Involucradas en el inicio e | elL-1,IL-6, IL-8
Citocinas intensidad de la respuesta| eFactor de necrosis
proinflamatorias | inflamatoria. tumoral (TNF) -a
Grupo 2: Generan una respuesta | elL-2 e IL-12
Citocinas proinflamatoria y actian en| e|FN-y

T-auxiliares 1 enfermedades autoinmunes y

contra patdgenos intracelulares.

Grupo 3: Contrarrestan efectos de| elL-4,IL-5€eIL-13
Citocinas citocinas Th1.

T-auxiliares 2

Grupo 4: Participan en procesos | el|L-17 e IL-23
Citocinas proinflamatorios 'y defensa
T-auxiliares 17 | contra patégenos

extracelulares.

Grupo 5: Inhiben las respuestas | eIL-10
Citocinas inmunitarias. eFactor de crecimiento
reguladoras transformante (TGF) -

1.4211. IL12

La familia de la interleucina-12 (IL-12) esta conformada por IL-12, IL-23, IL-27 e IL-
35. Es considerada la unica familia de citocinas heterodiméricas que les confiere
varias caracteristicas estructurales, funcionales e inmunolégica unicas y distintivas,
como controlar la retroalimentacion positiva y negativa. Son importantes
reguladoras del sistema inmunologico contra enfermedades infecciosas,
enfermedades autoinmunes y cancer (Vignali y Kuchroo, 2012; Behzadi et al.,
2016).
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La IL-12 es una de las citocinas mas importantes en la regulacion de la respuesta
inmune, es una citocina proinflamatoria producida por células dendriticas,
macrofagos, monocitos y neutréfilos (Vignali y Kuchroo, 2012). Su secrecion
conduce a la produccion de IFN-y tanto por las células T como por células NK,
regulando la reaccion inmunolégica al activar a los fagocitos (Behzadi et al., 2016).
La IL-12 ademas aumenta la proliferacion de las células NK, células T citotoxicas
CD8+, y potenciando su citotoxicidad mediante la expresion de mediadores
citotoxicos y produccion de citocinas de manera directa o por efecto de IFN-y.
Promueve la inmunidad celular al inducir que las células Th virgenes puedan

diferenciarse a células Th1 y células B (Trinchieri, 2003).

Por lo tanto, la IL-12 resulta fundamental en la respuesta mediada por células contra
patdgenos intracelulares, sobre todo en la induccién de linfocitos Th1 al
desencadenar una actividad antiviral secretando IFN-y y regulando a la baja la
expresion de IL-12 (Figura 14) (Barranco et al., 2012). En el caso de la DEP, se ha
reportado que los niveles séricos de IL-12 se inducen notablemente en lechones

infectados con el DEPV cuando es inoculado por la via oral (Langel et al., 2020).
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Macrofagos Neutréfilos Célula dendritica Célula B
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Los principales productaores son los fagocitos y CD

En respuesta a patdgenos a través de de receptores tipo Toll (TLR) y otros
receptores, activan células T, células NK y otros componentes de la matriz
extracelular inflamatoria

Figura 14. Participacion de la IL-12 en la respuesta inmune. Modificado de
Trinchieri, 2003.
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1.4.21.2. IL-22

La interleucina-22 (IL-22) es un miembro de la familia de citocinas IL-10, dentro de
las cuales también se encuentran IL-19, -20, -24 y -26 e IFNA (Keir et al., 2020). Es
producida principalmente por linfocitos Th1, Th17, Th22, linfocitos T CD8, células
linfoides innatas de tipo 3 (ILC3), células NK, células epiteliales (Xue et al., 2017;
Keir et al., 2020).

La IL-22 desempefia un papel esencial en el control de infecciones y en el
mantenimiento de la integridad de mucosas como el intestino. Su funcién se basa
en multiples aspectos de la barrera epitelial, comenzando desde la primera linea de
defesa contra patdogenos, como es la mucina producida por células caliciformes; la
IL-22 induce la expresion de genes de mucina y aumenta el numero de células
caliciformes por consiguiente aumenta la produccién de moco. Se ha reportado que
IL-22 parece tener una funcion protectora en el intestino al reducir la adherencia de
los agentes patdgenos, ya que su presencia induce la expresion intestinal del gen
de la fucosiltransferasa 2 (FUT2), estimulando la fucosilacién, es decir, afiadiendo
moléculas de fucosa en las células epiteliales intestinales (IEC). Ademas, participa
en la fisiopatologia de la diarrea, la IL-22 regula positivamente a la claudina-2
epitelial la cual regula las uniones epiteliales, su estimulacién provoca la salida de
agua y como consecuencia se presenta la diarrea, método por el cual se eliminan

patogenos a través de las heces.

IL-22 induce la produccién de proteinas antimicrobianas (AMP) como B-defensinas,
proteinas en regeneracién y proteinas S100, proteinas clave que tienen la
capacidad de matar o inhibir el crecimiento de patdégenos. Finalmente, si los
patogenos logran atravesar la barrera epitelial, la IL-22 induce la expresion de
citocinas antivirales como IL-18 en IEC, la IL-18 facilita el reclutamiento de células
innatas al sitio de infeccion. También IL-22 regula la via del complemento, al inducir
la expresion del gen C3 del complemento. Por ultimo, es capaz de regular el
crecimiento y regeneracion del epitelio, sobre todo su produccion en las células ILC3

lo que impide la infeccion viral (Figura 15). Existen estudios que demuestran
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actividad antiviral de IL-22 in vitro en infecciones con el DEPV, sin embargo, en

estudios in vivo esto no ha sido dilucidado (Keir et al., 2020).
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Figura 15. Papel de la IL-22 en el intestino durante la homeostasis. Los
mecanismos de deteccion que conducen a sefiales que estimulan la produccion de
IL-22 estan en el lado izquierdo, y las funciones efectoras de IL-22 en los
diferentes tipos de células epiteliales estan en el lado derecho. Modificado de Keir
et al., 2020.

1.5. Inmunidad lactogénica

Desde 1954 se informd que en el caso de los cerdos no es posible la transferencia
de anticuerpos a través de la placenta. Esto debido a su estructura considerada
epiteliocorial, este tipo de placenta presenta seis capas de tejido lo que impide el
paso de inmunoglobulinas; y por esta razén los lechones al nacer son
agammaglobulinémicos. Ademas, el lechén se vuelve completamente
inmunocompetente a partir de la 5 semana de edad, donde comienza a sintetizar
activamente las inmunoglobulinas, sin embargo, mientras eso sucede su capacidad
para responder a agentes infecciosos se ve comprometida durante el primer mes

de vida. Por lo tanto, en esta brecha los hace dependientes de las inmunoglobulinas
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secretadas por la cerda a través del calostro y la leche (Langel et al., 2016; Poonsuk

y Zimmerman, 2018).

Para el caso de la DEP y otras enfermedades entéricas, crear una inmunidad
lactogénica efectiva es primordial para el control de la infeccion 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).

Para que esta inmunidad pasiva pueda darse es necesario saber como ocurre la
lactogénesis. La lactogénesis es un proceso que comienza entre los 90 y 105 dias
de gestacion, en el cual se crean componentes que seran secretados en calostro y
leche. La lactogénesis se divide en dos fases: La fase 1 de la lactogénesis, donde
se sintetizan los componentes de la leche como lactosa, caseina y lipidos. Y la fase
2, la cual inicia en el momento del parto e implica la sintesis y secrecion de la leche.
La fase 2 a su vez se divide en fases calostral, ascendente, meseta y descendente.
La fase calostral comienza inmediatamente después del parto, con produccion total
de calostro por dia es <50% de la produccion de leche de la lactancia temprana;
este calostro contiene mas proteinas, menos grasa y menos azucar que la leche,
de acuerdo con estudios se produce en promedio 3.5 Kg de calostro en las primeras
24 hrs. Continua la fase ascendente de 24 a 48 hrs después del parto donde el
calostro cambia por leche, en esta fase la frecuencia y volumen de secreciéon
aumentan hasta alcanzar su maxima produccion al dia 10 posterior al cambio, con
un rendimiento de aproximadamente 13-15 kg/dia. Posteriormente la fase de
meseta es el periodo donde se mantiene el nivel de produccién de leche que puede
durar hasta 28 dias. Y por ultimo la fase descendente, comienza la disminucion de
la produccion lactea, sin embargo, en produccion puede no existir la fase
descendente al destetarse antes del dia 28 (Poonsuk y Zimmerman, 2018). Esta
produccion puede variar en las cerdas por diferentes factores como el tamafo de la
camada, el tamano de los lechones, la frecuencia de lactancia, la etapa de lactancia,
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la edad de la cerda, la condicién corporal, el numero de parto y el comportamiento
materno (Tizard, 2018; Theil y Hurley, 2016).

Las secreciones mamarias contienen componentes como células, se ha reportado
que en calostro la poblacién celular consiste en neutroéfilos 71.7%, linfocitos 26.4%,
macréfagos 1.3%, células epiteliales 0.4% y eosindfilos 0.2%. La mayor proporcion
de células se presentan en calostro y posteriormente disminuyen hasta el dia 20
postparto, con excepcion de las células epiteliales que al contrario aumentan. Por
su parte del total de linfocitos secretados, los linfocitos T CD4 y CD8 son los que se

presentan en mayor proporcién de 70 a 90% (Poonsuk y Zimmerman, 2018).

Otro tipo de componentes que se encuentran en las secreciones mamarias son los
anticuerpos Los isotipos de anticuerpos identificados son IgG en un 79.7%, IgA con
14.1% e IgM con 6.2%, sin embargo, las proporciones cambian entre el calostro y
la leche. En el calostro 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 y disminuyen entre un 30% a 45% a las 12 horas, y continuan
disminuyendo en los proximos dias. En la leche madura las concentraciones son
aproximadamente de IgG 1 g/ L, IgA 4 g/L e IgM 1.6 g/L aproximadamente (Theil y
Hurley, 2016; Poonsuk y Zimmerman, 2018).

Los anticuerpos secretados derivan de dos fuentes distintas: de suero, producido
por las células plasmaticas en los tejidos linfoides y llega a las glandulas mamarias
a través del sistema circulatorio. Donde en calostro es del 100% la presencia de
IgG, 24 a 54% de IgA 'y 70 a 100% de IgM y en la leche el 20 a 38% corresponde a
IgG, 12 a 27% de IgA y 4 a 32% de IgM provienen del suero. El resto se producen
en el tejido mamario, dentro del parénquima por las células plasmaticas que
maduran en los foliculos linfoides de la mucosa que luego vuelven a ingresar al
sistema circulatorio y migran al parénquima mamario (Poonsuk y Zimmerman,
2018).
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Todo comienza cuando los linfocitos B inmaduros migran de la médula 6sea a
tejidos linfoides secundarios. Posteriormente después de la estimulacién con algun
antigeno, las células B se convierten en células plasmaticas (o plasmoblastos) que
migran a tejidos extralinfoides (como la lamina propia o glandula mamaria), este
proceso va a depender de diferentes elementos como ligandos, receptores y
quimiocinas. El trafico en mucosa intestinal esta regulado en gran medida por la
expresion de linfocitos a4B7 que interactua con la molécula de adhesion celular 1
(MAdCAM-1) y los ligandos de quimiocinas CCL25 y CCL28 en la superficie de las
células endoteliales que se unen a los receptores de quimiocinas de linfocitos,
CCR9 y CCR10, respectivamente (Figura 16) (Langel et al., 2020).
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Figura 16. Representacion de la inmunidad lactogénica con el eje intestino-
mamario-SIgA (Langel et al., 2016).

1.5.1. Transporte

El transito de las inmunoglobulinas a los alveolos se genera por mecanismos
dependientes de isotipo. El transporte de IgG esta mediado por la unién de la
cadena pesada de IgG y el receptor Fc neonatal (FcRn) localizado en la superficie

de las células epiteliales mamarias. Esta unidén se da con alta afinidad en un pH
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<6.5, una vez unida la IgG al receptor esta se endocita y es transportada a los
alveolos de la glandula mamaria, donde cambia el pH a 7.2-7.8 y esto provoca que
el receptor FcRn pierda afinidad por la IgG, deshaciendo la union y liberando la IgG

(Figura 17A) (Poonsuk y Zimmerman, 2018).

En contraste, para IgA e IgM su transporte esta mediado por el receptor plgR en
células epiteliales mamarias. Estos isotipos de inmunoglobulinas son poliméricas,
al unirse dos (en el caso de IgA dimérica) o cinco (en el caso de IgM pentamérica)
mondmeros al péptido de la cadena J. Esta cadena J se une al receptor pIgR, lo
que ocasiona que la inmunoglobulina sea internalizada por endocitosis y trasportada
a la superficie basolateral de las células epiteliales en su superficie apical, donde el
receptor plgR es escindido por enzimas proteoliticas, liberando a la inmunoglobulina
(junto con la cadena J y el receptor plgR) en el alveolo para ser secretada (Figura
17B) (Poonsuk y Zimmerman, 2018).
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Figura 17. Transporte de inmunoglobulinas en las células de la glandula mamaria.

A) Inmunoglobulina IgG. B) Inmunoglobulina IgA.
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1.5.2. Absorcion

El sistema inmune adaptativo del lechdn recién nacido se considera inmaduro, por
contener células linfoides limitadas, tejido linfoide no desarrollado y ausencia de
linfocitos efectores y de memoria. Para compensar estas carencias, tanto
anticuerpos y células son proporcionados a través del calostro y la leche otorgando
proteccion al lechon en las primeras semanas de vida. En el caso de los anticuerpos,
después del nacimiento los lechones ingieren calostro, al tener una actividad de
proteolitica baja y con los inhibidores de tripsina presentes en calostro permiten que
las inmunoglobulinas no se degraden y lleguen intactas al intestino delgado y sean

absorbidas (Poonsuk y Zimmerman, 2018).

Esta absorcidon de las inmunoglobulinas se inicia al ocurrir alguno de estos dos
mecanismos: endocitosis no selectiva o unidon del anticuerpo mediada por
receptores especificos. La endocitosis no selectiva se basa en que las células del
intestino delgado estan revestidas con células epiteliales de mucosa temporales que
pueden absorber macromoléculas intactas, posteriormente se liberan en lamina
propia, se difunden en el sistema linfatico intestinal e ingresan a circulacién. Este
tipo de absorcion existe durante un periodo de tiempo muy limitado (posterior al
nacimiento, 2 h en el duodeno, 48 h en el yeyuno y 72 h en el ileon), ya que el
epitelio de la mucosa es reemplazado por células que no permiten el paso de
macronutrientes, a lo que se le denomina cierre del intestino. Después de este
cierre, la mayoria de las inmunoglobulinas son degradadas por enzimas digestivas,
sin embargo, SIgA y SIgM al estar unidas al componente secretor evitan esta
degradacion, y su absorcion se lleva a cabo por medio de receptores FcRn y pIgR

en las células epiteliales intestinales (Poonsuk y Zimmerman, 2018).

En cerdos la absorcion es selectiva, la IgG e IgM se absorben en su mayoria
mientras que la IgA permanece en el intestino (Tizard, 2018). Incluso algunas
inmunoglobulinas absorbidas pueden sufrir trasudacién hacia la superficie de la
mucosa, donde desempefia un papel importante en la proteccion contra patégenos

entéricos (Poonsuk y Zimmerman, 2018).
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Las células como linfocitos ingeridos también pueden atravesar el epitelio intestinal
por migracion intracelular, solo durante una semana posterior al nacimiento. Las
células absorbidas migran a linfonodos mesentéricos y a diferentes tejidos (higado,

pulmén, bazo y lamina propia) (Poonsuk y Zimmerman, 2018).

2.  JUSTIFICACION

Debido a que actualmente no existe una vacuna con valores de proteccion
significativos contra el virus de la diarrea epidémica porcina, la investigaciéon
enfocada hacia inmunizaciones con virus activo tiene un valor prioritario debido a la
situacion de la produccion porcina en México. Este trabajo pretende brindar a los
productores y médicos veterinarios el conocimiento de la inmunidad lactogénica en
las infecciones por el DEPV, que es considerado endémico en el pais. Generar
informacion valiosa y novedosa sobre la respuesta inmune a esta infeccién por lo
que la informaciéon no solo podra ser usada para entender la patogenia de la
infeccion por el DEPV, sino que ademas ayudara a guiar la generacion de posibles
cepas virales que podrian ser usadas como virus activos vacunales, asi como,
evaluar los efectos que estas inmunizaciones tendrian en las cerdas gestantes y
sus camadas. Se considera que la informacion generada por esta investigacion

tendra aplicaciones practicas a nivel de produccion e investigacion.

3. HIPOTESIS
e Las cerdas inoculadas con el DEPV aislado y cuantificado presentaran
mayores niveles de 1gG, IgA y anticuerpos neutralizantes en comparacién
con cerdas inoculadas con feedback.
e Los lechones nacidos de cerdas con inoculacion directa presentaran mayor
concentracion de IgG que los lechones nacidos de cerdas inoculadas con
feedback.
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4,

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inmunidad lactogénica de cerdas inmunizadas con una dosis unica del

virus de la Diarrea Epidémica Porcina aislado en comparacién con cerdas

inoculadas con el método de feedback.

41.

Objetivos especificos

Determinar y comparar los niveles de IgG en suero de cerdas inmunizadas
con el DEPV utilizando como tratamientos inéculo aislado y feedback.
Determinar y comparar los niveles de IgG, IgA y anticuerpos neutralizantes
en calostro y leche de cerdas inmunizadas con el DEPV utilizando como
tratamientos indculo aislado y feedback.

Determinar y comparar los niveles de IgG en suero de lechones nacidos de
cerdas previamente inmunizadas con el DEPV utilizando como tratamientos
in6culo aislado y feedback.

Evaluar la participacion de las interleucinas IL-12 e IL-22 en la respuesta
inmune inducida por la inmunizacién con el DEPV en cerdas utilizando como

tratamientos indculo aislado y feedback.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Lugar

El proyecto se realizé en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en
Produccioén Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), ubicado en el Km

2 de la carretera Jilotepec-Corrales, en Jilotepec, Estado de México.

Es una granja de ciclo completo, con un inventario de 150 hembras pie de cria con
auto reemplazo. La granja tiene un flujo de 8 partos semanales, con destetes de 21
dias y alberga a sus lechones durante 5 semanas en las salas de crecimiento, para

su posterior paso a la engorda hasta el término del ciclo.

Dicho proyecto fue sometido y aprobado por el Subcomité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales Experimentales (SICUAE) con el numero de protocolo
SICUAE.MC-2020/4-4.

5.2. Antecedentes

El CEIEPP present6 su primer brote de DEP el 24 de marzo del 2014, presentando
tasas de morbilidad del 100% y mortalidad del 85-90% en lechones. El diagndstico
de DEP se confirmdé mediante pruebas de PCR y como tratamiento se implementd
la administracién oral de feedback (a razén de un intestino por cada quince cerdas,
aproximadamente 80 ml por hembra) por 15 dias consecutivos. Esto trajo como
consecuencias el aumento de mortalidad y momificaciones en afios subsecuentes,

con diagnostico de enfermedades como Parvovirus porcino y Circovirus porcino.

El 15 de enero del 2018 se presento signologia sugerente a un rebrote de DEP, por
lo que se realizaron pruebas confirmatorias mediante inmunocromatografia (Anigen
Rapid PED TEST KIT/ RG14-01, Bionote) y PCR comercial que permite diferenciar
a los coronavirus porcinos (VetMAX™ PEDV/TGEV/SDCoV Kit, Applied
Biosystems™ by Thermo Fisher Scientific). Como tratamiento se administré via oral
a las cerdas un inocul6 del virus del brote anterior aislado y cuantificado a una

concentracion de 1x108 DICCso%mi y feedback el dia 26 de enero del 2018.
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El dia 6 de febrero mediante pruebas serolégicas como ELISA, tanto las cerdas y

sus camadas presentaron mejoria, observando disminucién de la signologia clinica

de la enfermedad (Figura 18).

Primer brote de DEP
en el CEIEPP, fe
reportado el
24 de marzo del
2014.

Presentaron
tasas de
morbilidad del
100%y de
mortalidad del
85-50%.

Se obtuvo
diagnostico
confirmatorio
de DEP por
PCR.

Como tratamiento
se administro
feedback por 15
dias consecutivos.

Como consecuencia
hubo

aumento de mortalidad

y momificaciones en
afios subsecuentes.

Se reporta el
rebrote de DEP
en el CEIEPP el
15 de enero del

2018.

Se obtuvo diagnastico
confirmatorio de DEP
mediante
inmunocromatografia
yPCR.

Se administro
como tratamiento
feedback o un
indculo del DEPV
aislado a las
cerdas pie de cria

el 26 de enero del
2018.

Figura 18. Linea de tiempo de los antecedentes en CEIEPP respecto a DEP.

5.3.
Los grupos de estudio se dividieron en 3 (Cuadro 2), conformados por cerdas pie

Grupos de estudio

de cria de diferente numero de parto y lechones nacidos de estas cerdas,
organizados de la siguiente manera:

e EIl grupo control: conformado por cerdas sin inoculacion, pero con infeccién
natural.

e El grupo inoculacion con “Feedback”: conformado por cerdas inoculadas via
oral con contenido intestinal de lechones infectados con DEPV, el cual fue
licuado y utilizado en una unica dosis, donde se corroboré la presencia del
virus por medio de RT-PCR.

e EIl grupo inoculacion directa (1): conformado por cerdas inoculadas con el

virus aislado y en una dosis Unica a una concentracion de 1X108 TCIDso%/mi.
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Cuadro 2. Descripcion de los sujetos de estudio que conformaron cada grupo

analizado.
GRUPOS DE ESTUDIO
Especie Género Cantidad Grupo
(tratamiento)
Sus scrofa domesticus | Hembra pie de cria 6 Control
Sus scrofa domesticus | Hembra pie de cria 14 Feedback
Sus scrofa domesticus | Hembra pie de cria 12 Indeulo directo
Sus scrofa domesticus | Lechones 12 Control
Sus scrofa domesticus | Lechones 48 Feedback
Sus scrofa domesticus | Lechones 56 Inéculo directo

54.
5.4.1. Hembras

Muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron de hembras gestantes de la vena yugular

previo a la inoculacién y post-inoculaciéon (Figura 19). Se colectaron en tubos

Vacutainer®

rojos y posteriormente fueron procesados por centrifugacion

(Eppendorf® Microcentrifuge 5415) a 1500 rpm por 10 min con la finalidad de

separar el suero, el cual fue almacenado en tubos criogénicos estériles de 1.5 ml a

-20° C.

24 Enero 2018
1° toma de
sangre en
hembras

26 Enero 2018

Inoculacién del
virus aislado y
cuantificado

8 Febrero 2018

2° toma de
sangre en
hembras

(13 dias post-

inoculacién)

26 Abril 2018
4° toma de
sangre en

hembras

(97 dias post-
inoculacién)

21 Marzo 2018
3° toma de
sangre en

hembras

(54 dias post-

inoculacién)

Figura 19. Cronograma de toma de muestras sanguineas de hembras porcinas pie

de cria.
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Se colectaron muestras de calostro y leche de cerdas lactantes cada 7 dias a partir
del parto hasta el destete (calostro= dia 0, y leche = dia 7, 14 y 21) (Figura 20).
Previo a la toma se realizd una limpieza de la glandula mamaria con toallas
desechables y cloruro de benzalconio. Se recolectaron en tubos de centrifuga
estériles de 15 ml (Falcon™) y se almacenaron en congelacion a -20° C,
posteriormente se trasladaron al Departamento de Microbiologia e Inmunologia de
la FMVZ para conservarse en ultracongelacion -70° C. Previo a su utilizacion las
muestras fueron descongeladas y se obtuvo 1.5 ml en tubos criogénicos estériles
(Eppendorf ™), se centrifugaron (Eppendorf® Microcentrifuge 5415) a 13,000 g por
15 min a 4°C para eliminar grasa y suciedad, finalmente se almacenaron en tubos

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

Dia 7 Dia 21
Toma de Toma de
Parto leche leche
Dia O Dia 14 Dia 21
Toma de Toma de destete
calostro leche

Figura 20. Cronograma de toma muestras de calostro y leche de cerdas.

5.4.2. Lechones

Las muestras de sangre de lechones se obtuvieron de la vena cava anterior el dia
7 y 21 de edad (Figura 21). Se colectaron en tubos Vacutainer® rojos vy
posteriormente fueron procesados por centrifugacion con la finalidad de separar el
suero, el cual fue almacenado en tubos criogénicos estériles de 1.5 ml a -20° C.

Dia21
Parto Toma de sangre en lechones

Dia7 Dia 21
Toma de sangre en lechones destete

Figura 21. Cronograma tomas de muestra sanguineas en lechones.
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5.5. Pruebas

5.5.1. Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IgG

La deteccion de IgG especificas contra el DEPV en el suero de las cerdas y
lechones, asi como, del calostro y leche de cerdas lactantes, se realizé por medio
de ELISA para IgG mediante el uso de un kit comercial ID Screen® PEDV (Indirect
kit ID Screen®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El valor muestra/

positiva (SP por sus siglas en inglés) se calculé mediante la siguiente formula:

DOmuyestra — DOcontro negativo

S/p% = x 100

DOControl positivo — DOControl negativo

5.5.2. Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IgA

Para la deteccidn de IgA especifica contra el DEPV en calostro y leche de las cerdas
lactantes se realizd con el ensayo de ELISA de acuerdo con lo reportado por
Bjustrom et al., 2018 y Becerra, 2019, con algunas modificaciones. Se sensibilizé
una placa para ELISA (Costar™ EIA/RIA de 96 pocillos) con 100 pl de virus
purificado por gradiente de sacarosa (3.03 ug/ml proteina total en buffer de
carbonatos) por pozo, se cubri6 y se dejé incubar por 16 horas a 4° C,
posteriormente, se realizaron tres lavados con solucion de lavado (buffer fosfato
salino (PBS) con Tween 20 al 0.2%). Con la finalidad de disminuir las uniones no
especificas se adicionaron 200 pl de solucién de bloqueo (PBS con 2% de leche
descremada y 0.02% de Triton X-100) y se dej6é incubando 1 hora a 37° C. Al
finalizar la incubacion, se realizaron tres lavados con solucién de lavado. Se
agregaron 100 pl del suero del calostro y leche en una dilucién 1:10, utilizando como
control negativo leche descremada, se dejé incubar 1 hora a 37° C y al finalizar el
tiempo de incubacion se realizaron tres lavados. En cada pozo se agregaron 100 pl
del anticuerpo secundario Anti-IgA de cerdo hecho en cabra conjugado con la
enzima peroxidasa de rabano picante (HRP por sus siglas en inglés) (Bethyl
laboratorios) diluido 1:500, se dejé incubar 1 hora a 37° C y posteriormente se lavo
la placa tres veces con solucion de lavado. Por ultimo, se agregaron 100 pl de

Novex® HRP Chromogenic Substrate TMB (InvitrogenTM) y se incub6 a 37° C, se
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realizaron mediciones de absorbancia a los 15, 30 y 45 minutos con un filtro de 405
nm en el espectrofotdmetro Multiskan Ex (Thermo Fisher Scientific) (Bjustrom et al.,
2018; Becerra, 2019).

5.5.3. Ensayo de neutralizacion de la infectividad viral

Preparacién de la placa con células para la infeccion, se colocaron 30,000 células
Vero por pozo en placas de 96 pozos para cultivo celular de fondo plano; se
propagaron a confluencia al 80% en medio D-MEM high glucosa suplementado con
suero fetal bovino (SFB) 8% y glutamina 10 mM (medio de propagacion) y se

incubaron a 37°C en atmésfera de COz2, por 24 h o hasta el 100% de confluencia.

Los sueros se sometieron a tratamiento para inactivaciéon del complemento a 56°C

por 30 min y se conservaron los sueros en alicuotas

El procedimiento para la neutralizacion se llevo a cabo en una placa de 96 pozos
sin células, se colocd 90 ul de medio D-MEM high glucosa suplementado con 15 ug
de tripsina y glutamina 10 mM (medio de infeccién). Se tomaron 10 pl de cada
muestra (suero, calostro o leche) y se realizaron diluciones en medio de infeccion
(1:10, por duplicado), se agregaron 100 ul del virus DEP a una multiplicidad de

infeccidn de 0.1 a todos los pozos con suero.

Para el control de muestra, se realizaron las diluciones de cada suero/calostro/leche

y se agrego 100 ul de medio de infeccion.

Para el control del virus se coloc6 90 ul de medio de infeccion en dos pozos y se

agregd6 100 ul del DEPV a una multiplicidad de infeccion de 0.1.
Y para el control de células se agregé 190 ul de medio de infeccion en dos pozos.

Las muestras y los controles se incubaron a 37° C por 1 h. Pasado el tiempo se
transfirié el contenido de la placa de diluciones a la placa que contenia las células
con 100% de confluencia; se incub6 a 37° C en atmosfera de COz2, por 48 0 72 h

hasta la observacion de efecto citopatico (ECP).
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Se retird el sobrenadante y se lavo con PBS. Se fijé por 24 h con formaldehido al
1% en PBS; posteriormente se retird el formaldehido y se afiadié cristal violeta en

formaldehido (37%), se incubd 1 h a temperatura ambiente (TA).

Por ultimo, se lavd a chorro de agua, se afadioé acido acético al 10% en PBS, se
incubd 30 min a TA, se leyo la absorbancia a 590 nm y se tomo el titulo basado en
el ECP.
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Figura 22. Ejemplos de placas de neutralizacién. A) Ejemplo de placa con control

de células. B) Ejemplo de placa con titulo bajo de anticuerpos neutralizantes.

5.5.4. Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IL-12

La determinacion de IL-12 en el suero de las cerdas gestantes se llevd a cabo por
medio del kit comercial Porcine IL-12 (IL12A) (Thermofisher®, numero de catalogo
ESIL12A) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, diluyendo la muestra 1:2.
La concentracién expresada en ng/ml se obtuvo al correlacionar los valores en una

curva estandar, a partir de parametros estandares.

5.5.5. Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IL-22

La determinacion de IL-22 en el suero de las cerdas gestantes se llevo a cabo por
medio del kit comercial Porcine IL-22 (Thermofisher®, numero de catalogo ES13RB)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, diluyendo la muestra 1:2. La
concentracion expresada en pg/ml se obtuvo al correlacionar los valores en una

curva estandar, a partir de parametros estandares.
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5.6. Analisis estadistico
Para determinar el efecto de los tratamientos en la respuesta inmune en cerdas,
medida por la concentracion de 1gG, asi como en los resultados de neutralizacién,

se utilizé una prueba de U Mann-Withney (Higgins, 2004).

Para determinar los efectos por tratamiento, asi como el tiempo medido por los
resultados de IgG en suero de lechones, IgG e IgA en calostro y leche, IL12 y IL22,
se utilizé un modelo de medidas repetidas (Park et al., 2009). Se comprobé la
diferencia de la concentracién a lo largo del tiempo, se fij6 la mejor estructura de

covarianza y se us6 una prueba de Tukey ajustada (Kramer, 1956).

Para determinar la estadistica descriptiva se realizaron las graficas por medio de
Box Plot un programa en linea (https://chart-studio.plotly.com/create/box-plot/#/)

para ordenar y resumir los resultados de los tratamientos.

6. RESULTADOS
6.1.Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IgG

6.1.1. Suero
De acuerdo con el analisis estadistico realizado para los resultados obtenidos de
IgG en suero de hembras, indico que no hay diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos indculo directo y feedback (P>0.5).

En el caso de los resultados obtenidos de IgG en suero de lechones, existe
evidencia estadistica suficiente que indica que no hay diferencias significativas entre
tratamientos o sexo del lechon (P>0.5), sin embargo, hay diferencias significativas
en la edad del lechén para el tratamiento de feedback y control (P<0.05) (Cuadro
3).
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Cuadro 3.Resultados estadisticos obtenidos de la determinacién por ELISA de IgG

contra el DEPV en suero de lechones de diferentes edades.

Edad del lech6n
Tratamiento 7 21
M EE M EE
Inéculo directo 38.252 6.21 29.37° 6.21
Feedback 46.012 8.46 31.91b 8.46
Control 36.502 13.89 7.99P 13.89

Literales diferentes en filas representan diferencia de (P<0.05).

En la Grafica 1A, observamos el comportamiento de la IgG contra el DEPV en el
suero de las hembras, donde el tratamiento de inéculo directo presenta mayores
valores de SP respecto al del tratamiento por feedback, sin embargo, esta no es
una diferencia estadisticamente significativa (P>0.5); en esta grafica no se muestran
resultados del tratamiento control debido a la falta de muestras para su evaluacion.
En la Gréafica 1B describe el comportamiento de la IgG contra el DEPV en suero de
lechones en los diferentes tratamientos, donde el feedback es ligeramente superior
al in6culo y control, sin embargo, estadisticamente no hay diferencia significativa
(P>0.5). De igual manera que en la Grafica 1C que representa los valores de 1gG
en suero de lechones en diferentes tratamientos y diferente sexo del lechén, donde
no se observan diferencias significativas (P>0.5). En cuanto a la Grafica 71D sobre
el comportamiento de IgG contra el DEPV en suero de lechones por tratamientos y
por edad del lechén, observamos que a los 7 dias de edad los lechones presentan
mayores valores SP de IgG a diferencia del dia 21 de edad en cada uno de los
grupos, sin embargo, solo es estadisticamente significativa en feedback y control
(P<0.5).
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Grafica 1. Valores SP de IgG contra el DEPV. A) En suero de hembras tratadas
indculo directo o feedback. B) En suero de lechones de madres tratadas con
indculo directo, feedback o control. C) En suero de lechones de madres tratadas
con indculo directo, feedback o control, analizados por sexo del lechén. D) En
suero de lechones de madres tratadas con inéculo directo, feedback o control,

analizados por edad del lechon 7= 7 dias de edad y 21= 21 dias de edad.
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6.1.2. Calostro y leche

Los resultados obtenidos del analisis estadistico de IgG contra el DEPV en calostro
y leche nos indicaron que no hay diferencias significativas entre los tratamientos
(P>0.5). Con respecto al dia de muestreo, en el dia 0 hay diferencias estadisticas
significativas en el tratamiento feedback con los tratamientos inéculo directo y
control (P<0.5). Ademas, en el dia 0 hay diferencia estadistica significativa con el
dia 7, 14 y 21; respecto a los demas dias (7, 14 y 21) no se observa diferencia
significativa (P>0.5) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados estadisticos de IgG en calostro y leche.

Dias
Tratamiento 0 7 14 21
M EE M EE M EE M EE
Inéculo directo | 47.192' | 6.23 | 12.56° | 6.23 | 6.55° | 6.23 | 4.09° | 6.23
Feedback 76.8632 | 8.49 | 20.25° | 8.49 | 4.41° | 8.49 | 9.34" | 8.49
Control 55.072" | 11.47 | 13.19° | 11.47 | 27913 | 1241 | NA | NA

Literales diferentes en la misma linea P (<0.05)

Numerales diferentes en la misma columna P (<0.05)

Los resultados de los valores SP de IgG contra el DEPV en calostro y leche de
cerdas lo observamos en la Grafica 2. Respecto a los resultados por tratamiento
(Grafica 2A) nos muestra que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos, aunque el grupo indculo directo es el que menor valor S/P presento
(P>0.5). En la Grafica 2B, observando el comportamiento de la IgG por tratamiento
y por dia de lactancia o muestreo, los valores SP del dia 0 en el tratamiento feedback
son mayores que en los tratamientos inéculo directo y control. Particularmente el
dia 0, es donde se presenta valores SP mayores con una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a los demas dias de muestreo en cada
uno de los grupos de tratamientos (P<0.5), entre los dias 7, 14 y 21 no se muestra

diferencia significativa (P>0.5); en general podemos observar que los valores
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disminuyen conforme avanza la lactancia. La ausencia de muestras del dia 21 se

debe al manejo de las cerdas dentro de granja que no permitié que estas fueran
tomadas.
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Grafica 2. Valores SP de IgG contra el DEPV en calostro y leche de cerdas A)
Tratadas con inéculo directo, feedback o control, B) de madres tratadas con
in6culo directo, feedback o control, analizados por dias de muestreo T=0 calostro,
T=7, 14y 21 leche.
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6.2.Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IgA
En los resultados estadistico de IgA en calostro y leche, se identificd diferencias
significativas en el tratamiento feedback con respecto al dia de muestreo en el dia

Oy alos 21 dias P (<0.05), con valores de 0.51 y 0.43, respectivamente.

En la Grafica 3, se muestran los valores de densidades 6pticas (DO) de la IgA contra
el DEPV en calostro y leche en cada uno de los tratamientos (Grafica 3A), en donde
podemos observar que tanto el tratamiento inéculo directo, control y feedback
presentaron DO similares y no hay diferencia estadistica significativa entre ellos
(P>0.5). En la Gréafica 3B se observa la DO de IgA contra el DEPV en calostro y
leche por los diferentes tratamientos y dias de muestreo, en el dia 0 se presenta
mayor DO teniendo diferencia estadistica significativa solo en el tratamiento
feedback con respecto al dia 21 (P<0.5), y sin diferencia estadisticamente
significativa con el resto de los dias (P>0.5); ademas se puede observar que siguen
el mismo comportamiento que con la IgG que disminuye conforme avanza la
lactancia, con la diferencia que no es tan rapida la disminucion en el transcurso de

los dias.
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6.3. Neutralizacién de la infectividad viral
Para la neutralizacion de la infectividad, hay evidencia estadistica suficiente que los
tratamientos tienen diferencias en la distribucion (P<0.5). Con valores medios del

tratamiento con indculo directo 23.04, feedback 15.0 y control 13.85.

En la Gréafica 4 se observa los resultados de los titulos neutralizantes en cada uno
de los tratamientos. En el tratamiento con in6culo directo (color rojo) el individuo con
menor titulo fue de 1x10%y 66% presentaron titulos de 2x103, sin embargo, en este
grupo alcanzaron mayores titulos como 2x104, 2x10%y 5x10°. En los resultados del
feedback (color azul) de igual manera el 50% present6 titulos neutralizantes de
2x103 y el resto de 2x102, con la excepcion de un individuo que presenté 2x104. Por
ultimo, los titulos neutralizantes del tratamiento control (color verde), en donde el
50% de los individuos presentaron titulos de 2x103, un 20% presentaron titulos de
2x103 mientras que el otro 30% fueron 2x102. Por lo tanto, los resultados indican
que hay diferencias estadisticas significativas entre los grupos (P<0.5), siendo el
uso de indculo directo quien presentd mayores titulos neutralizantes, entre el grupo

feedback y el grupo control no hubo diferencia significativa (P>0.5).

Neutralizacion de la infectividad del DEPV

5000000 k.

200000 |

Titulo neutralizante
N
o
o}
o
2

Inéeulo directo Feedback Control
Grafica 4. Ensayo de neutralizacion de la infectividad del DEPV en calostro y leche
de cerdas tratadas con indculo directo, feedback o control. Color rojo= grupo
in6culo directo, color azul= grupo feedback y color verde= grupo control. El

numero de animales esta representado en la parte superior de cada barra.
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6.4.Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IL-12
En el estadistico de la concentracion de |IL-12, indica que las variables presentan la
misma distribucion, por lo tanto, no hay diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos ni entre los muestreos (P>0.5), con la excepcidon del muestreo 2 y

muestreo 4 (P<0.5).

La IL-12 en suero de las hembras con los tratamientos de indculo directo y feedback,
representada en la Grafica 5, nos indica que el tratamiento feedback present6
mayores concentraciones que el grupo de inoculo directo, pero estos no son
estadisticamente significativos (P>0.5). En cuanto a los muestreos, el muestreo de
13 dias post-inoculacion fue en donde se presentd mayor concentracion en
comparacion con el muestreo de 97 dias post-inoculacién, donde si hay una
diferencia estadistica (P<0.5). Con respecto a los demas muestreos no se

identificaron diferencias estadisticas significativas entre si (P>0.5).

IL-12 en suero de cerdas

IL-12 (ng/mL)

Grafica 5. Concentracion de IL-12 en sueros de cerdas tratadas con indculo

directo, feedback o control, analizados por muestreos.
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6.5.Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para IL-22
Estadisticamente para IL-22 no se presentaron diferencias estadisticas

significativas por tratamiento ni por muestreo (P<0.05).

La concentracion de IL-22 en suero de las hembras con los tratamientos de in6culo
directo y feedback, representada en la Grafica 6, nos indica que el comportamiento
entre los grupos de estudio y entre los muestreos son muy similares, por lo que no

se muestra diferencias estadisticas significativas (P>0.5).

IL-22 en suero de cerdas

IL-22 (pg/mL)

Grafica 6. Concentracion de IL-22 en sueros de cerdas tratadas con inéculo

directo, feedback o control, analizados por muestreos.
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7.  DISCUSION

En los brotes iniciales de DEP, ante la falta de una vacuna disponible se recurrio a
la inoculacion del virus a través de un mecanismo denominado como Feedback, un
método documentado por primera vez por Bay et al. (1953) utilizado contra GETV.
Sin embargo, este método tiene varios inconvenientes al transmitir y perpetuar otros
agentes dentro de la piara (Poonsuk y Zimmerman, 2018). Posteriormente, se
encontraron disponibles vacunas comerciales para proteger al lechén por medio de
la estimulacién de la inmunidad materna, pero la baja eficacia mostrada por estas
relacionado principalmente con el sitio de infeccién, naturaleza de la vacuna y via
de administracidon, hicieron patente la necesidad de buscar nuevas estrategias
vacunales. Se ha demostrado que la via de administracion afecta el isotipo de
anticuerpos secretados en leche, por lo tanto, una administracién por via parenteral
en infecciones que involucran las mucosas no desencadena una buena inmunidad
local para inducir IgA. Por lo tanto, es importante considerar la via de entrada para
generar una vacuna eficaz, en este caso la via oral es fundamental para generar
anticuerpos IgG e IgA y puedan ser protectoras en la mayoria de las infecciones

digestivas (Poonsuk y Zimmerman, 2018; Jung et al., 2020; Langel et al., 2020).

En este estudio se compararon diferentes tipos de inoculacion: inoculacién directa
con un virus aislado y cuantificado, inoculacion por Feedback y una infeccion natural
sin inoculacién como control. La evaluacion de anticuerpos IgG séricos en hembras
y lechones no mostraron diferencia significativa entre los diferentes tratamientos.
Estudios realizados por Wang et al., (2019) en ratones y por Krishna et al, (2020)
en cerdos, en los cuales se inocularon los animales con DEPV, mostraron que los
grupos inmunizados y sus grupos control correspondientes no presentaron
diferencias significativas en los dias iniciales post-infeccion, pero al transcurso de
mas dias el grupo inmunizado tuvo mayores titulos que el control. Langel et al.,
(2020) por su parte demostraron la transferencia pasiva de anticuerpos en leche, al
detectar 1gG en suero de lechones nacidos de cerdas inmunizadas. Los analisis
realizados en lechones por sexo (hembra y macho castrado) no mostré diferencia
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significativa, en contraste con el analisis realizado por edad (7 y 21 dia de edad) se
pudo identificar diferencia significativa con mayores niveles al dia 7. Estos hallazgos
se asocian con lo descrito por Poonsuk y Zimmerman, (2018) respecto a la
absorcion limitada por cierto tiempo de los anticuerpos IgG en el intestino, la cual
se reduce al cabo de unos dias después del nacimiento. Langel et al., (2020)
identificaron correlacion con los niveles de anticuerpos en suero de la cerda con los
secretados en calostro y leche, y con los anticuerpos séricos en lechones; situacion
similar a los resultados obtenidos en nuestro estudio, al concordar los niveles de
anticuerpos en suero y secreciones mamarias de cerdas como en suero de

lechones.

Respecto a los resultados de las inmunoglobulinas IgG e IgA evaluadas en
secreciones mamarias en nuestro estudio no se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos. Esto contrasta con los estudios de
Joshi et al., (2018) y Jung et al., (2020) donde sus grupos de cerdas inmunizadas si
presentaron niveles mas altos a diferencia del grupo control, el cual presenté pocos
o nulos niveles, esta diferencia es aceptable ya que nuestro control no fue un grupo

control negativo dado que presentaba una infeccion natural.

De acuerdo con el comportamiento de la fase 2 en la lactogénesis en sus diferentes
fases, la composicion de anticuerpos varia, posterior al parto comienza su fase
calostral caracterizada por una mayor concentracion de IgG, continua la ascendente
de 24 a 48 h después del parto y se caracteriza por el cambio de calostro a leche
en donde la IgA se encuentra en mayor proporcién; asi mismo, la cantidad de
inmunoglobulinas secretadas permanecen por 6 horas post parto y disminuyen
entre un 30% a 45% a las 12 horas y contindan disminuyendo en los préximos dias
(Theil y Hurley, 2016; Poonsuk y Zimmerman, 2018). Respecto a esto, en nuestro
estudio se presentaron diferencias significativas en los diferentes dias de lactancia
0 muestreo, siendo el dia 0 donde se identificaron mayores niveles y estos
disminuyeron gradualmente con el paso de los dias. Estos resultados coinciden con
diferentes estudios (Carney-Hinkle et al., 2013, Srijangwad et al., 2017, Joshi et al.,
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2018 y Jung et al., 2020) donde los primeros dias alcanzaron su punto maximo de
inmunoglobulinas y dias posteriores disminuyeron. Pero discrepan de los resultados
de IgA obtenidos por Langel et al., (2019) donde aumentan del dia O al dia 8-14 y
descienden para los dias 15-22 en cerdas inoculadas en primer y segundo tercio de
la gestacion mientras que en el tercer tercio de la gestacion es opuesto a nuestros
resultados siendo menores los niveles en dia 0 y aumentan hasta su mayor valor en
los dias 15-22. Por lo que se puede asociar que el comportamiento o la cantidad de
inmunoglobulinas secretadas durante la lactancia esta determinada por el momento
de la inoculacion durante la gestacion. Segun lo informado por Langel et al., (2019),
las vacunas maternas atenuadas por DEPV orales tienen implicaciones para el
momento gestacional, por lo que la infeccion intestinal por DEPV en el segundo
trimestre estimulé de manera 6ptima el eje intestino-MG-sIgA, lo que resulté en una
proteccion inmunitaria lactogénica del 100 % en lechones lactantes (Langel et al.,
2019).

A pesar de que se secreten anticuerpos en calostro y leche eso no indica que sean
capaces de neutralizar al virus y proteger al lechdn por un largo periodo de hasta 6
meses (Turlewicz-Podbielska y Pomorska-Mél, 2021). Nuestros resultados
indicaron que los anticuerpos neutralizantes presentes en el indculo directo fueron
significativamente mayores que los identificados en los grupos inoculados por
Feedback y control. Comparado con otros estudios en ratones inmunizados
demostraron que, si hay diferencia entre los diferentes indculos, mostrando una
mayor cantidad de anticuerpos neutralizantes en los grupos inoculados con virus
inactivado comparado con el grupo control (Wang et al., 2019; Kim et al., 2021). En
los estudios de Krishna et al., (2020) y Langel et al., (2020), los grupos infectados
mostraron anticuerpos neutralizantes mayores en comparacion a grupos no
infectados sin tratamiento previo, y de acuerdo con Turlewicz-Podbielska vy
Pomorska-Mdél (2021) incluso comparando una inmunizacion con cepas patdogenas
y atenuadas, aquellas inmunizadas con cepa patégena presentaron mayor

proteccion.
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Por ultimo, en nuestro estudio la citocina IL-12 en suero de hembras no mostro
diferencia significativa entre los tratamientos, no obstante, se identificé diferencia
entre los muestreos, ya que en el muestreo 13 dias post-inoculacién resulto
diferente estadisticamente, siendo mayor con respecto al muestreo 97 dias post-
inoculacién. Considerando que en algunos estudios su punto maximo se consiguio
después de la infeccidn o inoculacion, y esto debido a que se lleva a cabo una
infeccion aguda en el epitelio intestinal y un mayor dafo en el tejido que lleva al
aumento de respuesta de citocinas como IL-12, una citocina proinflamatoria
esencial para la activacion de células NK, T citotoxicas y diferenciacion de células
T que permiten eliminar células infectadas (Jung et al., 2020; Langel et al., 2019).
Asi mismo, la evaluacion de la IL-22 en suero de hembras tampoco nos arrojo
diferencias significativas entre los tratamientos o muestreos. Resultados similares a
los obtenidos por Langel et al., (2019) en donde sus diferentes medidas en el tiempo
tampoco presentaron diferencias significativas, a pesar de las diferencias por
trimestre de gestacion. De igual manera que Xue, et al., (2017) que utilizaron cultivo
celular epitelial de intestino porcino J2 (IPEC-J2) infectado con diversos coronavirus,
entre ellos PEDV cepa CV777 y posteriormente estimularon con plL-22
recombinante madura (mplIL-22), tampoco su estudio mostré diferencias en el nivel
de IL-22 con el tiempo en un periodo de 6-48 hrs con excepcion de 12 y 36 donde
fueron ligeramente menor. Incluso encontraron que mplL-22 fue capaz de inhibir la
infeccion viral, donde a mayor concentracion la infeccion disminuia y aumentaba
otras citocinas. La IL-22 podria ser clave en el control de la enfermedad debido a su
funcioén en contra de infecciones y el mantenimiento de la integridad en la mucosa,
pero es muy poco el conocimiento que se ha obtenido hasta ahora.

Es fundamental para el control de la DEP, generar una proteccion pasiva a través
de la estimulacion de la inmunidad lactogénica, sin embargo, diversos factores
pueden influir en la cantidad y calidad de anticuerpos secretados como: etapa de
gestacion, edad de la cerda (paridad), hormonas, condicidén corporal, momento y via
de inoculacion. Ante la poca eficiencia de las vacunas disponibles se ha utilizado el

feedback, pero esta estrategia debe ser reemplazada por una inmunizacion oral con
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vacunas activas que solo contengan al DEPV, que sean inmunogénicas sobre todo
a nivel del intestino y mas importante que no disemine otras enfermedades

generando mas perdidas productivas y econdmicas.

8. CONCLUSION

En este estudio: 1) no se observé diferencia en la presencia de inmunoglobulinas
séricas en hembras pie de cria y en sus lechones, asi como en el calostro y la leche
al administrar feedback o un inéculo directo; 2) sin embargo, si se genera una
diferencia conforme transcurre la lactancia, las inmunoglobulinas disminuyen tanto
para la hembra como para lechén; 3) los titulos de anticuerpos neutralizantes mas
altos en calostro y leche se obtuvieron al administrar indculo directo, mientras que
administrar feedback o una infeccidn natural generan titulos similares; 4) no se
identificaron diferencias en la deteccion de IL-12 o IL-22 entre los diferentes
tratamientos, pero si entre los diferentes tiempos post inoculacion para el caso de
[-12.
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