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RESUMEN: Con el objetivo de evaluar la capacidad protectora conferida por los anticuer pos
maternos de crias nacidas de reproductoras inmunizadas con un candidato vacunal de subunidad
proteica E2, obtenido por transfeccion directa al epitelio glandular mamario de cabras, de un vector
adenoviral contra € virus de la Peste Porcina Clasica (VPPC) frente al reto con una dosis de 10
PID,, (dosis infecciosa del 50% de los cerdos) de la cepa virulenta del VPPC «Margarita», se
conformaron cuatro grupos de cerdos de la categoria crias de 34 dias de edad promedio. El grupo
1y 2 conformados por cinco cerdos con anticuer pos maternos transferidos pasivamente de madres
inmunizadas con & candidato vacunal de subunidad proteica E2 y los grupos 3 y 4 (grupos controles),
constituidos cada uno por tres cerdos seronegativos a Peste Porcina Clasica (PPC) mediante el
ensayo de neutralizacion ligada a la peroxidasa (NPLA). Los grupos 1y 3 se retaron por la via
intranasal, mientras los grupos dos y cuatro por la via intramuscular. Los cerdos retados en
presencia de anticuer pos maternos por la via intranasal e intramuscular resultaron negativos a la
viremia y mortalidad, mientras que los cerdos retados en ausencia de anticuerpos maternos se
enfermaron y resultaron no protegidos frente a la viremia. El grupo control de cerdos retados por
la via intramuscular presentdé un menor tiempo de instauracion del proceso infeccioso con respecto
a los cerdos retados por la via intranasal.

(Palabras clave: Peste Porcina Clasica; anticuerpos maternos; cepa Margarita; candidato vacunal de subunidad
proteica (E2))

PROTECTION CONFERRED TO SWINE OFFSPRINGSINDUCED BY AVACCINE
CANDIDATE OF PROTEIN SUBUNIT (E2) OF CLASSICAL SWINE FEVER VIRUS

ABSTRACT: Four groups of pigs of 34 days old were conformed in order to evaluate the protective
capacity conferred for maternal antibodies to offspring from mothers vaccinated with a vaccine
candidate of protein subunit E2, against Classical Swine Fever virus (CSFV), obtained for adenoviral
vector transduced to the mammary gland of goats, against challenge with a highly pathogenic strain
(Margarita) at doses of 10 PID_, (infective doses 50% pigs). Groups 1 and 2 were conformed by
five pigs with passively transferred maternal antibodies from mothers vaccinated with a vaccine
candidate of protein subunit E2, and groups 3 and 4 (control groups ), conformed by three
seronegative pigs to Classical Swine Fever (CSF), determined by neutralizing peroxidase linked
assay (NPLA). The groups 1 and 3 were challenged by intranasal route and groups 2 and 4 by
intramuscular route. The pigs with passively transferred maternal antibodies from mothers vaccinated
and challenge by intranasal and intramuscular route were negative to viraemia and mortality; while
those from the control groups were found sick and not protected for viraemia after challenge. The
control group challenge for intramuscular route presented a smaller time of onset of the infectious
process with respect to the group challenged by intranasal route.

(Key words: Classical Swine Fever; maternal antibodies; Margarita strain; vaccine candidate of protein subunit
(E2)
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INTRODUCCION

La Peste Porcina Clasica (PPC) es una enferme-
dad viral, altamente contagiosa, producida por el virus
de la peste porcina clasica (VPPC) con amplia distri-
bucién mundial. Se considera una de las enfermeda-
des infecciosas méas importantes del cerdo, que afec-
ta tanto al cerdo doméstico como al de vida salvaje
1,2).

En el cerdo, el paso transplacentario de
inmunoglobulinas al feto es limitado debido al tipo de
placenta que presenta; como consecuencia, los
neonatos dependen completamente de la proteccion
gue suministran los anticuerpos maternos en el perio-
do que el sistema inmune neonatal esté insuficiente-
mente desarrollado para responder activamente (3). En
este periodo se necesitan niveles excepcionalmente
altos de anticuerpos maternos neutralizantes para pro-
teger pasivamente alos cerdos contra el desafio frente
al VPPC (4).

Se ha reportado previamente, la obtencion de un
candidato vacunal de subunidad proteica, basado en
la glicoproteina viral E2 del VPPC, obtenida a partir de
la cepa «Margarita» del virus de la PPC y expresado
en la glandula mamaria de cabras por transfeccion di-
recta al epitelio glandular mamario de un vector
adenoviral (5). La cepa Margarita es producto de un
aislado nativo cubano caracterizada desde el punto de
vista antigénico, bioldgico y molecular (6).

Este candidato vacunal ha mostrado una alta capa-
cidad inmunogénica y protectiva en animales vacuna-
dos (5,7,8); sin embargo se desconoce la capacidad
protectora que confiere a las crias los anticuerpos
maternos derivados de la vacunacion de las madres
con este candidato, aspecto que constituye el objetivo
del presente estudio.

MATERIALESY METODOS

Vacuna

Candidato vacunal oleoso de subunidad proteica E2,
contra el virus de la peste porcina clasica obtenido me-
diante la transduccion por un vector adenoviral en la glan-
dula mamaria de cabrasy purificado a partir de laleche.

Vacunacién

Se aplicaron 2 mL (25 pg), adyuvado con Montanide
888, por via intramuscular profunda en la region del
cuello, en una cerda clinicamente sana con antece-
dente de dos inmunizaciones como minimo con el can-
didato vacunal de subunidad proteica E2 y un afio de
aplicada la dltima dosis.

171

Una cerda seronegativa a NPLA frente al VPPC re-
cibio placebo aplicado en igual momento y de manera
similar alo descrito para la cerda anterior.

Conformacién de grupos

Se conformaron de manera aleatoria cuatro grupos
de cerdos de la categoria crias, de unoy otro sexo,
nacidos en la misma semana tecnolégica; destetados
alos 34 dias de edad promedio.

Grupo 1: Cinco cerdos con anticuerpos maternos
especificos frente a PPC (1/6400-1/12800), retados por
via intranasal, procedentes de madre inmunizada con
el candidato vacunal E2.

Grupo 2: Cinco cerdos con anticuerpos maternos
especificos frente a PPC (todos con 1/12800), retados
por via intramuscular, procedentes de madre
inmunizada con el candidato vacunal E2.

Grupo 3: Tres cerdos sin anticuerpos maternos
especificos frente a PPC, retados por via intranasal,
procedentes de madre seronegativa al VPPC.

Grupo 4: Tres cerdos sin anticuerpos maternos
especificos frente a PPC, retados por via intramuscular,
procedentes de madre seronegativa al VPPC.

Los cerdos se identificaron de manera individual a
través de muescas en las orejas y fueron trasladados
a un area especial con condiciones de aislamiento.
Los animales se confrontaron con la Cepa Margarita, a
razén de 10* DL, (dosis infecciosa del 50% de los
cerdos) en 2 mL por la via intranasal e intramuscular
profunda, segun lo descrito anteriormente para cada
grupo experimental.

Diariamente se realizé inspeccion clinica, la cual
incluyé medicion de la temperatura corporal. Se toma-
ron muestras de sangre, empleando la via del seno
venoso oftdlmico (2mL), las que se colectaron indivi-
dualmente en tubos con anticoagulante (EDTA) para el
conteo de leucocitos totales, conteo diferencial y ais-
lamiento viral a partir de sangre total en los dias 0, 3,
5,7,9, 12y 14 post-confrontacion, se tomaron mues-
tras de sangre sin anticoagulante para deteccion de
anticuerpos neutralizantes en el momento del reto (dia
cero) y 14 dias después.

El aislamiento del VPPC se realiz6 a partir de san-
gre total en células PK15 en rapida division, por la
siembra simultanea en placas de 96 pocillos. Las pla-
cas se examinaron después de incubacion a 37°C, en
incubadora con atmdésfera himeda y 5% de CO2, por
48 horas, las monocapas se fijaron por 2 horas a 80°C,
y fueron recubiertas por un suero hiperinmune porcino
contra el virus, producido en el laboratorio. Lareaccién
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se revelo6 con el empleo de un conjugado proteina A-
peroxidasa (Sigma) y del cromdgeno 3-amino-9 ethyl
carbazole (9).

Se determind la presencia de anticuerpos
neutralizantes (NPLA) mediante la técnica de neutrali-
zacion ligada a la inmunoperoxidasa (NPLA)(10), en
placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos
con células PK-15y 100 DICT, de la cepa Margarita.

Se determinaron los pardmetros hematicos de
leucocitos totales y el conteo diferencial. El conteo de
leucocitos totales se realiz6 en cdmara contadora de
Neubauer. Para el conteo diferencial se realizaron frotis
tefiidos con Giemsayy la diferenciacion de 200 células en
microscopia 6ptica siguiendo el método de zig-zag (11).

Se realizé la necropsia de los animales que resul-
taron muertos durante el experimento asi como de los
sacrificados en estado agonico, con el objetivo de eva-
luar el cuadro lesional, mientras que los cerdos sobre-
vivientes a la confrontacién se sacrificaron con igual
propoésito a los 14 dias después de la misma. Para el
sacrificio se empled el método de desangrado. En to-
dos los casos se realiz6 examen anatomopatoldgico.

Analisis estadistico

Para evaluar la existencia de diferencias significati-
vas en la proporcion de animales que presentaron sig-
nos clinicos y lesiones macroscopicas post-morten,
entre los diferentes grupos, se realiz6 un andlisis de
Comparacion de Proporciones (Compapro), SPC ver-
sion 2.1, Censasoft, 1988 desarrollado en el CENSA.

Criterios de proteccién

Se establecieron los siguientes criterios de protec-
cion frente al reto con el VPPC.

Proteccion contralos signos clinicos y mortalidad

Los cerdos no muestran signos compatibles con
PPC tales como: fiebre (>40°C), leucopenia (conteo
total de leucocitos <9x10°c/L) por dos 0 mas dias con-
secutivos, inapetencia, hemorragias cutaneas (cam-
bio de coloracién en la piel desde enrojecimiento has-
ta cianosis) en hocico, cara, oreja, abdomen y extre-
midades, conjuntivitis, secreciones nasales, estrefii-
miento o diarrea (desde pastosa hasta sanguinolenta),
e incoordinacion motora (ataxia, posicion de sentado,
caida del tren posterior, entre otros).

Proteccion de lesiones anatomopatolégicas

Al examen macroscopico no se detectan alteracio-
nes de tipo hemorragico en parénquimarenal, mucosa
de lavejigay vesicula biliar, ganglios linfaticos particu-
larmente gastrohepéticos y mesentéricos, infartos
marginales en bazoy lesiones necréticas o supurativas
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en las tonsilas. En caso de alteraciones
gastroentéricas se pueden constatar lesiones
hemorragicas en ganglios mesentéricos no significati-
vas para PPC.

Proteccion Virolégica

Los cerdos con anticuerpos maternos no presen-
tan viremia o esta es significativamente menor, tanto
en numero de animales como en dias de duracion, en
comparacion con los cerdos de los grupos controles.

RESULTADOSY DISCUSION

Se observaron diferencias significativas de los gru-
pos con anticuerpos maternos (grupos 1y 2) con res-
pecto a los grupos 3y 4, para los signos clinicos de
inapetencia, conjuntivitis, leucopenia y fiebre, los que
son considerados como signos clinicos compatibles con
Peste Porcina Clasica (12, 13, 14, 15, 16). Sin embar-
go, los cerdos confrontados en presencia de anticuerpos
maternos (grupo 1y 2) mostraron procesos diarreicos
no hemorragicos, sin evidenciar diferencias estadisti-
cas con relacion a los grupos 3 y 4 respectivamente.
Esto pudiera estar relacionado con los cambios en las
condiciones de manejo, tenencia y alimentacion, lo cual
es considerado un factor predisponente para la apari-
cién de diarrea (17). Ademas de los signos clinicos se-
flalados anteriormente, se encontraron dos cerdos con
cianosis en abdomen y un cerdo con incoordinacion a
los 5 dias post-confrontacién (dpc) en el grupo 4 (grupo
control), con un aumento significativo (p<0.05) enla pre-
sentacion de cianosis con relacion a los grupos 1y 2.
Los grupos 3y 4 revelaron un comportamiento estadis-
tico similar (Tabla 1).

Se ha descrito la presencia de fiebre,
trombocitopenia y leucopenia como los signos clini-
cos indicativos de Peste Porcina Clasica mas cons-
tantes después de la confrontacion experimental con
diferentes cepas del VPPC (18), en cerdos jovenes un
hallazgo constante es la fiebre, generalmente superior
a 40°C (15), considerada como el signo clinico post-
confrontacién mas consistente en los cerdos contro-
les, en los diferentes estudios realizados (19).

Los cerdos confrontados en presencia de
anticuerpos maternos (grupo 1y 2) no mostraron fie-
bre durante el periodo de tiempo evaluado, con excep-
cion de un cerdo del grupo 2, confrontado por la via
intramuscular que presenté fiebre (40°C y 40,1°C), en
el séptimo y octavo dpc, con regreso a la temperatura
corporal fisiol6gica después de este momento. El mis-
mo no presentd otras alteraciones clinicas compati-
bles con la enfermedad. Sin embargo, los animales
del grupo 3 mostraron fiebre a partir del séptimo dpc,



TABLA 1. Principales signos clinicos post-confrontacion./ Main post-challenge clinical signs
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Signos clinicos
Grupos Inapetencia | Cianosisen | Conjuntivit Diarrea Incoordina- | Leucopenia Fiebre
abdomen is cién < 9x10°CIL >40°C
PA° [DP" |PA° |[DP |PA°|DP |PA° |DP | PA° |[DP |PA° |DP | PA° | DP
Grupol | pea | | g | o | osr| - | as | @8 | om | - | o5 | | om| -
Grupo 2
P 052 | — |lost| — |osr| — |25 || o] — | o] — | ust| (78
Grupo3 | oo | (gqny | 02 | - | 22 | 35) | 33 | 810y | 03 | — | 33 | 511y | 3@ | (7-12)
Grupod | o | 49 | 23 | 58) | 32 | 58) | 332 | 58) | 13 | 59) | 33 | 58 | 32 | (a7)

Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos para (p<0.05).
PA®: Proporcion de animales con presentacion de signos clinicos. Cantidad de animales af ectados/ total de animales

para cada grupo.

DP" Valoresentre paréntesis, significan los dias de presentacion de cada signo clinico.

mientras que en el grupo 4 la fiebre comenzé a partir
del cuarto dpc y se mantuvo en el transcurso de los
dias hasta cerca del momento de la muerte o sacrificio
de los cerdos, donde se observé una tendencia a dis-
minuir (Figura 1).

Diferentes autores han sefialado que los procesos
leucopénicos asociados a peste porcina clasica en
condiciones experimentales se caracterizan por un
conteo total de leucocitos <9 x10°c/L (20,21,22,23).

Las variaciones heméticas observadas comenza-
ron a partir del quinto dpc, cerdos de los grupos con-
troles (grupos 3y 4), caracterizado por un proceso de
leucopenia (conteo total de leucocitos <9x10°c/L) con
linfopenia (conteo total de linfocitos < 50%) con una
aparente recuperacion de la leucopenia en el séptimo
dpc sin embargo, alos 9 dpc la totalidad de los cer-
dos controles presentaron leucopenia con linfopenia.
Por otra parte, los cerdos confrontados en presencia
de anticuerpos maternos, tanto por la via intranasal
como por la intramuscular (grupo 1y 2) tuvieron un
comportamiento leucocitario similar entre si, sin alte-
raciones significativas (Figura 2).

Los cerdos con anticuerpos maternos E2 no mos-
traron en su conjunto signos clinicos indicativos de
peste porcina clasica, mientras que los cerdos con-
frontados en ausencia de anticuerpos maternos evi-
denciaron alteraciones clinicas compatibles con la
enfermedad, las que se presentan mas tempranamen-
te en el grupo de cerdos retados por la via
intramuscular. Lo que confirma que titulos de
anticuerpos maternos >256 protegen contra el reto con
auna cepa virulenta del virus de la Peste Porcina Cla-
sica (4), asi como, que la presentacion de signos clini-
cos por laviaintramuscular podria ser menor del espe-
rado en condiciones naturales debido a que la via
intramuscular no es la via natural de infeccion (9).

Los resultados del examen anatomopatolégico
mostraron que el aumento de tamarfio de los ganglios
linfaticos mesentéricos, las hemorragia en la mucosa
de lavejiga, el infarto marginal del bazoy las lesiones
necroéticas o supurativas en tonsilas, fueron constata-
das exclusivamente en los animales de los grupos
controles, las que se corresponden con las lesiones
macroscopicas descritas como indicativas de PPC
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FIGURA 1. Temperaturarectal post-confrontacion./ Post-challengerectal temperature.
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FIGURA 2. Leucocitos Total es post-confrontacién./ Post-challenge total leucocytes.

(12,13,15). En el caso de las lesiones en las tonsilas se
encontraron diferencias significativas entre los grupos
con anticuerpos maternos y controles. La comparacion
entre los grupos 1y 2 asi como, entre los gruposy 3y
4, no mostro significacion estadistica (Tabla 2).

En sentido general se aprecié una menor propor-
cion de animales con lesiones anatomopatoldgica su-
gestivas de PPC en los grupos de cerdos con
anticuerpos maternos, con menos del 50 % de los
cerdos afectados por estas lesiones, excepto el grupo
1 que mostro congestion encefalica en mas del 50 %
de los animales estudiados, resultados que estan en
correspondencia con los hallazgos encontrados en la
evaluacion clinica.

Se emplearon la via de reto intramuscular y
intranasal, teniendo como base que la via establecida
intramuscular es la via establecida por la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal para las pruebas de

inmunogenicidad de las vacunas basadas en cepas
vivas atenuadas (10), mientras que lavia intranasal es
considerada la via natural de transmision de la enfer-
medad, la cual se ha establecido como la via principal
de reto para la evaluacion de las vacunas de
subunidades proteicas contra el VPPC (19,24,25).

Se evidencio en este estudio que la dosis de 10*
PID,, garantiza la manifestacion de los signos clinicos
y lesiones anatomopatoldgicas en los animales reta-
dos; confirmado ademas, por la muerte o sacrificio
sanitario de todos los cerdos controles antes de finali-
zar los 14 dias post-confrontacion.

Los cerdos confrontados en presencia de
anticuerpos maternos E2, no muestran viremia des-
pués del desafio frente a la cepa virulenta del virus de
la Peste Porcina Clésica, en contraposicion con los
cerdos de los grupos controles. La viremia se observd
al quinto dia post-confrontacion en el grupo 3, mien-

TABLA 2. Principal es lesiones anatomopatol 6gicas post-confrontaci on./ Main post-challenge gross lesions

L esiones macroscopicas (€)
Aumentados Hemorragias
Lesiones
Ganglios Ganglios Parénquima | Mucosa | Mucosa | Ganglios Infartos | necréticas | Congestion
linf&icos linféticos renal dela Vesicula | linféticos margina | o encefdlica
Grupos mesentéricos | gastrohepéticos veiga biliar superficiales | bazo supurativas
entonsilas
Grupo 1 0/5° /5% /5 o5 | o5 2/5% 0/5% 0/5% 3/5°
Grupo 2 0/5° /5 2/5% o5 | o5 1/5° 0/5% 0/5% 2/5°
Grupo 3 U3 13® 3 vz | o3 33 03 23 U3
Grupo 4 3/3 23 33 33 | o3 3/3 /3 23 33

Letras diferentesindican diferencia significativa entre grupos para (p<0.05).
€: Proporcién de animales con | esiones macroscopi cas. Cantidad de animales afectados’ total de animales para cada

grupo.

Rev. Salud Anim. Vol. 33 No. 3 (2011)



175

TABLA 3. Titulos de anticuerpos maternos en las crias, principales signos clinicos y aislamiento viral post-
confrontacion./ Maternal antibody titers in offsprings, main clinical signsand post-challenge virus isolation

Titulos anticuerpos | Fiebre® | Leucopenia Aislamiento Vira en linfocitos
(NPLA) ? 9x10°%cIL

Grupos | O0dpc® | 14dpc | dpc dpc 3dpc [ 5dpc | 7dpc [ 9dpc [ 12dpc | 14 dpc
Grupo |
1 12800 1600 - - - - - - - -
2 6400 6400 - - - - - - - -
3 6400 3200 - - - - - - - -
4 12800 12800 - - - - - - - -
5 12800 3200 - - - - - - - -
Grupo |1
6 12800 3200 - - - - - - - -
7 12800 800 - - - - - - - -
8 12800 6400 7 - - - - - - -
9 12800 6400 - - - - - - - -
10 12800 6400 - - - - - - - -
Grupo 111
1 <10 IF 7 5 - + + + (IF)
12 <10 IF 8 9 - + + + +(IF)
13 <10 IF 7 5 - + + + +(IF)
Grupo 1V
14 <10 IF 7 5 + + + + (IF)
15 <10 IF 4 9 + + + +(IF)
16 <10 IF 4 9 + + + +(IF)

2 Temperatura rectal >40°C,
®dpc: Dias post-confrontacion.

(IF): Infeccion Fatal, animales muertos o sacrificados en estado agdnico.

tras que en el grupo 4, la misma se detecto en el ter-
cer dia, persistiendo hasta la muerte o sacrificio sani-
tario de los cerdos (Tabla 3).

Resultados similares a los nuestros se han infor-
mado por diferentes autores, donde cerdos sin
anticuerpos maternos, retados por la via intranasal en
dosis 10? (DL, ) de la cepa Brescia desarrollaron sig-
nos agudos de peste porcina clasica, con aislamiento
viral entre los 7 y 9 dpc y muerte o sacrificio de todos
los cerdos entre los 8 y 10 dpc (25), mientras que en
cerdos retados con una dosis de 10°(DL,) de la cepa
Margarita, por viaintramuscular el VPPC se aisl6 tres
dias después del reto(9).

La proteccion de los cerdos con anticuerpos ma-
ternos sobre lareplicacion viral puede atribuirse alos
altos niveles de anticuerpos maternos E2 en el mo-
mento del desafio; basados en los criterios de que la
dosis de confrontacion resulté letal para todos los cer-
dos controlesy las consideraciones que sugieren que
el periodo de replicacion y localizacion del virus estan
correlacionados directamente con los niveles de
anticuerpos maternos (26), y que los cerdos con titu-

los de anticuerpos maternos contra el VPPC > 256
estan protegidos pasivamente contra el reto frente a
una cepa virulenta del VPPC(4).

Para establecer un criterio de proteccion se debe
tener en cuenta de manera integrada los hallazgos
encontrados durante la inspeccion clinica, examen
anatomopatoldgico y aislamiento viral post-confronta-
cion. Los resultados obtenidos evidenciaron que los
anticuerpos maternos derivados de la vacunacioén de
las madres con este candidato protegen a los cerditos
de la presentacion de viremia y mortalidad frente al
reto con una cepa virulenta del VPPC.
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