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RESUMEN: Con el objetivo de determinar la duracién de la inmunidad pasiva en cerdos procedentes
de madres inmunizadas con un candidato vacunal de subunidad proteica E2 contra el virus de la
peste porcina clasica (VPPC) y con la vacuna viva atenuada de la cepa China (LABIOFAM), se
inmunizaron seis cochinatas seronegativas al VPPC con el candidato vacunal de subunidad proteica
E2 vy seis cerdas con antecedentes de tres inmunizaciones como minimo con la vacuna viva atenuada
de la Cepa China lapinizada y tiempo maximo de 6 meses transcurridos desde la ultima aplicacion
con la propia vacuna viva atenuada de la Cepa China. La primera dosis del candidato vacunal se
aplicé después de la deteccion del celo y la segunda dosis 21 dias después, mientras que se aplico
una dosis de la vacuna viva atenuada de la Cepa China una semana antes de la cubricion. Se
conformaron dos grupos con los cerdos procedentes de las madres inmunizadas con una y otra
vacuna respectivamente. Se determinaron los titulos de anticuerpos maternos neutralizantes desde
la segunda hasta la octava semana de edad. Los cerdos procedentes de madres inmunizadas con el
candidato vacunal de subunidad proteica E2 mostraron titulos de anticuerpos maternos
significativamente superiores durante el periodo evaluado con duracion de los titulos protectivos
hasta las 8 semanas de edad. En los cerdos procedentes de madres inmunizadas con la vacuna viva
atenuada se observaron titulos de anticuerpos maternos protectivos hasta la segunda semana de
edad.
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MATERNAL DERIVED ANTIBODIES AGAINST CLASSICAL SWINE FEVER VIRUS IN
PIGLETS FROM SOWS IMMUNIZED WITH AVACCINE CANDIDATE OF SUBUNIT
PROTEIN (E2)

ABSTRACT: To determine the duration of maternal neutralizing antibodies in their offspring, six
gilts seronegative to classical swine fever virus (CSFV) were immunized with the subunit vaccine
candidate against CSFV based on glycoprotein E2. A first dose of the vaccine candidate was applied
after detection of estrus, and a second dose 21 days later. Six sows with at least three previous
immunizations with the live modified vaccines based on the Chinese lapinised strain and maximum
of 6 months since the last application of the vaccination were immunized with one dose of live
modified vaccine based on the Chinese lapinised strain (LABIOFAM) a week before detection of
estrus. Two groups were conformed with offspring from both groups of sows. The maternal derived
antibodies titers from 2 weeks to 8 weeks old were determined. The maternal derived antibodies
titers of subunit vaccine candidate E2 were significantly higher during the period evaluated with a
duration of protective titers until 8 weeks of age. In offspring from mothers vaccinated with the
live attenuated vaccine protective maternal derived antibodies titers until the second week of age
were observed.
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INTRODUCCION

La peste porcina clasica (PPC) es producida por
un virus que pertenece al género pestivirus de la fa-
milia Flaviviridae. Su genoma viral esta formado por
una molécula simple de ARN. Se han caracterizado
cuatro proteinas estructurales del virus, la proteina
C (p14), componente de la nucleocapsida y tres
glicoproteinas, la proteina E1 (gp33), la proteina E2
(gp55) y la Erns (gp44/48). La proteina E2 es la
inmunodominante y junto con la Erns inducen
anticuerpos neutralizantes (1).

En Cuba, desde el primer reporte ocurrido en la
década de los afos 30 hasta 1974, la PPC afecto6 la
produccion porcina de forma epizodtica y después de
un silencio epizodtico de casi dos décadas, reemergio
en 1993 afectando cerdos en todos los sectores pro-
ductivos en la casi totalidad del territorio nacional, con
formas variadas de expresion clinica y actualmente es
considerada una enfermedad enzodtica (2). El progra-
ma de control se ha basado en la aplicacion de la
vacuna viva atenuada de la cepa China (3).

Es generalmente aceptado que la vacuna viva mo-
dificada de la cepa china es altamente eficaz, provee
proteccion clinica y virolégica completa e inmunidad
estéril a la semana siguiente de la vacunacion (4). La
duracion de la proteccion conferida por la vacuna de la
cepa China es superior al afio y muy probablemente
de por vida (5).

El mecanismo inmunolégico exacto por el que se
produce una larga inmunidad después de una Unica
aplicacion con la vacuna viva atenuada de la cepa Chi-
na se desconoce. La replicacion del virus después de
la vacunacion puede estimular la activacion, prolifera-
cion y diferenciacion de los linfocitos T y B generando
eficientemente grandes cantidades de células de me-
moria de ambos tipos (6).

Al inmunizarse los cerdos con la vacuna viva ate-
nuada de la Cepa China, los antigenos vacunales pre-
sentados al sistema inmune son procesados por la
via enddgena y exdgena, este tipo de vacuna puede
activar eficientemente la inmunidad humoral
(anticuerpos neutralizantes) y la inmunidad celular
(linfocitos citotoxicos) (7).

Sin embargo, los anticuerpos contra las vacunas
vivas atenuadas no permiten diferenciar animales in-
fectados y vacunados. (8). Esta constituye la mayor
limitacion de las vacuna vivas atenuadas (9).

Por lo tanto, los nuevos avances de vacunas contra
la peste porcina clasica son destinadas a cumplir con
el principio de DIVA (Differentiation of infected from
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vaccinated animals), lo que significa que ademas de
una vacuna potente es necesaria una prueba
diagndstica sensible y especifica que permita la dife-
renciacion entre animales vacunados e infectados (8).

La introduccion de modernas herramientas de bio-
logia molecular y genémica combinada con una mejor
comprension no solo de los antigenos que son funda-
mentales en la induccién de proteccidn, sino también
de los mecanismos de defensa del huésped que debe
ser estimulado, ha abierto una nueva oportunidad para
desarrollar vacunas mas eficaces y seguras (10).

Se han registrado dos vacunas marcadoras de
subunidades contra el virus de la peste porcina clasi-
ca por las firmas Bayer (Bayovac-CSF Marker) e
Intervet (Porcilis pestis) (11) en las cuales el gen de la
proteina E2 ha sido clonado y expresado en células de
insecto mediados por baculovirus (12). Estas vacunas
tenian como objetivo ser utilizadas en condiciones de
emergencia; sin embargo, se retiraron del mercado de-
bido a varias causas, entre las que se sefialan induc-
cién de respuesta inmune tardia y menos de protectiva
en comparacion con las vacunas vivas atenuadas con-
vencionales (8).

Los estudios de eficacia de las vacunas de
subunidades E2 sugieren que la naturaleza del antigeno
presentado al sistema inmune (procesamiento
enddgeno o exdgeno) puede afectar significativamente
la habilidad de las vacunas para inducir inmunidad
protectiva contra el virus de peste porcina clasica.
Generalmente el procesamiento de antigenos proteicos
exogenos no activan eficientemente la actividad de los
linfocitos citotdxicos (CTL) (13).

Las vacunas de subunidades E2 activan principal-
mente la poblacion de linfocitos T helper especificas
contra el virus de la peste porcina clasica y la produc-
cion de anticuerpos neutralizantes (14,15). Sobre este
aspecto se sefala que la diferencia en la induccién de
la respuesta humoral activa entre la vacuna de
subunidad E2 y vacunas viva atenuada de la cepa
China, puede ser explicado por la naturaleza diferente
de cada vacuna (16).

La glandula mamaria tiene la capacidad de expre-
sar proteinas recombinantes glicosiladas con un co-
rrecto plegamiento de su estructura tridimensional, por
lo que constituye un sistema de expresién adecuado
para producir la glicoproteina E2 con una elevada
inmunogenicidad y capacidad protectora (17).

Recientemente se ha desarrollado un nuevo candi-
dato vacunal contra el virus de la peste porcina clasi-
ca, basado en la glicoproteina viral E2 obtenida a partir
de la cepa Margarita y expresado en la glandula



mamaria de cabras. Este antigeno se obtuvo en leche
de cabraaniveles de 1,2 g/L, y se ha demostrado que
induce proteccion total en cerdos inmunizados y de-
safiados frente a una cepa altamente patégena del vi-
rus de la peste porcina clasica (18).

Se ha confirmado el efecto de la inmunidad mater-
na en las primeras etapas de vida en el cerdo, donde la
proteccion depende de los anticuerpos maternos (19).
El estudio de la cinética de anticuerpos maternos es
fundamental para determinar el momento de declina-
cion de los mismos, conocer el tiempo de susceptibi-
lidad y establecer el momento 6ptimo de la primo va-
cunacion. Este trabajo se realizé con el objetivo de
determinar la duracién de la inmunidad pasiva en cer-
dos procedentes de madres inmunizadas con un can-
didato vacunal de subunidad proteica y con la vacuna
viva atenuada de la cepa China (LABIOFAM).

MATERIALESY METODOS

Vacunas

Candidato vacunal oleoso de subunidad proteica E2,
contra el virus de la peste porcina clasica obtenido me-
diante la transduccién por un vector adenoviral en la glan-
dula mamaria de cabras y purificado a partir de la leche.
Se aplicaron 2mL (25ug), adyuvado con Montanide por
via intramuscular profunda en la tabla del cuello.

Vacuna viva atenuada de la Cepa China lapinizada
producida por LABIOFAM, contra el virus de la peste
porcina clasica. Se aplicaron 2 mL por via intramuscular
profunda en la tabla del cuello.

Vacunacion

Seis cochinatas seronegativas a PPC se
inmunizaron con el candidato vacunal oleoso de
subunidad proteica E2 en el momento de detectarse el
estro y una segunda dosis de manera similar, 21 dias
después.

Seis cerdas con antecedentes de tres
inmunizaciones como minimo con la vacuna viva ate-
nuada de la Cepa Chinay tiempo maximo de 6 meses
transcurridos desde la ultima aplicacion de la vacuna
se inmunizaron con la propia vacuna viva atenuada de
la Cepa China una semana antes de la cubricion.

Conformacion de grupos

Grupo 1: 18 cerdos de la categoria crias proceden-
tes de madres inmunizadas con el candidato vacunal
de subunidad proteica E2.

Grupo 2: 14 cerdos de la categoria crias proceden-
tes de madres inmunizadas con la vacuna viva ate-
nuada de la Cepa China.
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Grupo 3: 5 crias porcinas libres de anticuerpos
especificos frente a PPC procedentes de
madres que recibieron placebo, también libres de
anticuerpos contra el virus de la PPC.

Para evaluar la cinética de anticuerpos
neutralizantes se realiz6 extracciéon de sangre (2mL)
por el seno venoso oftalmico desde el momento ceroy
posteriormente con intervalo de dos semanas hasta
las 8 semanas de edad (0, 2, 4, 6 y 8) en todos los
grupos experimentales. La determinacion se realizé
mediante la técnica de neutralizacion de la
inmunoperoxidasa (NPLA) (OIE, 2008) en placas de
microtitulacién de fondo plano de 96 pocillos con célu-
las PK-15y 100 DICT, de la cepa Margarita.

Para comparar el comportamiento de los titulos de
anticuerpos en los diferentes grupos se utilizé el Test
de Student, previa transformacion de los datos a
logaritmo mediante Window SAS System, version 9.0.

RESULTADOSY DISCUSION

En la segunda semana de edad los titulos de
anticuerpos maternos neutralizantes fueron
significativamente superiores en los cerdos proceden-
tes de madres inmunizadas con el candidato vacunal
de subunidad proteica E2 con media geométrica de
2776,4 con respecto a los cerdos de procedentes
madres inmunizadas con la vacuna viva atenuada de la
Cepa China que presentaron media geométrica de
307,14 (Figura 1); los que se consideran protectivos
para los grupos en estudio, de acuerdo con lo afirmado
por Parchariyanon et al., 1994 (20) sefialan que titulos
de anticuerpos maternos >256 son requeridos para
obtener proteccion clinica en los cerdos.

Este comportamiento se mantuvo para los cerdos
procedentes de madres inmunizadas con el candidato
vacunal de subunidad proteica E2, durante todo el pe-
riodo evaluado con titulos de anticuerpos protectivos
hasta las octava semana de edad, mientras que los
cerdos procedentes de madres inmunizadas con la
vacuna viva atenuada de la cepa China solo mostraron
titulos de anticuerpos protectivos hasta la segunda
semana de edad. El grupo control, se mantuvo
seronegativo al virus de la peste porcina clasica duran-
te todo el experimento.

Los titulos de anticuerpos maternos encontrados
en las crias procedentes de madres inmunizadas con
la vacuna viva atenuada de la cepa china son inferiores
a los reportados para este tipo vacuna por diferentes
autores. En este aspecto se destaca (21) que los
anticuerpos maternos en cerdos persisten por mas de
7 semanas, con tiempo de vida media de 8 dias.
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FIGURA 1. Cinética de lainmunidad
materna en crias procedentes de ma-
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Carranza et al., 2007 (22) encontraron duracion de la
inmunidad pasiva en cerdos con anticuerpos maternos
procedentes de la vacuna viva atenuada de la cepa
China hasta los 52 dias de edad, mientras (23) indican
que la duracién de la inmunidad materna en granjas
vacunadas puede variar entre 6 — 9 semanas de edad.

Varios autores se han referido a los aspectos que
pueden afectar la eficacia de la inmunizacién en condi-
ciones de campo. En este particular (7) refieren que
aunque se ha confirmado que la vacunas viva atenua-
das contra el virus de la peste porcina clasica son ca-
paces de inducir proteccion completa en cerdos vacu-
nados, muchos factores incluyendo la inmunidad ma-
terna, la edad a la primo vacunacion, protocolo de va-
cunacién y complicaciones causadas por otros
patégenos pueden afectar grandemente la efectividad
de la vacunas contra peste porcina clasica en condi-
ciones de campo. Por su parte (24) han identificado
que en las zonas tropicales y subtropicales es comun
que los aspectos relacionados con la conservacion
(cadena de frio) afecte la eficacia de las vacunas ate-
nuadas, utilizadas con frecuencia en programas de
erradicacion.

Estos resultados sugieren que los cerdos estan
desprotegidos y son susceptibles a padecer la enfer-
medad a partir de la segunda semana de edad hasta
después del momento de la primo vacunacion (33 dias
de edad promedio) en que se induzca una respuesta
inmune activa. Sin embargo es conocido que cerdos
con niveles de anticuerpos neutralizantes de origen
materno > 1:64, tienen disminuida tanto la respuesta
inmune humoral como celular, inducida por la aplica-
cién de la vacuna viva atenuada de la cepa China (25).
La primovacunacion debe aplicarse cuando los titulos
de anticuerpos maternos han declinado y no interfie-
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ran con la vacunacion; no obstante durante este perio-
do de ventana inmunoldgica en que los cerdos estan
desprotegidos es necesario establecer estrictas medi-
das de bioseguridad.

En este aspecto (26) sefialan que la vacunacioén
en un momento inadecuado impide que se desarro-
lle la respuesta vacunal eficaz. El animal aunque esta
vacunado queda desprotegido. Asimismo (27) refie-
ren que es necesario adecuar el esquema de inmu-
nizacion a emplear a las condiciones epizootioldgicas
y los resultados de serologia, para no dejar brechas
inmunoldgicas que aumenten la susceptibilidad de
los cerdos.

Con independencia de los multiples aspectos eva-
luados anteriormente que pueden influir en los resulta-
dos analizados, y teniendo en cuenta que la conforma-
cion de los grupos objeto de estudio difieren con res-
pecto a la categoria zootécnica (cochinatas y cerdas)
lo que lleva implicito diferencias de edad y esquema
de inmunizacién aplicado en uno y otro grupo respec-
tivamente, consideramos que las marcadas diferencias
encontradas entre la vacuna viva atenuada de la cepa
chinay el candidato vacunal no son solo atribuibles a
estos elementos.

Se ha descrito que la eficacia en la induccién de la
respuesta inmune esta determinada entre otros facto-
res por la edad de los animales (7) y por el esquema
de inmunizacion utilizado (23). No obstante lo plantea-
do, otro elemento a considerar y que pueden explicar
las diferencias estadisticas observadas en los titulos
de anticuerpos maternos de los cerdos procedentes
de unay otra vacuna respectivamente es la diferencia
en la naturaleza de los antigenos vacunales presenta-
dos al sistema inmune entre las vacunas vivas atenua-
das y las vacunas de subunidades (16). Las vacunas



de subunidades E2 activan principalmente la pobla-
cion de linfocitos T helper especificos contra el virus
de la peste porcina clasica y la produccion de
anticuerpos neutralizantes (14-15) mientras que los
antigenos vacunales de las vacunas vivas atenuadas
son procesados por la via endégena y exdgena, acti-
vando la inmunidad humoral y celular (7).

Es de interés destacar que los titulos de anticuerpos
maternos en las crias de madres vacunadas con el
candidato vacunal de subunidad proteica E2 fueron
superiores a los reportados para otras vacunas de
subunidades E2 evaluadas. Asi Klinkenberg et al (16)
encontraron titulos de anticuerpos maternos desde 1:32—
1:512 a las 2 semanas de edad en cerdos de madres
vacunadas con una vacuna E2. Teniendo en cuenta que
existe correlacion positiva entre los titulos de anticuerpos
maternos especificos contra el virus de la peste porcina
clasica en los cerdos lactantes y los titulos de
anticuerpos neutralizantes en las cerdas (7); considera-
mos que estos resultados corroboran los criterios ex-
puestos anteriormente y confirman la capacidad de la
glandula mamaria como sistema de expresion adecua-
do para producir la glicoproteina E2 con una elevada
inmunogenicidad y capacidad protectora (17).

Otro elemento a valorar para este tipo de vacuna
(subunidades) y que constituye materia de discusion
por diferentes autores, es la posibilidad de inmunizar
cerdos en presencia de anticuerpos maternos sin que
estos interfieran en la induccion de la respuesta inmu-
ne. En tal sentido seria oportuno evaluar en el futuro, el
efecto de los anticuerpos maternos ante la inmuniza-
cién con el candidato vacunal E2, considerando que la
eficacia de la inmunizacion con una vacuna de
subunidad proteica E2 no es afectada por la presencia
de anticuerpos maternos (28). De corroborarse este
aspecto, permitiria inmunizar a los cerdos antes que
los anticuerpos maternos desciendan a titulos no
protectivos, impidiendo que se produzca la ventana
inmunoldgica.

En base a lo sefialado anteriormente podemos infe-
rir que el candidato vacunal de subunidad proteica E2
posee una elevada inmunogenicidad con titulos de
anticuerpos maternos protectivos hasta la octava se-
manas de edad, superiores a los obtenidos con la vacu-
na viva atenuada de la Cepa China con duracién de los
titulos protectivos hasta la segunda semana de edad.
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