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RESUMEN
El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PPRS) es una enfermedad que

afecta a las producciones porcinas con grandes pérdidas econdmicas. Esta
enfermedad es causada por un virus, caracterizado por ser altamente mutagénico
y evadir la respuesta inmune y se ha demostrado que la alta variabilidad
antigénica puede generar que las vacunas existentes no protejan contra desafios
de cepas heterdlogas en México. Es por esto que la utilizacion de
Inmunoglobulinas de origen aviar (IgY) son una alternativa para la proteccion de
los cerdos. Para determinar el nivel de proteccion que ejercen estas
inmunoglobulinas se realiz6 este estudio, el cual se dividid en dos etapas:
Etapa 1, a seis cerdas en el ultimo tercio de gestacion, se les aplicaron las
inmunoglobulinas y a tres de ellas se les desafio con virus de PRRS, y se tomaron
muestras de ellas y sus lechones durante la lactancia. Etapa 2 se formaron seis
grupos de cerdos destetados, dos de ellos como controles y los otro cuatro con
diferentes dosis de InmunoPRRS®, a dos de estos grupos se les desafidé con virus
de PRRS. Se obtuvieron muestras sanguineas cada cinco dias hasta el dia 70 de
vida, y se eutanasiaron para realizar histopatologias y RT-PCR de tejidos. El
estudio demostré que la aplicacion de inmunoglobulinas tipo Y disminuye la
viremia y los signos clinicos. En cerdos en destetados las lesiones en tejidos

comparado con los cerdos no inmunizados disminuyeron significativamente.



INTRODUCCION

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) es una de las
enfermedades infecciosas mas importantes en las producciones porcinas en las
ultimas décadas. Es una enfermedad viral, de distribucion mundial, que afecta a
los cerdos de todas las edades, con una morbilidad y mortalidad variable (Macias
et al., 2006; Sagar 1993; OIE 2008).

Se caracteriza por tener un gran impacto econémico en las granjas porcinas
debido a la presentacion de abortos, baja conversion alimenticia y sinologia

respiratoria que puede ocasionar infecciones secundarias.

Después de muchos anos de estudiar esta enfermedad, ahora se sabe que el
causante de este sindrome es un virus que se caracteriza por tener una alta
variabilidad genética y antigénica, ocasionando que las vacunas que existen
actualmente en el mercado, sean de baja efectividad y se tengan que buscar otras
alternativas para la prevencion y control de la enfermedad (Li X et al, 2014; XJ
Meng et al 2000).

En los ultimos afos se ha estudiado la opcion de utilizar inmunoglobulinas de
origen aviar inmunizadas contra una enfermedad en especifico, para después ser
administradas en humanos u otras especies para crear una inmunidad pasiva.
Esto con el fin de conferir proteccion, sin la necesidad de administrar vacunas.
Para controlar PRRS, esta seria una alternativa, que podria ser modificada segun
la variabilidad del virus, a comparacién de las vacunas del mercado, que utilizan

los virus de referencia (Gutierrrez, et al. 2015).



Antecedentes

En el ano de 1987, se comenzaron a reportar en Estados Unidos una serie de
casos con sinologia reproductiva y respiratoria en hembras y en la linea de
produccion, aumentando la mortalidad en lechones y retraso de crecimiento. Al
principio se sospechaba de varios agentes etiologicos, pero una vez descartados,
se nombrd a la enfermedad “Mystery Swine Disease”. A partir de entonces los

casos se fueron incrementando causando pérdidas economicas en la porcicultura.

Desde su aparicion, esta enfermedad se le ha dado numerosos nombres,
dependiendo en muchos casos de la sinologia que presentaba la enfermedad,
hasta que, en el afio de 1991, la Comunidad Econémica Europea (C.E.E.), con la
finalidad de unificar el nombre a este sindrome, hace un comunicado donde
senala que el nombre correcto para esta enfermedad es “Porcine Reproductive

and Respiratory Syndrome” (PRRS).

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) fue localizado por primera
vez en Carolina del Norte y posteriormente en Canada en 1987. Posteriormente se
reporté en Japon en 1988. En los siguientes anos el virus se fue distribuyendo en
Europa, llegando a Alemania en 1990, y en 1991 a Holanda, Bélgica, ltalia,

Suecia, Espafia e Inglaterra (OIE 2008).

En julio de 1991, en Holanda, se hace el aislamiento viral utilizando macréfagos
alveolares porcinos (PAM) y fue designado como virus Lelystad. Un afio después
en Estados Unidos el Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
(PRRSV) se aislo, y caracterizdé en una linea celular continua (CL2621) y se le
nombro como VR-2332. Estos dos virus, en la actualidad, son reconocidos como
los virus de referencia en cada continente (Chand et al., 2012).



Agente etiologico

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino, es causado por un Arterivirus,
este, junto con el virus de la arteritis equina (EAV), el virus de lactato
deshidrogenasa de los ratones (LDV), y el virus de la fiebre hemorragica del simio
(SHFV), forman parte de la familia Arteriviridae del orden de los Nidovirales. Estos
poseen varias propiedades relacionadas con la patogénesis viral, incluyendo la
replicacion citopatica en los macréfagos, la capacidad de establecer una infeccion

persistente, asi como la enfermedad grave que causa (Chand et al., 2012).

Este es un virus de cadena simple de RNA, envuelto, con sentido positivo (5a 37),
de un peso aproximado de 15 kb, de forma esférica con un diametro de 50 a

65nm, con una envoltura lipidica (Figura 1) (Obdulio et al., 2014).

Figura 1. Virus de PRRS https://www.prrs.com

Estd compuesto por 10 marcos de lectura abierta “ORF” (open reading frames):
ORF 1a, ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORF 3, ORF 4, ORF5, ORF5a, ORF 6, ORF 7.

El ORF 1a y ORF 1b, son dos grandes poliproteinas que componen el 80% del
genoma del virus. Estas codifican la RNA polimerasa viral y estan asociadas a
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proteasas y replicasas involucradas en la replicacion y transcripcion del RNA.
Estos dos marcos de lectura abierta, se subdividen en 14 proteinas no

estructurales (NSP).

Los ORF 2a, ORF2b y ORF 3 a 7 codifican las proteinas estructurales
glicoproteina (GP) 2a, 2b (también definidas como proteina E), GP3, GP4, M y N,
respectivamente. La GP5, codificada por ORF5, es la principal proteina de
envoltura, contiene el epitopo neutralizante principal del PRRSV. La proteina M,
codificada por ORF6, es una proteina de membrana integral no glucosilada y la
proteina N, codificada por ORF7, es la proteina de nucleocapside (Figura 2)
(Lovinga et al., 2015; XJ, 2000).

Estructura del virus del PRRS

|

ORF 1: 14 Proteinas no
estructurales

= ORFla
5

ORF1b

GP2

Proteina E ; Proteina ORF5a

) Aprox. 50 nm ) CRESA;

Figura 2. Estructura del Virus de PRRS. http://chil.org/blogs/liveblogsepor/383/by-tag/virus
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La proteina de la nucleocapside (N) forma un polimero que rodea el genoma
viral. La superficie del virus esta dominada por la glicoproteina GP 5 unido por
disulfuro a la proteina de la matriz (M). Glicoproteinas de superficie menores
forman un trimero compuesto por la GP2, GP3, GP4 y proteinas adicionales de
envoltura incluyen E y ORF5a (Chand et al., 2012) (Lovinga et al., 2015).

PRRSV se divide en dos genotipos, tipo 1 (europeo) y tipo 2 (americano). A pesar
de que los dos se aislaron en diferentes regiones, aparecieron simultaneamente y
producen signos clinicos similares, los dos grupos comparten identidad solo
alrededor de 60% a nivel de nucledtidos. Cada genotipo tiene diversidad genética
y antigénica del 20% aproximadamente, esto influye en la virulencia durante la
infeccion (Chand et al., 2012) (Drigo et al., 2014) (Han K et al., 2014) (XJ, 2000).

Propiedades virales

La estabilidad del virus es variable en diferentes temperaturas (Cuadro1).

Temperatura °C Tiempo
70 Meses
-4 Dos semanas
4 Una semana
21 1 a6 dias
37 3 horas a 2 dias
56 30 minutos

Cuadro 1. Persistencia de PRRSV a diferentes temperaturas



Su pH éptimo se encuentra entre 6 y 7.65. Los detergentes son eficaces para
reducir la virulencia del virus y los solventes organicos, como el cloroformo y el
éter, son eficaces para afectar la envoltura viral e inactivar el virus (Lab. Hipra,
2015).

Transmision

La transmision de este virus se da principalmente por el contacto con fluidos de
algun cerdo enfermo, como semen, heces, secrecion nasal, sangre y saliva. En los
ultimos afnos se ha demostrado que la transmisién por aerosoles es una de las
mas importantes ya que el virus se puede desplazar a varios kildbmetros en

Optimas condiciones.
La transmision del virus de PRRS se puede dar de manera directa y / o indirecta.

La transmision directa se puede dar de manera horizontal, la cual se refiere a la
transmision de contacto directo con cerdos que se encuentren en alguna etapa

virémica, o bien con la alguna secrecion del cerdo enfermo.

La transmision directa vertical, es cuando la madre se infecta en el ultimo tercio de
la gestacién. El virus que se encuentra en la sangre, puede traspasar la placenta
de la cerda e infectar a los fetos, provocando una viremia en ellos, retardando su

crecimiento o matandolos.

La transmisién de manera indirecta, se da por medio de fomites previamente
expuestos al virus, como instrumentos de limpieza o médicos, ropa de trabajo o

bien el mismo personal, asi como el transporte.



Signos clinicos

La sinologia de la enfermedad es variable, dependiendo de la etapa de produccion
a la que afecta. Sin embargo, hay una serie de signos que se presentan en todas
las etapas como fiebre, inapetencia, polipnea, disnea, cianosis en orejas,
conjuntivitis, eritema, tos y estornudos, asi como la presencia de otros agentes

infecciosos, principalmente bacterianos (Goyal, 1993).

Ademas de los signos antes mencionados, llegan a presentarse algunos otros

dependiendo del ciclo productivo en el que se afectan los animales.

En cerdas gestantes puede tener una sinologia diferente, dependiendo de la etapa
de gestacion en la que se encuentre. Si la cerda se infecta en el primer tercio de la
gestacion puede provocar repeticiones irregulares, debido a que el virus puede
llegar a los fetos, infectarlos y matarlos, provocando una reabsorcién embrionaria
y posteriormente el retorno al estro. En el segundo tercio de la gestacion puede
provocar momificaciones o abortos. Y al final de la gestacion, puede haber partos
prematuros y los cerdos pueden llegar a nacer débiles o bien, pueden nacer
muertos (Goyal, 1993; Han K et al., 2014; Macias et al., 2006; OIE 2008).

En los sementales, puede llegar a afectar el semen, provocando la aglutinacion,
asi como una elevada alteracion en los espermatozoides, provocando un bajo
rendimiento (OIE 2008).

En cerdos en crecimiento, desarrollo y engorda se presenta en una forma
respiratoria causando neumonia intersticial y aumentando la susceptibilidad a la
infeccion con otros patégenos. Aunque la infeccibn con PRRSV puede ser
subclinica, la enfermedad clinica se hace evidente cuando las infecciones
secundarias estan presentes. Asi PRRSV contribuye al complejo respiratorio
porcino (Macias et al., 2006). En esta etapa es donde el impacto econdmico es
mas severo, ya que los cerdos no llegan a la ganancia de peso esperada, y su
conversién alimenticia es baja, provocando una extension en el tiempo de engorda
(Zhang, 2014).



Patogenia

La via de entrada del virus es oro-nasal, viajando por el tracto respiratorio hasta
llegar a los alveolos, ahi las células diana para la replicacion de PRRSV son los
macrofagos alveolares porcinos (PAM’s), que son responsables de la fagocitosis

de los microorganismos en los alvéolos (Zhang Q, et al 2015).

Inicialmente, el PRRSV se une al heparan sulfato presente en la superficie de
macrofagos. Al menos seis moléculas han sido reportadas como receptores
celulares para PRRSV: vimentina, heparan sulfato, CD151, CD163, sialoadesina y
DC-SIGN también conocido como CD209 (Figura 3).

- CD163
ot (SRCR)
Soluble &5 .
Heparan CD163 : ; §ialoac?hesin
sulphate ~.‘.» S (Siglec-1; CD169)
bord ~
@ DC-SIGN
Vimetin CD151 N o 4+ (CD209)
LLEEEREE SAALEE Sy K 3
K 3
2 >
Figura 3. Receptores de Membrana Celular para el virus de PRRS. (Zhang Q, et al 2015)

Tras la unién a la sialoadesina, el complejo virus-receptor se internaliza a través
de un proceso de endocitosis mediada por clatrina. Tras la internalizacion, el
genoma viral se libera del endosoma temprano en el citoplasma de la célula
huésped, iniciando la transcripcion y traduccién necesarias para la formacién de
nuevos viriones. El receptor CD163 es esencial para la interaccion con la GP 2 y
GP 4 y formar un endosoma. Ademas, las proteasas celulares y la acidificacion del
pH dentro del endosoma temprano es crucial para la liberacion del genoma viral

dentro de la célula (Figura 4).



xasis
Heparan Cellular N-linked
i ip ‘ pr ' glycan

¥ PRRSV = PRRSV =¥y PRRSV 2 PRRSV & PRRSV § PRRSV
E protein GP, GP, GP, M/GPg; complex genome
Figura 4. Internalizacién del virus (Van Breedam et al 2010)

Inicialmente, GAGs heparan de PRRSV se une al sulfato presente en la superficie de macroéfagos (a). El
virus se une al receptor a través de sialoadhesin M con la GPs (b). Tras la union a sialoadhesin, el complejo
virus-receptor se internaliza a través de un proceso de endocitosis mediada por la clatrina (c). Tras la
internalizacion, el genoma viral se libera del endosoma temprano en el citoplasma de la célula huésped (d),
iniciando de este modo los acontecimientos de transcripcion y traduccion necesarias para la formacion de

nuevos virones.

La replicacion del virus del PRRS en PAM’s afecta directamente a sus funciones
basicas, incluyendo la fagocitosis, presentacion de antigenos y la produccién de
citoquinas. PRRSV induce la apoptosis en PAM y también induce la apoptosis de
linfocitos y macrofagos en los pulmones, y los drganos linfoides que afecte a la

respuesta inmune del huésped.
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Posteriormente, el virus se distribuye a los diversos 6rganos, produciendo

neumonia intersticial, vasculitis, linfanoadenopatia, miocarditis, encefalitis o rinitis.

En las cerdas gestantes puede atravesar la barrera placentaria e infectar a los
fetos, provocando abortos al final de la gestacion o partos con lechones débiles o
muertos (Goyal, 1993; Gémez, 2013; Han K et al., 2014).

El virus puede estar presente varios dias después de la infeccion en varias
secreciones como en saliva (42 dias), secrecion nasal (21 dias), orina (28 dias),
semen (mas de 92 dias) y tiene la capacidad de persistir > 250 dias en los érganos
linfoides. El virus también se ha detectado en calostro y en leche en cerdas

expuestas al virus durante la gestacion (Morilla et al., 2004).

Respuesta inmune

En el caso del PRRSV la infeccion puede dividirse claramente en dos fases

sucesivas:

1. Una fase virémica, cuya duracion oscila entre dias y varias semanas en

funcién de la edad del animal afectado y de la cepa.

2. Una fase no virémica de persistencia del virus en los tejidos linfoides que

puede durar meses.

No esta claro como persiste el virus, probablemente se debe a varios factores que
incluyen al menos la interaccion del virus con el sistema inmunitario del
hospedador, el origen genético del animal y la cepa especifica de virus que infecta

al cerdo.

11



Inmunidad innata
Las células dianas del PRRSV son los macréfagos y ocasionalmente las células

dendriticas mieloides, ambos actuan como intermediario entre las respuestas
inmunitarias innata y adaptativa. La susceptibilidad de los macréfagos a la
infeccion depende del genotipo del virus. Se cree que el PRRSV podria intervenir
en algunos elementos de estos tipos de células o con ellos. A partir de estudios
iniciales se sabe que el PRRSV inhibe las respuestas de interferén de tipo | en

macrofagos (Gomez, 2013).

El PRRSV podria replicarse en varios tipos de células dendriticas y provocar
inhibicion de los interferones de tipo 1 y la funcionalidad o las respuestas a
citosinas. Ademas, se sabe que la infeccidon podria estimular la secrecién de

citosinas inmunosupresoras como la IL10 (Gémez, 2013; Obdulio et al., 2014).

Después de la infeccidén, la respuesta mas temprana esta dirigida contra la
proteina N que es medible entre el dia 5 y 9 PI. Los anticuerpos contra la NSP1 y
NSP2 son evidentes a los 14 dias PI, y alcanzan su maximo nivel en 28- 35 dias
Pl. Todos estos anticuerpos producidos tempranamente son no neutralizantes
mientras que los anticuerpos neutralizantes aparecen por primera vez 4 semanas
Pl o incluso mas tarde. La respuesta de anticuerpos neutralizantes contra el
epitopo neutralizante GP5 es poca y retardada, y algunos animales no logran

montar una respuesta de anticuerpos (Gomez, 2013; Lovinga et al., 2015).

Respuesta humoral
Los anticuerpos contra el virus aumentan rapidamente (aproximadamente 1

semana después de la infeccion). Estos anticuerpos se dirigen principalmente
contra la proteina estructural inmunodominante de la nucleocapside virica, pero
carecen de capacidades neutralizantes (Lovinga et al., 2015).

Sin embargo, los anticuerpos neutralizantes se dirigen principalmente contra GP3,

12



GP4 y GP5 y al final aparece GP2 de forma tardia en la infeccion (Lee et al.,
2014).

Por otra parte, el virus ha desarrollado mecanismos patogénicos para alterar a su

favor la respuesta inmune del cerdo:

e Utilizacion de escudo de glucidos (Carbohidratos) para prevenir la
neutralizacion de GP5 y GP3. Estos carbohidratos rodean al epitopo,
evitando que lleguen los anticuerpos. A este fendmeno se le llama blindaje
N-glicano (Murtaugh et al., 2011).

e EI PRRSV tipo 2, utiliza epitopos sefuelo o de distraccion. Los cuales son
producidos por la GP5 que es mas inmunodominante que el epitopo
neutralizante. Esto con el fin de evitar la neutralizacion por anticuerpos
(Chand et al., 2012).

Debido a que el virus tipo 2, tiene la capacidad de inducir anticuerpos contra el
epitopo sefuelo, los anticuerpos producidos al inicio de la infeccion no son
neutralizantes, lo que provoca que no se pueda unir al virus para generar una

respuesta inmune contra él (Lovinga et al., 2015).

Después de que los anticuerpos no neutralizantes disminuyen a partir de la
semana cuatro hay una elevada produccién de anticuerpos neutralizantes. Al
mismo tiempo la viremia disminuye debido a que el animal comienza a ejercer una

respuesta mas eficiente hacia el virus (Figura 5) (Lovinga et al., 2015)
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Figura 5. Respuesta inmune ante la infeccion de PRRS Modificado: http://www.veterinaria.org
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Historia natural de la enfermedad de PRRS

El proceso de infeccion de PRRS se puede dividir en tres partes importantes

Periodo Prepatogénico. — Durante esta etapa existe una interaccion
huésped, agente y ambiente (triada epidemiolégica) donde estos tres
factores se mantienen en equilibrio, si este equilibrio se pierde, comienza la
infeccidn dentro del huésped, en este caso a los cerdos. Dando pie a la
cadena epidemiolégica donde la infeccion se da por el contacto de
secreciones de animales enfermos, ya sea directo o por fémites, el virus se
replica en el hospedero (cerdo) provocando la enfermedad y posteriormente

la excreciéon del virus.

Periodo Patogénico. — Una vez que el virus se comienza a replicar en las
células, atraviesa el horizonte clinico y comienza a provocar signos clinicos
como neumonia, fiebre, abortos, estornudos etc. Si estos animales no
tienen un tratamiento para evitar infecciones secundarias podrian complicar

el cuadro respiratorio y causar la muerte.

Periodo Pospatogénico. — Si los animales sobreviven a la enfermedad,
pueden quedar como portadores del virus o bien y posteriormente volverse

a enfermar (Figura 6).
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Figura 6. Historia Natural de la Enfermedad de PRRS

16

Periodo Pospatogénico

v

P e ——

S

Cuando la produccién de anticuerpos
puede neutralizar al virus y bajar su
virulencia, los cerdos pueden regresar d
un buen estado de salud, pero estos son
porfadores de la enfermedad, ademdas
los cerdos pueden volverse a enfermar



Diagnostico
El diagnéstico de PRRS es importante ya que con el reconocimiento del virus

dentro de las granjas se puede llegar a lograr su control y erradicacion.

La problematica que se presenta en el diagndstico, es la falta de signos y lesiones
“especificas” de la enfermedad. Su sinologia es similar a otras enfermedades, es

por esto que se tienen que realizar pruebas especificas.

Es importante saber qué tipo de muestras se enviaran al laboratorio, asi como el
tipo de estudio que se realizara, lo que dependera de la etapa de infeccién en la

que se encuentre los cerdos muestreados (Figura 7).

Duracion de
la excrecion
Cerdo Signos (
susceptible clinicos
Ac detectables 2 - :
1 Periodo infectivo
N
Tiempo (dias) 0 10-14 14-65 104 2
Suero / fiuido oral ELISA
Suero /fluido oral PCR

Herramientas
diagnosticas ———

Figura 7. Diagnéstico de PRSS en diferentes momentos de infeccion https://www.pig333.com

Las pruebas utilizadas para el diagnéstico son muchas, las principales, son

mencionadas a continuacion.
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% RT-PCR.
La técnica de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa- Transcriptasa Reversa
(RT-PCR), consiste en la deteccién del virus, en suero, tejidos o secreciones, a
través de la complementacion de ARN con nucledtidos y posteriormente su

amplificacion.
Existen varios tipos de PCR, los mas utilizados para la deteccién de PRRS son:

e RT-PCR Punto Final. - Se realizan copias del material genético a partir de la
muestra, y posteriormente se coloca en un gel de agarosa para realizar una
electroforesis.

e RT-PCR Tiempo Real. - Al igual que el anterior, se amplifica el material
genético y por medio de fluorescencia se determina la cantidad de material

genético viral en la muestra.

La diferencia entre estas dos técnicas, es que la RT-PCR Punto Final, es
cualitativa y la RT-PCR Tiempo Real es cuantitativa, ademas de que este ultimo
tiene mayor rapidez y en su proceso hay una menor manipulacién, ademas los

desechos toxicos durante su proceso son menores.

+ Aislamiento viral.
Para realizar el aislamiento viral de PRRS, es necesario la utilizacién de cultivos
celulares adecuados, los cultivos celulares que han mostrado un mejor
resultado son:
e Macrofagos alveolares porcinos (a partir de un cultivo primario).
e Lineas Celulares (CL 2621 o MARC 145) (Goyal, 1993).

El efecto citopatico ocasionado en las células post-infeccion se debe confirmar con
un RT-PCR, inmunoperoxidasa o inmunofluoresencia. El aislamiento de virus es
un trabajo intensivo, tiene un bajo nivel de sensibilidad en comparacion con la

PCR y depende de los virus viables presentes en la muestra. El tiempo de
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realizacion del aislamiento puede ir de 8 dias a varias semanas de trabajo
(Boeringer 2015).

¢ Inmunohistoquimica ((IHQ)

La Inmunohistoquimica detecta el antigeno de PRRSV en tejidos fijados con
formaldehido utilizando diferentes sistemas de marcado y métodos de deteccion.
Las muestras de eleccion para ésta técnica son las tonsilas y el pulmoén. Es
importante sefialar que el tipo de fijador utilizado, el tiempo de fijacién y el método
utilizado para realizar la técnica pueden influenciar los resultados que se obtengan

para la misma.
. L
« Inmunofluresecencia directa

Prueba rapida y econdmica. Se utiliza tejido fresco, preferentemente pulmodn, el
cual se congela a -70 grados centigrados y se hacen cortes finos. Se utiliza un
anticuerpo monoclonal contra PRRSV conjugado con fluoresceina. La lectura se
realiza en un microscopio de inmunoflourescencia. Prueba especifica, pero poco

sensible, sobre todo si el tejido ha sufrido de autolisis.

Serologia
¢ Inmunoensayo enzimatico (ELISA)

Esta prueba consiste en la deteccion de anticuerpos en el suero de los cerdos,

demostrando la exposicidn previa al virus, asi como su circulacion en la granja.

Las ELISA mas utilizada es la indirecta y posee una sensibilidad del 95% y una
especificidad del 95% ademas de ser rapida. En la actualidad, en México existen
varios Kits comerciales para la deteccién de PRRS en animales infectados, estos

detectan los anticuerpos en el suero sanguineo o saliva.

+ Prueba de neutralizacioén viral en suero
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Es una prueba especifica, pero de baja sensibilidad. Los anticuerpos detectables
por ésta técnica perduran por mas tiempo que los detectables por ELISA. No es
una prueba muy utilizada en la actualidad, debido al costo de realizacion y al

tiempo de respuesta para los resultados.

Control
Las medidas que se utilizan para el control de la enfermedad incluyen manejo,

bioseguridad y la utilizacidn de biolégicos.

Bioseguridad.
Para la prevencion y control de PRRS es necesario tener buenas medidas de

bioseguridad para evitar el contagio de otras granjas por medio de animales,
fémites o aerosoles, asi como para evitar la propagacion de la enfermedad, dentro

de la misma.

Las principales medidas de bioseguridad que se utilizan en las granjas para

prevenir la entrada de esta enfermedad son:

e Desinfeccion de los transportes que vayan a ingresar a la granja, asi como

los instrumentos y vestimenta de las personas.

e Utilizacion de cuarentenas largas, sometiendo a pruebas de diagndstico a

los animales.

e Se recomienda un sistema de producciéon todo dentro, todo fuera, donde la

instalacién tenga una optima desinfeccion

e Debido a que los animales pueden tener una alta carga viral en la sangre,

se recomienda utilizar una aguja por animal.

e Evitar la presencia de fauna silvestre dentro de la granja que puedan

transportar heces contaminadas.
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Manejo
Actualmente en México se utiliza una clasificacién donde las granjas se dividen,
dependiendo de su estatus con el virus. Esta clasificacion consta de cuatro

estadios.

1.- Granja Negativa. Esta se refiere a las granjas que nunca han tenido contacto al

virus, por lo tanto, la serologia y la presencia del virus es nula.

2.- Granja Activa Inestable. Esta clasificacion, hace referencia a las granjas con un
brote, esto quiere decir que han sido expuestas al virus y la enfermedad aun no se
ha controlado, teniendo los signos presentes en todas las etapas que se

encuentren dentro de la granja.

3.- Granja Activa Estable. Las granjas localizadas en esta clasificacion se
encuentran con el pie de cria estable, con presencia del virus, pero sin causar
enfermedad, sin embargo, tienen problemas con los cerdos de produccion, ya que

estos presentan sinologia y baja conversion alimenticia.

4.- Granja Inactiva Estable. - Se refiere a la granja que es positiva a serologia,
pero no hay circulacion viral. Es decir, la granja no tiene presencia de signos

clinicos.

Dependiendo del estado en el que se encuentre la granja, es el manejo que se

realizara para su control.

Si la granja es positiva a PRRS, estas son las recomendaciones.
m  Control de Infecciones secundarias.

m  Mantener Cerrada la Granja. - Una vez que en la granja se detecta la
presencia de PRRS se recomienda mantenerla cerrada para evitar la

entrada y salida de animales, y mantenerla asi hasta que se estabilice.
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m  Cuarentenas largas a remplazos y animales nuevos. - Debido a que la
viremia es larga, se recomienda que la cuarentena también lo sea,
incluyendo a remplazos propios de la granja, esto con el fin de adaptar los

animales al virus, o detectar algun animal enfermo.

m  Multisitios. - Para evitar la recirculacion del virus, se recomienda mantener

en diferentes sitios las etapas reproductivas.

m  “Calentar y enfriar a las cerdas”. - Este procedimiento consiste en exponer a
las cerdas nuevas o de remplazo al virus. Esto con el propdsito de infectar a
las cerdas y mantenerlas en cuarentena mientras se encuentren virémicas.
Una vez que los signos hayan pasado, se introducen a la granja. Esto con
la finalidad de que las cerdas tengan una produccion de anticuerpos contra
el virus y cuando entren a la granja o sitio, no se enfermen o bien, no

introduzcan una cepa diferente del virus.

Vacunacion

La vacunacion contra PRRS comenzd en 1994 utilizando los virus aislados, se
comenzo por elaborar las vacunas con virus inactivo, sin embargo, estas no tenian
la efectividad suficiente para proteger a los animales de la infeccion de VPRRS
(XJ, 2000).

Posteriormente se comenzaron a utilizar vacunas de virus modificado (MLV) las
cuales son mas eficaces se obtiene un 100% de proteccidn si el virus de campo es

homologo al de la vacuna (Murtaugh et al., 2011).

Actualmente en el mercado existen vacunas MLV las cuales ejercen proteccion
relativamente retardada, entre la tercera y cuarta semana pos- vacunacién, ya
que, en este tiempo, es cuando se comienza la produccion de anticuerpos

neutralizantes. Ademas de ejercer proteccion contra un genotipo en especifico,
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puede ejercer interferencia con la vacunacion de otras enfermedades como

Mycoplasma (Murtaugh et al., 2011).

La vacuna MLV confiere una proteccion efectiva contra un genotipo y cepa
especificos, pero con cepas heterdlogas, proporcionan una proteccion parcial (Lee
et al., 2014; Murtaugh et al., 2011; XJ, 2000).

Varios experimentos han demostrado que el uso de la vacuna MLV reduce
significativamente las lesiones y signos clinicos frente al desafio con cepas
homologas de PRRSV. Ademas, muestra una reduccién en la proporcién de
cerdos infectados en forma persistente y en el tiempo de excrecion viral utilizando
cepas homodlogas del virus vacunal. Sin embargo, es claro que la vacuna no
previene la reinfeccion con cepas homodlogas, soélo disminuye los signos de la
enfermedad. Frente a cepas heterdlogas, se presenta el mismo escenario, pero la

proteccion es menor.

Inmunoglobulinas tipo Y (IgY)

El nombre IgY proviene del nombre inglés “yolk” o yema y es la principal
inmunoglobulina del suero implicada en la respuesta inmune secundaria mas
predominante en el suero de los anfibios, reptiles y aves. Entre los isotipos aviares
(IgY, IgM e IgA), IgY es el mas abundante en el suero, con concentraciones que
van de 5 a 15 mg/ml en gallinas de postura. Ademas, es analoga a la IgG presente

en los mamiferos (Edzard et al., 2012).

La IgY esta conformada por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas, contiene
en su estructura una parte variable y cuatro constantes, se caracteriza por no
tener bisagra, sin embargo, contiene cierta flexibilidad en algunas regiones de sus
cadenas (Cu2 y Cu3) (Figura 8). La proteina completa tiene un peso molecular de
180 kDa. Cuando la proteina se encuentra truncada pesa 120 KDa. (Warr et al.,
1995; Wilmar et al., 2010)

23



Potential switch regions

Cv2 Cu3 Cv4

Co

Potential switch region

/

Cv2

IgY(AFc) Col
H

V. G

Figura 8. Estructura IgY (Warr et al., 1995)

IgY parece combinar funciones de IgG e IgE en mamiferos, ya que no sélo
proporciona una defensa contra las infecciones, también pueden mediar la
anafilaxia (Edzard et al., 2012).

Las ventajas que se pueden obtener de la utilizacién de IgY son muchas, entre
ellas esta la preservacion del bienestar animal, ya que no es un método invasivo
como el de mamiferos donde se sacrifica al animal para obtener niveles
considerables de anticuerpos, en las aves se deposita en el huevo y de este se

puede recolectar facilmente.

Ademas, la cantidad de anticuerpos producidos por una gallina es mucho mayor
que en mamiferos, siendo facilmente extraible de la yema y relativamente sencillo

su proceso de obtencion.
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Debido a la distancia filogenética entre aves y mamiferos, los anticuerpos de aves
no tienen reacciones cruzadas con las IgG de mamiferos, minimizando las falsas
reacciones positivas a ausencia de reacciones inespecificas con el complemento,
lo que la hace una inmunoglobulina de eleccion para pruebas de ELISA evitando
asi resultados falsos positivos. Por otro lado, el sistema inmune de las aves es
capaz de producir anticuerpos especificamente dirigidos contra antigenos de

mamiferos altamente conservados (Warr et al., 1995).

De este modo la IgY puede reconocer partes especificas de una molécula que no
son reconocidas por la IgG, importante en el momento de construir herramientas
de diagnostico. Ademas, se requiere una baja cantidad de antigenos para obtener
una concentracion duradera de IgY en la yema de los huevos de gallinas

inmunizadas (Warr et al., 1995).
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JUSTIFICACION

La alta variabilidad genética y antigénica del virus de PRRS ha provocado que la
proteccion ejercida por las diversas vacunas en el mercado, sean poco efectivas,
ya que los anticuerpos generados en la vacunacion pueden no ser homologos a

los virus de campo.

Desde hace algun tiempo se han empezado a utilizar inmunoglobulinas de aves
como una alternativa para ejercer proteccibn a los animales, siendo una

herramienta para el control de la enfermedad.

Actualmente existen en el mercado, algunas inmunoglobulinas de origen aviar
para la proteccion de los cerdos para diferentes enfermedades. Una de ellas es
InmunoPRRS®, la cual cuenta con diferentes aislados de campo de PRRSV en

México, que pueden proteger contra cepas heterdlogas a la cepa VR2332.
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HIPOTESIS

Con el uso de inmunoglobulinas de origen aviar especificas para PRRS, sera
posible controlar una infeccién contra PRRS, disminuyendo la viremia, asi como
los signos clinicos y las lesiones en cerdas gestantes y sus camadas, y cerdos
destetados. Disminuyendo el impacto de la enfermedad en diferentes etapas de

produccion.
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OBJETIVO

Evaluar la proteccion conferida por la inmunizacion con INMUNOPRRS® ante una
infeccion del virus de PRRS experimental en cerdas gestantes y cerdos en destete

contra una cepa de campo aislada recientemente en México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Evaluar la capacidad protectiva de INMUNOPRRS® en hembras gestantes

desafiadas y no desafiadas con VPRRS.

2.- Evaluar la eficacia de INMUNOPRRS® en cerdos destetados, mediante la

excrecion viral de VPRRS.

3.- Evaluar las lesiones en pulmén y linfonodos de los animales tratados y no
tratados con INMUNOPRRS®.
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MATERIAL Y METODOS

Animales
Para la realizacion del experimental se ocuparon seis cerdas gestantes de

diferentes partos y 30 cerdos destetados de diferentes camadas. Todos los cerdos
provenientes de una granja negativa a PRRS, no obstante, se les realizé una
prueba de ELISA de PRRS (IDEXX) y RT-PCR por punto final y tiempo real para

PRRS previo a la parte experimental del desafio.

Los cerdos fueron alojados en las unidades de aislamiento del Departamento de
Medicina y Zootecnia de Cerdos. Durante el experimento recibieron alimento y
agua a libre acceso, la temperatura en la que se mantuvieron fluctuaba entre 28-
30°C.

Las unidades de aislamiento donde se alojaron, cuentan con sistema de flujo de
aire filtrado, drenajes independientes; asi como, un area para el cambio de ropa

adecuada para el ingreso al area de aislamiento.

Para poder identificar la proteccidén ejercida por las que se realizé la investigacion
en dos etapas, la primera etapa en cerdas proximas al parto y sus lechones, la

segunda etapa en cerdos destetados.

Virus de Desafio
El virus utilizado para el desafio se obtuvo de un aislado de campo de noviembre

del 2014 con un titulo de 10° copias por reaccion.

Manteniendo al cerdo con la jeta hacia arriba, se instild 1 ml de virus en cada fosa
nasal a con una jeringa de insulina (1ml). Se fue instalando poco a poco, conforme
el cerdo inspiraba, una vez terminada la dosis, se mantuvo el cerdo dos minutos
en esa posicidon para permitir que el virus se adhiera en la mucosa nasal y con las

degluciones asegurarse que el virus llegara a la nasofaringe.
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Bioldgico
Inmunoglobulinas de origen aviar Inmunizadas contra PPRSV. Fueron obtenidas
del producto InmunoPRRS®.

Primera Etapa

Se obtuvieron seis cerdas negativas a PRRS de diferentes partos, las cuales se

encontraban en el ultimo tercio de gestacion.

A las cerdas se le asign6é un numero al azar, del 1 al 6. A todas las cerdas se les
aplicé InmunoPRRS® dos veces con un intervalo de quince dias. La dosis
utilizada fue 1 ml (segun la recomendacion del producto) via intramuscular. A la
cerda 4, 5 y 6 se les desafio al virus de PRRS un dia después de la segunda

inmunizacion (Figura 9).

Cerdas Gestantes

Manejo de animales en engorda lul 22, 2015
mar 2, 2015
Inmunizacién
mié, may 20, 2015
Destete
Obtencidgn de animales Inmunizacién » jul 22, 2015
mar 2, 2015 vie, jun 5, 20015
Obtencion de
Sincronizacién e Inseminacién Desafio Parto - Resultades
mar 9, 2015 jun &, 2015 jul 1, 2015 ago 5, 2015
marzo abril mayo junic julio agosto 2015

Figura 9. Cronograma Cerdas Gestantes

A las seis cerdas se les tomaron muestras sanguineas e hisopos nasales cada
quince dias desde la primera inmunizacion hasta el parto. De igual manera se les
tomaron muestras sanguineas e hisopos nasales a los lechones de cada cerda al
dia 1, 10 y 20 de vida.



Las muestras obtenidas se utilizaron para determinar el grado de viremia de los
animales, a su vez se analizaron para poder evaluar la proteccion ejercida por las

inmunoglobulinas tipo Y de origen aviar.

Al finalizar el estudio las cerdas fueron enviadas a rastro y las camadas fueron
utilizadas para las practicas dentro del DMZC de FMVZ-UNAM.

Segunda Etapa

Los cerdos destetados se obtuvieron al dia 21 de vida de una granja libre de

PRRS. Se hicieron seis grupos de cinco cerdos al azar.
Grupo 1 (C-). Control negativo (cerdos sanos).

Grupo 2 (C+). Control positivo (cerdos sanos y posteriormente infectados con
PRRS).

Grupo 3 (1N ND). Fueron inmunizado con una dosis de INMUNOPRRS® sin ser

desafiados.

Grupo 4 (2N ND). Fueron inmunizado con dos dosis de INMUNOPRRS® sin ser

desafiados.

Grupo5 (1N D). Inmunizado con una dosis de INMUNOPRRS® y expuesto al virus

de campo.

Grupo 6. (2N D). Inmunizado con dos dosis de INMUNOPRRS® y expuesto al

virus de campo.
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Se realizaron muestreos de estos animales cada cinco dias de hisopos nasales y
muestras sanguineas hasta el dia 70 de vida (Figura10) (Figura 11).

Cerdos Destetados

Manejo de animales en engorda mar 2, 2015 - abr 28, 2015
Obtencion y Procesamiento de Resultados

abr 28, 2015 - may 26, 2015
Primera Aplicacidn de InmunoPRRS

mar 2, 2015
Obtencién de animales
mar 2, 2015
Obtencion de
Dezafio -1 . del PRRS Mecropsia h Resultados
mar 6, 2015 mar 17, 2015 abr 21, 2015 may 26, 2015
marzo abril mayo 2015
Figura 10. Cronograma Cerdos en Engorda.
1
> mié, abr 15, 2015
Mecropsia
2 Ca 7 9 mar, abr 21, 2015
> juse, mar 5, 2015 " dom, mar 15, 2015 > i, mar 75, 2015 > dom, abr 5, 2015
12
1 3 6 8 10 ’,
> lun, mar 2, 201% | mar, mar 10, 2015 > vie, mar 20, 2015 D> lun, mar 30, 2015 "wv:-ab' 10, 2015
Dia1 7 13 19 25 31 7 43 a9 2015

Figura 11. Calendario de toma de muestras.

La dosis de InmunoPRRS® aplicada fue de 3ml. IM, segun lo recomendado en la

etiqueta.

Una vez que los cerdos llegaron a los 70 dias se les realiz6 la eutanasia para
posteriormente hacer la necropsia y observar lesiones macroscopicas,

posteriormente se realiz6 la toma de muestras de pulmén y linfonodos inguinales.



Pruebas

Las pruebas a utilizar para las muestras son:

1.

ELISA para la deteccién de IgY ’s.

Esta prueba se realizé en el laboratorio de IASA C.A. de S.V., donde se
detecto la presencia de Inmunoglobulinas de origen aviar en el suero. Se

utilizé el Kit comercial Abcam para proteinas.

Para poder evaluar a las camadas y grupos de cerdos destetados, se

realizé un promedio de valores obtenidos en la ELISA.
ELISA UNAM para la deteccion de anticuerpos contra PRRS.

La prueba se estandarizo en el DMZC vy el Instituto de Biomédicas, y se
utilizé para la deteccion de anticuerpos contra PRRS. Esta prueba se ha

utilizado en estudios previos y validad por Garcia en el 2016 (Garcia 2016).

RT-PCR Tiempo Real para determinar la excrecion del virus (hisopos), la

deteccion en el sistema circulatorio (suero) y su presencia en tejidos.

e Para la realizacion de RT-PCR en hisopos y suero, se realizé la extraccion

de ARN con el kit comercial de QUIAGEN por el método de columnas,

segun el protocolo recomendado para el kit. Una vez obtenido el material
genético, se llevo a cabo el RT-PCR (FP 100 — Find-IT PRRS) con el

protocolo sugerido para el kit.
Los RT-PCR de los hisopos y sueros, fueron individuales y se considero
positivo al grupo si solo un suero salid positivo en cada uno de los

muestreos.

Para la realizacion de RT-PCR en tejidos se tomd una muestra de la zona
mas afectada del érgano, posteriormente a cada érgano obtenido se le
realizé un macerado con nitroégeno liquido, y se le agregd medio de cultivo.
Se centrifugaron las muestras y se obtuvo el sobrenadante, del cual se

tomo una parte para realizar la extraccion de RNA para el RT-PCR.
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El RT-PCR se considero positivo si al menos un cerdo del grupo o camada

fue positivo a la prueba.
. Histopatologia

Se enviaron las muestras de los tejidos en formol al 10% al Departamento
de Patologia de la FMVZ de la UNAM.

La descripcion de los resultados emitidos por el patélogo, se designé un

numero al grado de severidad de la lesion:

1 = Leve
2 = Moderado
3 =Grave

Con base a esto se hizo un promedio por grupo, por tejido.
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RESULTADOS
Etapa 1.

Cerdas Gestantes
Los resultados de la ELISA para la deteccion de IgY, fueron con valores mayores

a 3 ng/ml en las cerdas no desafiadas (ND) mientras que en las cerdas desafiadas

(D) los valores oscilan por debajo de 1.70 ng/ml. Por otro lado, en el RT-PCR de
suero (PCR S) e hisopos nasales (PCR H), asi como las ELISAS para PRRSV,

salen negativos en los diferentes muestreos (Cuadro 2).

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
Dia 90 de Gestacion Dia 105 de Gestacion Dia 1 de Lactacion
ELISA ELISA PCRH PCRS ELISA ELISA PCRH PCRS
IgY PRRS IgY PRRS IgY PRRS
1ND >3 - - - >3 - - . >3 - . -
2ND >3 - - - >3 - - - >3 - - -
3ND >3 - - - >3 - - - >3 - - -
4 D >3 - - - 1.55 - - - 1.70 - - +
5 D >3 - - - 1.70 - - - 1.70 - - +
6 D >3 - - - 1.65 - - - 1.50 - - s

Cuadro 2. Resultados de cerdas Gestantes

ND: cerdas no desafiadas D: cerdas desafiadas PCR S: PCR de suero PCR H: PCR de hisopos nasales

Camadas

Los resultados de las camadas de las cerdas no desafiadas son similares, ya que
resultaron negativos a RT-PCR en hisopos y suero, mientras que en la ELISA para

inmunoglobulinas de ave todos los valores fueron superiores a 3 ng/ml (Cuadro 3).
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1ND

2ND

3ND

ND: cerdas no desafiadas

gy

>3

>3

>3

1.64

1.72

1.61

Dia 0

S

ELISA

ELISA
PRRS

PCRH PCR S ELISA
IgY
- >3
- - >3
- >3
- & 1.66
+ 1.68
- A 1.67

Dia 10

ELISA
PRRS

PCRH PCR S ELISA

IgY
- - >3
- - >3
- - >3
- & 1.70
- + 1.64
- A 1.64

Cuadro3. Resultados de Camadas

D: cerdas desafiadas

PCR S: PCR de suero

Dia 20

ELISA
PRRS

PCRH PCR S

PCR H: PCR de hisopos nasales

Las camadas de las tres cerdas desafiadas fueron negativas en la excrecién del

virus (RT-PCR de hisopos), mientras que en suero fueron positivos en los tres

muestreos y los valores de IgY en ELISA son por debajo de 1.72 ng/ml (Grafica 1).

NG/ML

—+—Camada 4
—m-Camada 5
—4—Camada 6

- A A A A A A

1
1
1

.74
72
.70
.68
.66
.64
.62
.60
.58
.56
.54

ELISA IGY

—4—Camada4 -#-Camadab -#4—-Camadab6

1.64
1.72
1.61

MUESTREO
2
1.66
1.68
1.67

Grafica 1. ELISA IgY en lechones por camada
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Se puede observar en la Grafica 1 que en las camadas 4 y 6 la cantidad de IgY va
aumentando conforme van pasando los muestreos, mientras que en la camada 5

ocurre totalmente lo contrario.

Los lechones nacidos bajo un periodo de viremia de la madre, nacen infectados y
desde el dia de nacidos hasta los 20 dias permanecen PCR positivos en suero
(Gréfica 2).

Los lechones de la camada cuatro, tienen una mayor concentracion de virus
durante los tres muestreos, en comparacion de la camada 5, donde hubo una
marcada disminucién de los titulos de virus en el segundo muestreo, al igual que

la camada 6.

Los lechones provenientes de hembras con InmunoPRRS® y posteriormente

desafiadas no presentaron signos clinicos.

PCR EN SUERO

300000
=
‘0
8 200000
<L
L
1
r 150000
O
o
2 100000
o
8
50000
. MUESTREO
1 2 3
——Camada 4 253425 281449 256560
Camada 5 103580 67660 226517
Camada 6 158140 84433 143841

Grafica 2. PCR en suero en lechones
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Etapa 2.

La ELISA para IgY los valores de los grupos no desafiados fueron por arriba de 3,
mientras que en los grupos desafiados obtuvieron valores muy bajos, acercandose a los

valores obtenidos en el grupo sin InmunoPRRS® (Grafica 3).

o ELISA IGY
18
17
—
b
& 16
=
15
14
13
12
1.1
) MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—8—Sin InmunoPRRS | 1.57 | 156 = 153 = 156 = 159 154 164 166 154 161
—te—1 dosis 162 | 155 189 152 146 156 167 158 158 166
== dosis 154 | 158 151 156 = 155 172 164 179 16 1.64

Grafica 3. ELISA IgY en cerdos destetados.

Los seis grupos de cerdos fueron negativos al RT-PCR de hisopos y de suero, con

excepcion del grupo control positivo.

En la ELISA para la deteccién de anticuerpos contra PRRS se obtuvo un mayor numero
de positivos en el grupo control positivo, seguido por los grupos desafiados con una y

dos dosis de InmunoPRRS® respectivamente (Cuadro 4).
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Prueba Control 1 Dosis No 2 Dosis No 1 Dosis 2 Dosis Control Muestreo

Negativo Desafiado Desafiado Desafiado Desafiado Positivo
ELISA IgY - - - - - - 1
ELISAPRRS - - - - - - )
PCR H a : a a : a -5 dias
PCRS - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.62 1.54 - 2
ELISAPRRS - - - - - - )
PCR H a : a a : a 0 dias
PCRS - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.55 1.58 - 3
ELISA PRRS - - - + - + .
PCR H : R : : R : 5 dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.89 1.51 - 4
ELISAPRRS - - - - - + .
PCR H ) _ ) ) _ ) 10 dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.52 1.56 - 5
ELISAPRRS - - + + = + .
PCR H ) _ ) ) _ ) 15 dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.46 155 - 6
ELISAPRRS - - - - - + .
PCR H ) _ ) ) _ ) 20 dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.56 1.72 - 7
ELISAPRRS - - - - - - .
PCR H ) _ ) ) _ ) 25 dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.67 1.64 - 8
ELISAPRRS - - - - - - )
PCR H ) _ ) ) _ ) 30dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.58 1.79 - 9
| ELISAPRRS - - - - - - .
PCR H ) _ ) ) _ ) 35 dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.58 16 - 10
ELISAPRRS - - - - - - )
PCR H ) _ ) ) _ ) 40 dias
PCR S - - - - - -
ELISA IgY - >3 >3 1.66 1.64 - 11
ELISAPRRS - - - - - - )
PCR H ) _ ) ) _ ) 45 dias
PCRS - - - - - -

Cuadro 4. Resultados de Cerdos Destetados
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Histopatologia

Para los linfonodos, se encontr6é que los animales del grupo control positivo tienen
lesiones mas graves que todos los grupos. Seguido por el grupo con una dosis de
InmunoPRRS® y desafiado. Por otro lado, el grupo con dos dosis de

InmunoPRRS® y desafiado, tiene valores similares al control negativo (Grafica 4).

LESIONES EN LINFONODOS

Grado de Lesion
=
L

) 2D (ND) 1D (D)
16 2

H Seriesl 1.4 2.8

Grupos Experimentales

Grafica 4. Lesiones en Linfonodos

En los pulmones al igual que en linfonodos se observa que el grupo control
positivo presenta una mayor severidad en las lesiones, seguido del grupo con una
dosis de InmunoPRRS® y desafiado, posteriormente se encuentran los demas

grupos con un rango similar al control negativo (Grafica 5).
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LESIONES EN PULMONES

Grado de Lesiodn
=
L

CX+ 1D (ND) 2D (ND)
H Seriesl 1 2.4 1 1.4 2

Grupos Experimentales

Grafica 5. Lesiones en Pulmon

De acuerdo con los resultados de PCR en tejidos, se obtuvo que los tres grupos
no desafiados fueron negativos a la prueba, mientras que, en los grupos
desafiados con el virus, el tejido con mayor concentracion virémica fueron los
pulmones en general y por cada grupo, excepto en el control positivo donde la

concentracion viral fue mayor en linfonodos (Grafica 6).

PCR EN TEJIDOS

E Linfonodo E Pulmon

InmunoPRRS 1D InmunoPRRS 2D
2540000 2610000
3650000 3220000

Grupos Experimentales

E Linfonodo

= Pulmon

Grafica 6. PCR en Tejidos.
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DISCUSION

La alta variabilidad genética del virus de PRRS, representa un problema para la
deteccion y control de esta enfermedad. En los ultimos reportes de analisis
filogenéticos de este virus en México presentes hasta el 2015 (Galiote A., et al
2015) han detectado nuevas cepas de campo que llegan a un 84% de identidad en
el ORF5 con la cepa de referencia americana. Esto sugiere que las vacunas
actuales no pueden crear una proteccion contra algunas cepas de campo y se
necesitaria la actualizacion del virus utilizado en la vacuna. Es por esto que en la
actualidad ninguna vacuna con virus vivo, muerto o vivo atenuado, ha demostrado

ser una herramienta efectiva frente una infeccion contra PRRS.

A finales del 2012 el Dr. Fernando Osorio de la Universidad de Nebraska, presento
una serie de trabajos donde confirma la proteccion efectiva de la inmunidad pasiva
contra una infeccién contra PRRSV (Osorio, 2012), lo cual se demuestro que la
aplicacion de anticuerpos de origen aviar inmunizados contra PRRS
(InmunoPRRS®) pueden neutralizar el virus, ayudando al sistema inmune a

generar una respuesta inmune contra PRRS.

En los ultimos afos, se ha optado por la utilizacién de Inmunoglobulinas tipo Y
para la transferencia de inmunidad pasiva a varias especies, para poder
contrarrestar la infeccion de diferentes enfermedades. Estas inmunoglobulinas son
utilizadas por ser faciles de obtener, por la cantidad de anticuerpos obtenidos, y

sobre todo por la poca manipulacion de las aves para generar esta inmunidad.

En este estudio, las inmunoglobulinas que se utilizaron fueron obtenidas a partir
de la inmunizacion de aves con 6 cepas de virus de PRRS aisladas de diferentes
partes de la Republica Mexicana, con el fin de obtener anticuerpos capaces de

neutralizar las cepas presentes en campo.
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Durante la etapa 1 (cerdas gestantes), ninguna de las cerdas desafiadas aborto o
tuvo problemas durante la gestacion y el parto, sin retraso de crecimiento en sus
camadas, esto similar con lo encontrado por Ochoa (Ochoa et. al, 2016), donde la
aplicaciéon de InmunoPRRS® en una granja positiva, mejoro sus parametros
reproductivos como porcentaje de abortos y porcentaje de retrasados. Por otra
parte, la cantidad de IgY’s disminuyé significativamente después al desafio, y la
presencia de virus fue detectada hasta el dia 30, este ultimo muestreo coincide
con el dia de parto de las hembras, los lechones fueron positivos a PRRS durante

la lactancia.

En el 2009 Blanco (Blanco, 2009) realizo una investigacion donde menciona que
los anticuerpos en lechones pueden ser transferidos hasta después de 24 horas
del nacimiento, considerando que la IgY es de un peso molecular similar a la IgG
(Warr et al., 1995), es posible que la trasferencia de las inmunoglobulinas de
origen aviar, inmunizadas contra PRRS, se pueden proporcionar en calostro. Esto
explica por qué los lechones tuvieron una cantidad de IgY's similar a las

cantidades obtenidas en las cerdas.

En la etapa 2, se pueden observar que los animales desafiados al virus, muestran
positividad en la prueba de ELISA para anticuerpos contra PRRS al dia 5 (tabla 4),
similar al trabajo de Martinez (Martinez et. al, 2016), donde se comienzan a
obtener positividad al dia 8 después de una infeccion controlada. Los resultados
que se obtuvieron en este estudio se atribuye a que las inmunoglobulinas ayudan
a neutralizar el virus, permitiendo que el sistema inmune puede crear anticuerpos

especificos y tener defensas para alguna futura infeccion (IASA, 2008).

Los resultados obtenidos en la histopatologia de los érganos, muestran una
marcada afectacion a los 6rganos de los cerdos desafiados al virus con una dosis,
similares a las lesiones del control positivo, mientras que en el grupo con dos
dosis fueron menos representativa las lesiones, asegurando que entre mayor
cantidad de IgY’s, la lesiones disminuyen en los 6rganos, evitando la replicacion

del virus en estos organos.
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Durante este trabajo se observd que la cantidad de IgY's en los cerdos
inmunizados y desafiados, disminuye significativamente a comparacion con los
cerdos no desafiados, esto asociado a la interacciéon de los anticuerpos con el
virus de PRRS, llegando a neutralizar el virus evitando la replicacién dentro de los
macrofagos, disminuyendo la viremia y la excrecidon del virus; por consiguiente, la
presencia de signos clinicos, confirma lo mencionado por Gutierrez, donde prueba
la utilizacién de Inmunoglobulinas inmunizadas contra PRRS en sistemas de
produccion positiva a PRRS, donde los signos clinicos como abortos y cerdos
retrasados disminuye, ayudando a incrementar los parametros de produccion,

como porcentaje de fertilidad y peso al destete.
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CONCLUSIONES

1.

Las IgY’s proporcionadas a cerdas gestantes, son capaces de neutralizar el
virus de PRRS y disminuir la excreciéon del virus en las cerdas y sus

camadas.

. Durante la infeccién con VPRRS en cerdos previamente inmunizados con

INMUNOPRRS®, la excrecion viral no es detectada por PCR, sin embargo,

se pueden encontrar anticuerpos contra el virus, 15 dias post- infeccion.

La aplicacion de IgY's inmunizadas contra VPRRS en cerdos destetados,
disminuye el grado de lesidén en pulmon y linfonodos, y por consecuencia

hay una menor presencia de sinologia clinica.

. La investigacion realizada durante este trabajo afirma que la aplicacion de

IgY’s contra PRRS durante una infeccion con un virus de campo, son
capaces de controlar la enfermedad, otorgandole una estabilidad clinica a

los cerdos.
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