Evaluacion de una vacuna experimental contra ojo azul
en cerdos mediante las pruebas de inmunogenicidad,
inocuidad, potencia y medicién de la inmunidad pasiva
en lechones

Resumen

El ojo azul (OA) es una enfermedad de etiologia viral
que se caracteriza por producir encefalitis en lechones,
falla reproductiva y opacidad corneal. Sin embargo,
todavia no se cuenta con una vacuna para prevenciéon
y control de esta enfermedad. El objetivo de este estu-
dio fue evaluar la respuesta inmune y la proteccién
conferida por unavacuna inactivada contra OA. Parala
prueba de inmunogenicidad e inocuidad se usaron 10
cerdos destetados, fueron vacunados a las 6y 8 semanas
de edad. Se midi6 la respuesta inmune humoral porla
prueba de sueroneutralizacién (SN) frente a 100 dosis
infectantes cultivo celular 50% (DICC 50%) por ml del
paramyxovirus de ojo azul cepa 1987 (POA-87). Los
resultados de la prueba de SN indicaron que I3 media
de anticuerpos fue de 1:32. No se presentaron reaccio-
nes locales o generalizadas, ni aumento en la tempera-
tura de los cerdos vacunados y no vacunados en contac-
to (mezclados). Se midieron los niveles de Acs por SN
cada mesy 6 meses después de la primera aplicacion de
la vacuna. Se realiz6 una prueba intradérmica (ID)
observandose en la zona de inoculacién una reaccién
de hipersensibilidad tipo IV en 3 de los 7 cerdos inocu-
lados con POA-87 purificado. Ademas fueron vacuna-
das 6 hembras gestantes a las 4 y 2 semanas preparto, se
midi6 la respuesta inmune humoral en el suero y
calostro de las hembras y se determiné el grado de
inmunidad pasiva transmitida, midiendo los niveles de
Igs en el suero de los lechones a los 4, 28, y 38 dias de
edad. En este caso, la media de Acs por SN fue mayor a
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1:16, con disminucién del 85% alos 28 diasy del 100%
alos 38.Enlaprueba, de potenciase utilizaron 2 cerdas
gestantes, unarecibi6 dos aplicaciones de vacuna antes
del parto. El desafio de las dos camadas se hizo a los
cuatro dias posparto; se observé mortalidad del 100%
enloslechonesde lahembranovacunada, y protecciéon
del 71.4% en los lechones de la madre vacunada. La
SARH senala como requisito minimo un 80% de pro-
teccién; sin embargo, de acuerdo con los resultados y
analisis comparativos realizados se concluye que la
vacuna inactivada contra el paramixovirus del ojo azul
(POA) en cerdos, objeto de esta investigacién, debera
ser sometida a un estudio con un mayor namero de
animales para comprobar que este biolégico puede
alcanzar una proteccién mayor al 80% y que es apta
para el control de la enfermedad del Ojo Azul.

Introduccién

La enfermedad del ojo azul (OA) es producto de la
infeccién por un paramyxovirus, debido a la falta de
meétodos terapéuticos en contra de éstay otras enferme-
dades virales, la prevencion hallegado a ser uno de los
principales métodos de control.>%7 En un futuro, el
disponer de una vacuna contra esta enfermedad sera
una importante medida de control, resultando
imperante contar con una vacuna que permita el con-
trolar la enfermedad. En un principio debera ser de
tipo inactivada, ya que la produccién atenuada de
vacunas implica llevar a cabo previamente, un gran
nimero de complejas investigaciones de largo plazo
que certifiquen su inocuidad.

Por lo tanto, se determinaron los niveles de Igs contra
el POA mediante la prueba de SN en el suero de cerdos
destetados y vacunados contra OA, en los calostros de
cerdas vacunadas y en el suero de los lechones a los 4, 28
y 38 dias de edad. Se comprobé la ausencia de signos
clinicos atribuibles a la vacunacién, y se evalu6 la protec-
cion conferidaaloslechonesa través del calostro median-
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te la exposicién a una cepa virulenta del POA. Tam-
bién se efectué un andlisis comparativo con la prueba
de transferencia de inmunidad pasiva en lechones.

Material y métodos

Vacuna. Se utilizé una vacuna inactivada con
paramixovirus de ojo azul cepa 1987 (POA-87) en
cultivos celulares de origen porcino con un titulo de
10%3 dosis infectante cultivo celular 50% (DICC 50%)
por mililitro con beta propiolactona estabilizada y
adsorbida con gel de hidréxido de aluminio como
adyuvante.*

Virus de ojo azul para la prueba de intradermo (ID) reac-
cion. Para esta prueba se usé el purificador, con un
titulo de 10% DICC 50% por mililitro.”

Cepa de desafio. Se emple6 paramixovirus de ojo azul
de la cepa Produccién Animal: Cerdos 1992 (PACLVI-
92) con un titulo de 10**> DICC 50% por mililitro.**

Animales. Cerdos. Se emplearon 10 cerdos destetados
de 6 semanas de edad, provenientes de una granja
localizada en el estado de Querétaro, libre al POA
serolégicamente, de raza hibrida, con un peso aproxi-
mado de 6.5 kg y no se utiliz6 ningan criterio de
seleccion.

Cerdas. Se usaron 2 cerdas gestantes de segundo y
tercer parto de raza hibrida, provenientes de una gran-
ja comercial ubicada en el estado de Querétaro, libre al
POA serologicamente, y no se emple6 ningun criterio
de seleccion.

Se cont6 también con 6 cerdas gestantes, 2 de segundo
parto y 4 mas de tercer parto de las cuales una era landrace
y las 5 restantes de raza hibrida. Estas hembras fueron
proporcionadas por la granja experimental porcina de
laFMVZ dela UNAM, libre al POA serolégicamente, no
aplicandose criterio de seleccién alguno.

Prueba de inmunogenicidad e inocutdad. Para realizarlas
se usd la vacuna inactivada, 10 cerdos destetados y 6
cerdas gestantes.

Los 10 cerdos destetados alojados en una unidad de
aislamiento del Departamento de Produccion Animal:
Cerdos (DPA:C), de la FMVZ de 1a UNAM, las 6 cerdas
gestantes permanecieron en la granja experimental
porcina de la FMVZ de la UNAM.

De los cerdos destetados, 5 fueron inmunizados a las
6 semanas de edad, con 3 ml de vacuna inactivada por
via subcutinea posauricular. Después de 15 dias se
realizé de nuevo la vacunacién siguiéndose el mismo
esquema en cuanto a dosis y via de inoculacion, tanto
en los cerdos vacunados como en los no vacunados se
mantuvieron en contacto (mezclados) durante el tiem-
po de estudio. Se registraron las temperaturas de los 10
cerdosdandoinicio 3 hantesde la primera vacunacion,

*Proporcionado por la Productora Nacional de Biolégicos Veteri-
narios (PRONABIVE) SARH.

**Proporcionado por el Departamento de Produccién Animal: Cer-
dos, de la FMVZ de la UNAM.
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3 h después y diariamente durante 10 dias; se siguio el
mismo procedimiento cuando se aplicé la segunda
dosis de vacuna. La observacién clinica se hizo durante
los 10 dias posteriores a la primera y segunda
inmunizacién. Estos animales fueron sangrados antes
de la primera vacunacion (para comprobar que eran
libresa OA), antes de lasegunda inmunizaciény 15 dias
después; posteriormente cada mes hasta que alcanza-
ron su peso para el abasto. Con los sueros se midieron
los niveles de anticuerpos contra OA mediante la prue-
ba de SN frente a 100 DICC 50% de POA-87. Finalmen-
te, se realiz6 una prueba intradérmica (ID) 6 meses
después de la primera vacunacién, aplicando 0.3 ml de
POA-87 purificado en el pliegue posterior de la oreja;
la lectura se efectud a las 48 y 72 horas posinoculacién.

Por otra parte las 6 cerdas gestantes fueron vacunadas
a las'4 y 2 semanas antes del parto con 5.0 ml de la
vacuna inactivada por via subcutanea posauricular. Se
tomaron muestras séricas antes de la primera
inmunizacién (para comprobar que eran libres a OA),
antes delasegundavacunacién,yalmomento del parto
se tom6 una muestra de calostro; ademas se analizaron
los pardmetros reproductivos de las cerdas antes y
después de las vacunaciones. Los lechones de estas
hembras fueron muestreados a los 4, 28 y 38 dias de
edad. Todas las muestras de suero y calostro se trabaja-
ron mediante la prueba de SN frente A 100 DICC 50%
del POA-87.

Prueba de potencia. Se utilizaron 2 cerdas hibridas que
fueron alojadas en 2 unidades de aislamiento del DPA:
Cunafueinmunizadaalas4y2semanasantesdel parto
aplicando 5.0 ml de la vacuna inactivada por via subcu-
tanea posauricular. Se obtuvieron muestras sanguineas
antes de la primera vacunacién (para comprobar que
eran libresa OA), antes de lasegunday un diaantes del
parto. Al momento del parto se tomé una muestra de
calostro y una muestra sanguinea de los lechones antes
de que éstos mamaran (para verificar la ausencia de Acs
contra OA). '

Al cuarto dia de nacidos, los lechones de las dos
camadas fueron desafiados con la aplicacion de 0.5 ml
porviaintratraquealy 1.5 ml por via intranasal del POA
de la cepa PACLVI-92, con un titulo de 10** DICC 50%
por mililitro. La observacion clinica fue durante los 10
dias posteriores al desafio. Loslechones que manifesta-
ron signos fueron sacrificados; de la necropsia se obtu-
vieron muestras de encéfalo, pulmén y tonsilas para
realizar estudios de histopatologia, aislamiento viral e
inmunofluorescencia. Con todos los sueros y calostros
se realizé la prueba de SN en microplacas de 96 pozos
para cultivo celular, de acuerdo con las técnicas descri-
tas por Gay, Hsiung y Henderson.*?

Técnica de sueroneutralizacion. Se realizaron diluciones
dobles del suero problema con solucién de Hank, se
agreg6 0.05 ml de virus, se incubé una horaa 37°Cy se
usaron 100 microlitros de una suspension de células de
rinén de cerdo (PK 15). Se emplearon 100 DICC 50%
ml de antigeno.



Resultados

Lapruebadeinmunogenicidad e inocuidad en los 10
cerdos destetados, senald la presencia de Igs contra
POA después de la primera y segunda inmunizacion, y
posteriormente en los muestreos mensuales. Hubo un
decremento progresivo y los titulos variaron de 1:8
hasta 1:64 (Cuadro 1). Los cerdos en contacto no
vacunados no presentaron Acs en ningin muestreo y
el registro de temperatura de los cerdos no sefialé una
variacién significativa. Los resultados de la prueba
intradérmica indicaron que 3 de los 7 cerdosvacunados
manifestaron inflamacién en la zona de inoculacién
del POA-87 purificado (Cuadro 2).

Cuadro 1
PRUEBA DE INMUNOGENICIDAD E INOCUIDAD. TITULO DE
ANTICUERPOS EN EL SUERO DE CERDOS DESTETADOS Y
VACUNADOS CONTRA EL PARAMIXOVIRUS OJO AZUL

Niimero de Numero de muestreos y titulos de anticuerpos
cerdo 1 2 3 4 5 6 7 X ON-1

1 114  L16 1:16 1:16 1:8 1.8 1:4 10.1 55
4 1:8 1:32 1:32 1:16 1:16 18 1.8 17.1 10.7
5 14 1.8 1.8 18 14 14 _— 6.0 2.1
7 1:1 1:32 1:32 1:32 1:16 1.8 1:4 20.0 120
9 1:1  1:64 1:64 1:32 1:32 1:16 1:16 342 21.5

NOTA: Los cerdos 2, 3, 6, 8y 10 que no fueron inmunizados y que se
mantuvieron en contacto (mezclados) con los cerdos vacunados, en
ninguno de los muestreos manifestaron niveles de Igs.

La prueba de SN realizada con los sueros y calostros
de las 6 hembras, senial6 una respuesta inmune debido
a la presencia de titulos de anticuerpos en el suero en
un rango de 1:4 hasta 1:16, después de la primera
aplicacion, y en el calostro, de 1:16 a 1:64, posteriorala
segunda (Cuadro 3).

Los resultados de la prueba de SN, realizada a los
sueros de los lechones hijos de las 6 cerdas gestantes
vacunadas se resumen en el Cuadro 4.

En la prueba de potencia, 2 de los lechones de la
hembra nimero 190 que recibié 2 aplicaciones de la

Cuadro 2
PRUEBA DE INMUNOGENICIDAD E INOCUIDAD. PRUEBA
INTRADERMICA 6 MESES DESPUES DE LA 1A.
APLICACION DE LA VACUNA CONTRA EL

PARAMIXOVIRUS OJO AZUL
Grosor de la Grosor de la Grosor de la
piel antes de piel alas piel alas
Niimero de cerdo la inoculacion 48 horas 72 horas
4 1.5 2.0 2.0
7 1.5 2.5 2.0
9 2.0 2.5 2.5

Los cerdos Nums. 1y 5 no presentaron relacion
El grosor de la piel esta dado en milimetros

Cuadro 3
PRUEBA DE INMUNOGENICIDAD E INOCUIDAD
TITULOS DE Igs EN SUERO Y CALOSTRO DE
CERDAS INMUNIZADAS CONTRA EL

PARAMIXOVIRUS OJO AZUL
Titulos de Igs
Niimero de cerdas Suero Calostro
23 Lan. 1:4 1:32
77 F2 1:4 1:16
91 F4 1:4 1:32
102 F4 1:4 1:16
111 F2 1:8 1:64
113 F3 1:16 1:64

vacuna inactivada contra OA, tuvieron un titulo de
anticuerpos de 1:4, los cuales murieron con signos
clinicos caracteristicos de OA a los 10 dias posdesafio;
otros 2 lechones con titulo de 1:8 y 3 con titulos de 1:16
sobrevivieronalainfeccion con POA dela cepa PACLVI-
92 lo que dio como resultado una proteccién de 71.4%
(Cuadro 5). La cerda niimero 190 que fue inmunizada,
tuvo un titulo en el calostro por SN de 1:16. El resultado
del registro de las temperaturas de los lechones de las
2 camadas empleadas en la prueba de desafio, mostré
que la camada que obtuvo anticuerpos maternos no
manifesté variacién fuera de los rangos normales; por
el contrario, los lechones que no recibieron inmunidad
pasiva mostraron elevacién de la temperatura corporal.
Por altimo, los estudios de histopatologia se presen-
tan en el Cuadro 6. La inmunofluorescencia y el aisla-
miento viral sélo fueron positivos en los animales que
presentaron signos de la enfermedad del ojo azul.

Cuadro 4
PRUEBA DE INMUNOGENICIDAD E INOCUIDAD
TITULOS DE Igs EN EL SUERO DE LOS LECHONES
DE LAS HEMBRAS INMUNIZADAS CONTRA EL
PARAMIXOVIRUS OJO AZUL DESPUES DE
HABER INGERIDO DS CALOSTRO

Titulos X de anticuerpos a los

Identificacion de la camada 4 28 38
23 Lan. 12.6 —_

77 F2 8.0 6.0 —_

91 F2 17.6 4.6 —

102 F4 9.4 4.0 —

111 F2 26.6 3.3 —

113 F3 40.8 4.8 2.8

Total X 18.7 4.3 2.8

Gn-1 : 14.1 1.5 1.0

DS = Desviacidn estandar
Discusion

Lapruebade potenciaindicé quelavacunainactivada
contra el POA confirié una proteccién de 71.4% que,
conforme alo establecido porla SARH, queda por debajo
delos limites establecidos para el uso de vacunas con virus
inactivado. Sin embargo, es importante tomar en cuenta
algunos puntos que pudieron afectar para que no alcan-
zara el 80% de proteccion: el nimero de animales en la

Ver. Méx., 25 (3) 1994 245



Cuadro 5
PRUEBA DE POTENCIA
TITULOS DE Igs EN EL SUERO DE LOS LECHONES DE LA
CERDA VACUNADA CON PARAMIXOVIRUS OJO AZUL
DESPUES DE INGERIR CALOSTRO
YANTES DEL DESAFIO

Titulos de Anticuerpos

Antes de la Dia No. 4 de nacidos
No. de lechén toma de calostro

2 — 1:8
Cerda 4 — 1:16
vacunada 5 — 1:4

6 — 1:8

7 — 1:16

8 — 1:4

9 — 1:16
Cerda no 1 — —
vacunada 2 — —

prueba fue muy reducido, la cepa de desafio utilizada es
altamente virulenta, y se desconoce la dosis letal 50%
cerdo, las instalaciones fueron inapropiadas y la toma de
temperatura 3vecesal dia despuésdel desafio causo estrés
en los lechones y en la madre, lo que pudo causar
inmunodepresién.' También es relevante hacer notar
que 2 lechones de la hembra vacunada con titulos de Igs
de 1:4, murieron 10 dias después del desafio, mientras
otros dos con titulos de 1:8 y 3 con titulos de 1:16,
sobrevivieron; los testigos de la hembra no vacunada
murieron a los 3y 6 dias posdesafio.

El diagnéstico histopatologico. Las pruebas de
inmunofluorescencia y los aislamientos virales confir-
man que los lechones murieron a causa de la infeccién
con el POA. Este estudio indica que los lechones con
titulos de anticuerpos iguales o mayores a 1:16 tienen

Cuadro 6
PRUEBA DE POTENCIA
RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS

No. de lechon Histopatologia de encéfalo

Cerda vacunada 5 Encefalitis no supurativa
Multifocal moderada

8 Meningoencefalitis no
supurativa grave multifocal
Edema en el espacio
perivascular y hemorragias
Meningoencefalitis no
supurativa focal discreta

It

Cerda no
Vacunada 2

una proteccién cercana al 100%; pdr tanto, al relacio-
nar la prueba de potencia con la transferencia de
inmunidad pasiva, se observé que el titulo promedio de
anticuerpos contra el POA fue mayor a 1:16 (1:18.7, a
4.6log base 2) . Talesresultados indican que estavacuna
es capaz de conferir una proteccién mayor al 80% en
lechones que reciben inmunidad a través del calostro
de madres vacunadas. En cuanto al analisis de la dura-
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cion de la inmunidad pasiva en lechones, éste sefialé
que los niveles de Igs disminuyen en 85% a los 28 dias,
y desaparecen del todo a los 38. Seria recomendable
aplicar la vacuna a la hembra a los 4 y 2 semanas antes
del parto y a los lechones al destete.

La prueba realizada a los 10 cerdos destetados de-
muestra que lavacuna inactivada contra el POA resulté
totalmente inocua y produjo una respuesta inmune
equiparable a lo observado en las hembras gestantes
con una media de anticuerpos mayor a 1:16, que, de
acuerdo con lo discutido antes, son niveles de Igs
adecuados para inducir una proteccién mayor al 80%.
Lainocuidad de lavacunase confirmé con el anilisisde
los parametros productivos realizado a las 6 hembras
gestantes, pues no se observé cambio atribuible a la
aplicacién de la vacuna.

Por-lo anterior, se considera que la vacuna inactivada
contra el POA en cerdos, debera ser probada con un
numero mayor de animales para confirmar que es apta
para el control de la enfermedad del ojo azul.

Abstract

The purpose of this study was to evaluate the
protection induced by inactivaded Blue Eye disease
virus vaccine. One pregnant sow was vaccinated
intramuscularly twice. Its 4 day old suckling piglets
were challenged and hardly developed any signs of the
disease. Protective immunity confered to the litter was
71.4% in the experimental group and 0% in
unvaccinated control suckling piglets. Further ten
postweaning pigs were vaccinated to evaluate the
immunogenicity of the vaccine each month for six
times after vaccination using the seroneutralization
test. Antibody titrers were 1:32 and there were no
clinical signs, periods of fever nor growth arrest. This
vaccine proved to be innocuous and confered immunity.
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