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Resumen y Abstract IX

Resumen

La vacunacién contra la influenza porcina ha sido estandarizada como la técnica mas
empleada en términos de prevencion de la enfermedad, ya que no solo disminuye el
riesgo de infeccibn en los individuos expuestos, sino que también previene la
diseminacion del virus. Las vacunas mas empleadas son las de tipo inerte donde se
utilizan cepas de tipo HIN1 y H3N2. La inmunizacion de los porcinos tiene por objetivo
activar la inmunidad innata y adaptativa ya que el conocimiento de la generacion y
funcionamiento estas respuestas es fundamental para desarrollo adecuado de vacunas
con amplio espectro de proteccion. Igualmente, es vital conocer el comportamiento del
agente infeccioso para desarrollar biolégicos que neutralicen, eliminen y detengan su
diseminacion en poblaciones de animales y humanos susceptibles.

En este trabajo se desarrollaron dos vacunas de tipo inactivado empleando dos cepas
del virus de influenza porcina aisladas de granjas comerciales de cerdos del pais. Se
empelaron las cepas A/SW/COL0102/2009/HIN1  (cepa pandémica) vy
A/SW/COL0401/2008/HIN1 (cepa clasica), que fueron cultivadas en huevos
embrionados, caracterizadas molecularmente y fueron inactivadas con B-propiolactona.
Se produjeron dos biolégicos con las cepas antigénicas mencionadas anteriormente,
junto con Hidroxido de Aluminio y otro con Emulsigen® como adyuvantes,
respectivamente. Se llevo a cabo la evaluacién inmunoldgica In vivo de las dos vacunas
con el fin de determinar su respuesta inmunoldgica de tipo humoral y celular en cerdos
de 9 semanas de edad; para este fin se empledé la prueba de inhibiciébn de
hemaglutinacion y citometria de flujo multiparamétrica.

Se logré determinar que los dos bioldgicos fueron capaces de estimular la respuesta
inmune de tipo humoral y celular en los animales, no se encontraron reacciones
adversas y que es posible el desarrollo de este tipo de productos en el pais.

Con el desarrollo de este bioldgico se espera que la industria farmacéutica nacional

comience a generar biol6gicos con cepas presentes en el pais, ya que para controlar la
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vivo de su respuesta inmune para uso potencial en cerdos

diseminacion del virus de influenza porcina la vacunaciéon es la medida nUmero uno a

implementar.

Palabras clave: Virus de Influenza Porcina, Vacuna Inactivada, huevos embrionados,

adyuvante, respuesta inmune humoral y celular

Abstract

Vaccination against swine influenza has been standardized as the most used technique
in terms of prevention of disease, as it not only reduces the risk of infection in naive
individuals, but also prevents the spread of the virus. The inactivated vaccines are more
employed and have HIN1 and H3N2 strains. Immunization of pigs has the aims activate
the innate and adaptive immunity because knowledge of the construction and
performance of these responses are essential for proper development of vaccines with
broad protection spectrum. However, is essential to know the behavior of the infectious
agent to make biological that neutralize, eliminate, and stop its spread in populations of
animals and humans naive.

In this work we developed an inactivated vaccine using two strains of swine influenza
virus isolated from commercial pig farms in Colombia. A/SW/COL0102/2009/H1N1
(pandemic strain) and A/SW/COL0401/2008/H1N1 (classical strain) strain were used,
which were grown in embryonated eggs, were molecularly characterized and inactivated
with B-propiolactone.

Two biological were made with antigenic strains above named, together with aluminum
hydroxide and another with Emulsigen® as adjuvant, respectively. Was carried out in vivo
immunological evaluation of the two vaccines in order to determine their immune
response of humoral and cellular pigs 9 weeks of age were used for this purpose the
hemagglutination inhibition test and multiparameter flow cytometry.

It was determined that the two biologics were able to stimulate humoral immune response
and cell type in animals, there were no adverse reactions and it is possible to develop
such products in the country.

With development of this biological, we expected to the pharmaceutical industry start

generating biological with national strains present in Colombia.

Keywords: Swine Influenza Virus, Inactivate vaccine, embryonated eggs, adjuvant,
immune response humoral and cellular
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Introduccioén

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda ocasionada por virus del
genero influenza tipo A. Estos virus estadn clasificados en subtipos basados en las
propiedades antigénicas de las glicoproteinas externas hemaglutinina (HA) vy
neuraminidasa (NA). Estas proteinas son altamente variables y muy importantes en la

induccioén de la respuesta inmune por parte del huésped.

En la especie porcina, la enfermedad esta caracterizada por la subita aparicién de los
sintomas que por lo general son: tos, disnea, fiebre y postracién; seguido por una rapida
recuperacion. Las lesiones se circunscriben en la mayoria de los casos al tracto
respiratorio y desaparecen rapidamente. El curso y severidad de la enfermedad estan
asociados a la cepa viral actuante y a factores del huésped como la edad y estado del

sistema inmune (Easterday B.C et al., 1999).

La influenza porcina participa activamente en el complejo respiratorio porcino y es
responsable de muchas pérdidas en las explotaciones a nivel mundial. Pero la
importancia de su estudio y control radica principalmente desde el punto de vista
epidemioldgico, ya que el cerdo es visto como riesgo potencial de diseminacion del virus
entre especies siendo denominado como “vaso mezclador”’. Se conoce que en la traquea
de los cerdos se encuentran dos tipos de enlaces (02,3-galactosa y 02,6-galactosa) que
sirven como receptores celulares especificos para los virus de influenza (Naffakh N. et
al., 2009), indicando la susceptibilidad de esta especie a los virus de influenza aviar y
humano; sumado a que la recomposicion gendmica de dichos virus frecuentemente
emerge de los cerdos (Reeth K.V. et al., 2006).

La vacunacion contra la influenza porcina ha sido estandarizada como la técnica mas
empleada en términos de prevencién de la enfermedad. Ya que no solo disminuye el
riesgo de infeccibn en los individuos expuestos, sino que también previene la

diseminacion del virus. Las vacunas mas empleadas son las de tipo inerte donde se



2 Introduccién

utilizan cepas de tipo HIN1 y H3N2. En la actualidad, se busca implementar tecnologia
de tipo recombinante para generar inmunogenos que no impliquen el uso de particulas
virales completas disminuyendo el riesgo de revertimiento a formas patégenas y la

posibilidad de rearreglos genéticos entre cepas.

La inmunizacién de los porcinos tiene por objetivo activar la inmunidad innata y
adaptativa. El conocimiento de la generacion y funcionamiento estas respuestas es
fundamental para desarrollo adecuado de vacunas con amplio espectro de proteccion.
Igualmente, es vital conocer el comportamiento del agente infeccioso para desarrollar
biolégicos que neutralicen, eliminen y detengan su diseminacion en poblaciones de

animales y humanos susceptibles.

Dentro del sistema de vigilancia epidemiolégica internacional existe un interés por
conocer cudles son las cepas actuantes en la especie porcina en cada pais. En
Colombia, hasta la fecha, oficialmente no se han reportado aislamientos virales, aunque
existen numerosos estudios sobre su reactividad serolégica. Esto genera la necesidad de
establecer cudles son cepas actuantes en Colombia, su distribucion geografica y el
establecimiento de medidas de control de la enfermedad desde las perspectivas de
mejorar el estatus productivo de las explotaciones porcinas y desde el punto de vista de

salud publica.

El riesgo de establecer un plan de vacunacion contra Influenza Porcina en el pais sin
saber realmente que cepas estan interactuando podrian eventualmente favorecer
recombinaciones de los virus o reversiones patdgenas del mismo, particularmente si se
llegaran a emplear vacunas vivas o vivas modificadas. Por esta razén, es de vital
importancia establecer las cepas de campo actuantes en Colombia, y a partir de estas
desarrollar un biolégico idealmente de tipo inactivado, que confiera inmunidad en

animales susceptibles.

Es asi como el desarrollo de este biolégico contra influenza porcina a partir de cepas
actuantes en Colombia es la etapa previa para transferirlo a los cerdos con el objeto de
brindar al sector productivo una alternativa para el control de la enfermedad; sumado a
gue constituye el primer paso para generar en el pais la implementacién de sistemas de

vigilancia epidemiolégicas de la mano con medidas de prevencién y control que
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disminuyan el riesgo de infeccién en los individuos expuestos e igualmente, prevengan la

diseminacion de la enfermedad tanto en poblaciones humanas como animales.






1.Revisién de literatura

1.1 Agente Etioldgico

1.1.1 Descripcion Molecular

La familia Orthomixoviridae estd compuesta por virus RNA de los géneros Influenzavirus
A, B y C (afectan animales vertebrados), Isavirus (afecta al salmoén) y Thogotovirus
(afecta mosquitos). Estos virus son envueltos y pleomdrficos; su genoma esta
constituido por RNA de polaridad negativa dividido en ocho segmentos que codifican
para once proteinas. Los tres primeros codifican el complejo polimerasa del virus (PB1,
PA y PB2), los segmentos cuatro y seis codifican glicoproteinas de superficie de
envoltura (HA y NA) las que constituyen los antigenos virales mayores; el segmento
cinco codifica para la nucleoproteina (NP), la cual se une al RNA viral. El segmento siete
codifica dos proteinas que comparten una regién corta: la proteina de matriz M1 que le
da estructura a la capside viral y la proteina de matriz M2 que funciona como un canal de
iones. Finalmente, el segmento ocho codifica las proteinas NS1 y NEP que manejan el

transporte, transcripcion y empalme del RNA (fig. 1-1) (Nelson, M. and Holmes, E., 2007).

Figura 1-1. Estructura del Virion de influenza A
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Fuente: Nature Reviews Genetics 8, (2007)
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1.1.2 Ciclo de Replicacién del Virus

El virus, por medio de la HA, se une a los receptores de &cido sialico que se encuentran
en la superficie de la célula hospedera e ingresa a esta por endocitosis. Posteriormente,
se inicia por accién de la proteina M2 un intercambio de protones entre el endosomay el
virus induciendo una disminucién de pH de este generando cambios conformacionales en
la HA. Una vez fusionada la membrana viral con la membrana del endosoma, la
nucleocapside viral es liberada dentro del citoplasma y es transportada al nicleo de la
célula hospedera. Alli, el RNA (-) es copiado por la RNA polimerasa viral a RNAm viral
adquiriendo terminaciones cap 5 de los pre-RNAm del hospedero. Luego, los RNAmM son
transportados al citoplasma y traducidos en las diferentes proteinas virales tanto
estructurales como reguladoras. Los RNAmM que codifican para las proteinas de la
envoltura viral (HA, NA y M2) son traducidos por los ribosomas unidos al reticulo
endoplasmico, ingresando a la via secretora de la célula hospedera donde la HA y NA
son glicosiladas. Los RNAmM restantes son traducidos por los ribosomas en el citoplasma
y las proteinas PA, PB1, PB2 son importadas al nucleo, donde participan en la sintesis
de cadenas positivas RNA (+) que sirven de molde para las cadenas de RNA (-),
algunas de las cuales ingresan a la via de la sintesis de RNAm, mientras que la
proteina NP va a conformar las nucleocapsides. Las proteinas M1 y NS1 son
transportadas al ndcleo, y la unién de la proteina M1 a las nuevas cadenas de RNA (-)
detiene la sintesis de RNAm viral y junto con la proteina NEP induce la exportacion de la
progenie de las nucleocapsides al citoplasma. Luego, las proteinas HA, NA y M2 son
transportadas a la superficie celular donde se incorporan a la membrana plasmatica. Las
nucleocapsides del viribn asociadas con las proteinas M1 y NEP son transportadas a la
superficie celular y se asocian con las proteinas HA y NA. Por ultimo, el ensamble de los
viriones se completa una vez ocurre la gemacion desde la membrana plasmatica de la
célula infectada (Nayak D. et al., 2009, Flint et al., 2004).

1.1.3 Huéspedes Naturales del virus de Influenza

Los virus de influenza A estan clasificados en subtipos basados en diferencias antigénicas
entre sus dos glicoproteinas de superficie (HA y NA). Dieciséis subtipos de HA (H1-H16) y
nueve subtipos de NA (N1-N9) han sido identificados para los virus de influenza A. En aves
acuaticas se han hallado la totalidad de HA y NA, tres subtipos de HA (H1, H2, H3) y dos

subtipos de NA (N1 y N2) se han reportado en humanos; en cerdos se han encontrado dos
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subtipos de HA (H1 y H3) y dos subtipos de NA (N1 y N2) y en equinos se han establecido
dos HA (H3 y H7) y dos NA (N7 y N8) (Nicholson K.G et al., 2003).

1.2 Importancia del cerdo en la transmision del virus de

influenza

Los signos clinicos de influenza en cerdos fueron caracterizados por primera vez en
1918, hecho que coincide con la pandemia de la “gripa espafiola” en humanos. En 1930
Shope aislé y caracteriz6 por primera vez el virus de influenza A HIN1. Actualmente, los
subtipos de virus de influenza A HIN1, HIN2 y H3N2 son endémicos en poblaciones de
cerdos a nivel mundial y son los responsables de causar enfermedad respiratoria aguda
altamente contagiosa en esta especie. Se conoce que las aves acudticas son el
reservorio de los virus de influenza A, mientras que los cerdos estan frecuentemente

involucrados en los eventos de transmision interespecie.

Se ha determinado que los enlaces acido sialico a2,3-galactosa y a2,6-galactosa en células
epiteliales sirven como receptores celulares especificos para los virus de influenza (Naffakh
N. et al., 2009). Dichos enlaces a2,6-galactosa predominan en las células epiteliales de la
traquea de humanos, mientras que los enlaces a2,3-galactosa son mas comunes en las
células del epitelio intestinal del pato. En la trAquea de los cerdos ambos tipos de enlaces
(02,3-galactosa y a2,6-galactosa) han sido encontrados, indicando la susceptibilidad de esta
especie a los virus de influenza aviar y humano; ademas se sospecha que la recomposicion
gendmica (reassortant) entre dichos virus frecuentemente emerge de los cerdos (Reeth K.V.
et al., 2006). Las pandemias de virus de influenza humana de 1957 y 1968 fueron
recomposiciones genémicas humano-ave y una teoria clasica es que ésta ocurrid en el
cerdo, el cual pudo servir como huésped intermediario para transferir el virus a los humanos.
Sin embargo, se han encontrado enlaces 02,3-galactosa en el epitelio respiratorio humano,
aunque en menor proporcion, haciendo susceptible al humano a una transmision directa de

virus de influenza de origen aviar (Acosta O. y cols. 2009).

1.2.1 Evolucion del Virus de Influenza Porcina

En 1918 se observaron manifestaciones clinicas y patoldgicas de influenza similares en

humanos y en cerdos de los Estados Unidos. Koen en 1922, fue el primero en aplicar el
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nombre gripa (Flu). En Europa, durante la década de los 40s se reportaron epidemias en
cerdos causadas por el subtipo HIN1 en Checoslovaquia, Reino Unido y Alemania.
Luego, en 1976 el virus de influenza porcina reemergié en granjas del norte de ltalia y fue
asociado con cepas clasicas HIN1 que probablemente fueron introducidos por medio de
una importacion de cerdos provenientes de USA. En 1979, se reporta una epizootia de
influenza porcina en Francia, Bélgica, Holanda, Alemania. Las HA de estos virus fueron
relacionadas con H1 de aves y se presume que fue probablemente transmitida a los
cerdos por los patos (Easterday B.C. et al., 1999). En 1998 el subtipo H1IN1 de influenza
clasica sufrié6 recomposicién gendémica con virus de influenza humana A H3N2 y un linaje
de influenza aviar norteamericano desconocido el cual resultd en la emergencia de un
subtipo triple recombinante (TR) H3N2 de cerdos. En este mismo afo, el virus H3N2 TR
volvio a sufrir rearreglos con el virus de la influenza porcina clasica y se generaron dos
nuevos subtipos de influenza porcina A, los virus HIN1 y H1N2, los cuales circulan en la
poblacion de cerdos de Asia (Chang, L.Y., et al.,, 2009). En Estados Unidos se han
identificado desde hace méas de una década virus de influenza porcina TR que contienen
genes de virus de influenza humana, porcina y aviar. En abril de 2009, el CDC (Centro de
Control y Prevencién de Enfermedades) identificé dos casos en humanos del nuevo virus
de influenza A H1N1 de origen porcino (“swine-origin influenza virus”: S-OIV)
caracterizado por una particular combinacion de segmentos gendmicos que no habia
sido identificada antes en humanos o cerdos. Este nuevo subtipo contiene los genes PB2
y PA de origen aviar, el gen PB1 originado del virus estacional H3N2 de humanos y los
genes HA NP, NS, NA y M son de origen porcino (Acosta O. y cols. 2009). La continua
identificacion de nuevos casos en varios paises sugiere una sostenida transmision

persona a persona de este nuevo virus, ocasionando la primera pandemia del siglo XXI.

1.2.2 Virus de Influenza Porcina en Colombia

El virus de influenza porcina fue detectado por primera vez en el afio 1971 en el
departamento de Antioquia con una seroprevalencia del 14% pero no se establecié la
cepa actuante. En 1977, por la prueba de inhibicion de hemaglutinaciéon se detecté una
reactividad del virus del 21%. En un estudio realizado por Cucaita A. (2005), establece
gue en el afio 1991 la cepa H3N2 presenta una reactividad del 6.5%. Entre los afios 1997
— 1999 se realiz6 un monitoreo serolégico y se detectdé que habia actividad del 43.5%

para el virus H3N2 y del 0.8% para el HLN1, este dltimo en Antioquia (Mogollén D. y col.,
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2003). En este mismo estudio para los afios 2000 — 2001 se reporta una reactividad del
10% para H3N2.

Moscoso C. y Neira G. (2001), indican una reactividad al virus A/SW/Texas/4199H3N2
del 10% por la prueba de inhibicion de hemaglutinacion en 30 de 300 sueros
muestreados. Ademas establecen una reactividad puntual del 19.85% en cerdas

multiparas y del 3.13% en cerdas de reemplazo.

A partir de 2008, bajo la financiacién del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
(MADR) se inici6é un programa de estudio de enfermedades virales del cerdo, con énfasis
en Circovirus e Influenza por parte del grupo de investigacion de Microbiologia y
Epidemiologia de la Universidad Nacional. Resultados preliminares han evidenciado
reactividad seroldgica del virus H3N2 del 12,82% y para el HIN1 de 0.82% por animal,
en tres regiones de estudio del pais (Antioquia, Occidental y Central) durante 2008 y
2009. Sumado a esto, se ha encontrado reactividad serolégica para H3N2 en todos los
grupos etareos (madres, lactantes y animales en crecimiento) en todas las regiones del
estudio, mientras que para H1N1 solo se evidencid reactividad seroldgica para madres y

lechones lactantes.

En cuanto a la reactividad seroldgica por explotaciones porcinas, se reporta que para
H3N2 fue del 45.87% representada en 32 de 71 granjas encuestadas en el estudio. Para
el virus HIN1 la reactividad serologica por explotaciones porcinas fue del 4.23%
representada en 3 de la 71 granjas del estudio. La reactividad serol6gica presente en
este estudio no excluye que otros subtipos puedan estar presentes en el pais y a demas,

no permite dilucidar si hay componentes de virus de influenza de otras especies.

1.3 Vacunas de influenza porcina

1.3.1 Vacunas Inactivadas

Una vacuna inactivada es una preparacion a virus muerto o fracciones de virus
inactivados por medio de métodos quimicos como betapropiolactona u 6xido de etileno.
Estas vacunas se producen a partir de virus obtenidos a partir de cultivos de huevos
embrionados y contienen los subtipos A/Port Chalmers/1/73 (H3N2), A/New Jersey/8/76
(HIN1), Sw/Netherlands/25/80 (H1N1) junto a un adyuvante que estimula la produccion
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de anticuerpos como el hidroxido de aluminio. Pueden ser monovalentes, bivalentes o

trivalentes segun el caso. Estan clasificadas de la siguiente manera (tabla 1-1):

Tabla 1-1. Clasificacion de vacunas Inactivadas

Vacuna Composicion Ventajas
Virus completo Hemaglutininas Facilitan reconocimiento de
Neuraminidasas antigenos
Estructuras lipidicas Respuesta celular y humoral

Estructuras polisacéaridas

Fracciones virales Hemaglutinina Inducen
Neuraminidasa inmunidad humoral y celular.
Parte  Nucleoproteina vy
proteina M
Fracciones Virales Antigenos de superficie: Estas vacunas son muy
Purificadas Hemaglutinina especificas

Neuraminidasa

Virosomas Envolturas virales Penetran la célula y fusionan
Reconstituidas con membranas celulares
Pierde el material genético Contenido liberado en
viral citoplasma.
CMH-l a CTL

Fuente: Heinen et al., (2001)

Heinen et al., (2001), sugieren gque las vacunas comerciales inactivadas actualmente
empleadas inducen una fuerte respuesta sérica de IgG, que confiere a los cerdos
proteccion contra signos clinicos, reducen la replicacion viral y previenen la transmision.
La importancia de la vacunacién es reafirmada por Reeth et al. (2001), quien establecio
gue empleando la vacuna tradicional de influenza porcina se encontré una fuerte
seroreactividad frente a cepas emergentes en cerdos infectados con el virus HIN1
durante 1997-1998 en Bélgica.
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Se considera que el nivel de proteccion que confiere una vacuna debe ser altoy en el
caso de influenza esta basado en la reaccién de anticuerpos contra las glicoproteinas HA
y NA. Sin embargo, si las vacunas no impiden la replicacién viral, variantes de estos
surgen rapidamente permitiendo una aceleracién del drift antigénico y perdida de la
eficacia del bioldgico. La eficacia depende también del grado de similitud entre las cepas
de los virus incluidos en las vacunas y de los virus que estén en circulacion. Las vacunas
gue contienen adyuvantes pueden mejorar su eficacia a través del incremento de la

respuesta humoral y celular.

En un estudio realizado por Kyriakis et al., (2010), evalian la inmunogenicidad y la
eficacia de cuatro vacunas comerciales inactivadas de influenza porcina contra un virus
reciente HIN1 europeo (Sw/Gent/112/07). Las vacunas contenian diferentes cepas H1N1
gue mostraban homologia genética entre 77% y 95% con la HA del virus desafio. Se
determinO que dos vacunas, en la cuales las cepas H1IN1 con homologia de 93% y 89%
a Sw/Gent/112/07, redujeron significativamente la replicacién del virus. La vacuna que
contenia una homologia de 95% no confiri6 una proteccion significativa ni indujo altos
titulos de anticuerpos por inhibicion de hemaglutinacién. En este estudio concluyen que
la homologia genética con el virus desafio no es el ultimo indicador para el
funcionamiento de vacunas contra influenza porcina. Ademas, atribuyen que la diferencia
entre las vacunas se puede deber a la dosis antigénica y/o adyuvante empleado en la

elaboracion de cada bioldgico.

El virus A/H1IN1 pandémico de 2009 es una combinacién de virus A de influenza porcina
de linajes de Norteamérica y Eurasia. Se sabe que el gen de la HA esta relacionado con
el virus de influenza porcina de Norteamérica H1 pero se desconoce si las vacunas
actualmente empleadas en USA confieren proteccion contra A/HLN1 en cerdos. Vincent
et al., (2010) evaluaron la eficacia de vacunas inactivadas preparadas con virus de
influenza porcina de Norteamérica, asi, como un homélogo experimental A/H1IN1 2009
pandémico para prevenir la infeccion por A/H1IN1 de 2009. Todas las vacunas evaluadas
proveyeron proteccién parcial, desde la reduccién de lesiones neuménicas hasta la
reducciéon significativa en la replicacion del virus en pulmones y nariz. EI homdlogo
experimental A/HLIN1 2009 provee una proteccion 6ptima, donde se establecio la

ausencia de virus en nariz y pulmones y la disminuciéon de enfermedad clinica.
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Dentro de las vacunas inactivadas se incluyen los virosomas que son particulas como
virus que mantienen las proteinas de envoltura, perdiendo el material genético. Son
generados por solubilizacién con detergentes y reconstitucion del virus. Los virosomas de
influenza preservan la capacidad de unién al receptor y la actividad de fusién de
membranas de la HA viral. Existen vacunas comerciales de virosomas de influenza en
humanos (Inflexal®, Suiza) y estudios clinicos han demostrado que la administracion
intramuscular de estas vacunas inducen titulos en HI similares a los inducidos por
vacunas inactivadas convencionales (Huckriede et al., 2005). Las ventajas que ofrecen
los virosomas es que activan la respuesta inmune humoral y celular de manera eficiente
y ademads, se pueden incorporar adyuvantes que incrementan la respuesta de

anticuerpos contra la hemaglutinina viral.

1.3.2 Vacunas a Virus Vivo

Una vacuna viva consiste en un microorganismo que se puede replicar por si mismo en
el individuo o que puede infectar células y actia como un inmundgeno sin causar
enfermedad, cuya virulencia es atenuada por técnicas clasicas o recombinantes.

Existen cuatro técnicas clasicas de atenuacion de agentes virales. La primera técnica
consiste en la atenuaciébn mediante pasajes seriados en cultivos de células para
seleccionar las variantes menos virulentas. Una segunda técnica consiste en utilizar virus
homélogos causantes de enfermedades veterinarias similares a las observadas en seres
humanos. La tercera técnica consiste en generar virus con un genoma reordenado
derivado de una coinfeccién de dos virus diferentes en un cultivo celular. El virus
resultante contiene en su genoma segmentos de los dos virus paternales. La cuarta
técnica consiste en obtener mutantes virales que son incapaces de crecer a temperaturas

superiores a 37°C 0 que pueden crecer a temperaturas mas bajas (Garcia F, 1999).

Las técnicas de ADN recombinante pueden ser aplicadas en diferentes procesos durante
el desarrollo de vacunas. La primera aplicacion de estas técnicas consiste en manipular
el material genético de los virus para introducir mutaciones y aumentar asi la estabilidad
de la atenuacién, de manera que la probabilidad de una reversion sea nula o muy baja.
La segunda técnica consiste en construir virus recombinantes utilizados como vectores
para la expresion de inmundgenos (proteinas o péptidos heterdlogos) derivados de otros

microorganismos.
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Vincent et al., (2007), demostré en ratones y en cerdos que vacunas vivas modificadas
(con delecion el gen NS1) administrada via intranasal desarrolla una reaccion mas rapida
de anticuerpos (IgA) comparada con la via intramuscular; esto sugiere que la proteccion
mediada por anticuerpos generados en las mucosas (IgA) cumplen un rol importante en
la eliminacion del tracto respiratorio del virus de influenza y que vacunas a virus vivo

modificado son una gran opcién para generar la respuesta inmune deseada en el animal.

1.3.3 Vacunas Recombinantes

Este tipo de vacunas utilizan un vector que facilite la liberaciéon local del péptido deseado

en el individuo y estan divididas en tres tipos:

1.3.3.1 Vacunas recombinantes tipo | o subunidad

Se derivan de organismos recombinantes (los que pueden ser una levadura, una bacteria
0 un virus) en los que se ha insertado un gen extrafio de un patégeno especifico. El
organismo recombinante que transporta al gen insertado se multiplica; y el producto del

gen es cosechado, purificado y administrado como una vacuna.

1.3.3.2 Vacunas recombinantes tipo Il o vectoriales

Consisten en organismos, particularmente virus no patogénicos o de gen deletado, en los
gue se inserta un material genético especifico de un patégeno con el propésito claro de
generar una respuesta inmune protectora efectiva cuando el vector es administrado como
vacuna. Wesley, R.D et al., (2004), emplearon una vacuna vectorial de adenovirus tipo 5
de humano que expresa HA y NP y determinaron que provee alto grado de proteccion a
los cerdos, sugiriendo que estas vacunas tienen poseen un margen de seguridad debido

a expresan dentro del huésped Unicamente la proteina inmunogenica de interés.

1.3.3.3 Vacunas recombinantes tipo Ill o vectoriales

Las vacunas de DNA estan compuestas por un plasmido empleado como vector en el
cual se ha insertado una secuencia de codifica el antigeno de interés o proteina
transgénica bajo en control de un promotor eucariotico constitutivo o inductivo. Tienen

como ventaja la posibilidad de combinacién de diferentes genes que codifiquen para
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diferentes antigenos de uno o mas patdgenos, resultando en la generacién de una amplia
inmunidad, sumado a que estimula la respuesta celular y humoral incluyendo células
especializadas como las NK y células fagociticas (Moss, R., 2009). Varios estudios han
demostrado que la inoculacién de un plasmido DNA que codifica HA del virus de
influenza produce respuesta inmune y genera anticuerpos neutralizantes HA especificos.
Igualmente, ensayos empleando un plasmido DNA que codifica NA del virus de influenza
genera anticuerpos especificos por inhibicion de la replicacion del virus, aliviando la
sintomatologia clinica y controlando la enfermedad (Zhang, W., et al., 2009). La
combinacién de HA y NA en un plasmido es mutuamente benéfico para producir
inmunidad contra la infeccidon con influenza, que resulta en un balance y una amplia

generacién de inmunidad (Moss, R., 2009).

1.4 Respuesta inmunologdgica a virus de influenza

porcina

La inmunidad innata constituye la primera barrera defensiva del organismo, aunque es
menos evolucionada y especifica que la adaptativa, ya que el mismo mecanismo
(células, factores solubles, etc.) actia frente a diferentes agentes. Ademas, en
exposiciones repetidas de una molécula o agente extrafio se desencadena una respuesta
similar y con la misma intensidad; es decir, carece de memoria inmunolégica. Aunque, su
actuacion es fundamental para el desarrollo posterior de la defensa inmune adaptativa.

La inmunidad innata y la adquirida tiene un objetivo en comun y es defender al animal de
elementos que consideran potencialmente peligrosos, pero poseen una serie de

caracteristicas que las diferencian (tabla 1-2).
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Tabla 1-2. Caracteristicas de Respuestas Inmunes Innatas y adquiridas

Inmunidad Innata Inmunidad Adquirida

Primera Linea de Defensa Segunda Linea de Defensa
Innata: se nace con células y moléculas | Adquirida: necesita enfrentarse al antigeno
que la identifican para elevar numero de células

Inespecifica: varios receptores sobre | Especifica: cada célula tiene receptores

misma célula especificos que reconocen un antigeno
concreto

Independientes de antigeno Dependientes de antigeno

Inespecifica de antigeno Especificas de antigeno

Respuesta maxima inmediata Respuesta maxima retardada o con fase de
latencia

No poseen memoria inmunolégica Poseen memoria inmunoldgica

Fuente: Collado, V. et al., 2008

La patologia inducida por cepas de virus de influenza A ha sido correlacionada con una
excesiva respuesta inmune. Estudio de células de respuesta inmune innata (células
dendriticas, monocitos, NK y neutréfilos) y de CD4, CD8 y linfocitos B durante la infeccion
con diferentes virus de influenza A, son necesarios para entender los efectos patolégicos

y de proteccién de la respuesta inmune adaptativa y su aporte en el disefio de vacunas.

La rapida acumulacion de citoquinas proinflamatorias (“tormenta de citoquinas”) después
de la infeccion con virus de influenza A, juega un rol importante en la morbilidad y en la
mortalidad de los individuos afectados. Niveles de mRNAs que generan TNFa , RANTES
(regulador de activaciéon, secrecion y expresion normal de células T), MIP 1a, y 1B
(proteina inflamatoria de macréfagos) y MCP-1 (Proteina-1 quimiotactica de monocitos),
fueron marcadamente altos en macréfagos primarios de humanos infectados con virus
H5N1, comparado con los humanos infectados con H3N2 o H1N1. Igualmente, células
bronquiales humanas y células epiteliales alveolares secretan mas IP-10 (INF-y que
induce proteina-10), IL-6, y RANTES, cuando se infectan con H5N1 comparado con virus
de influenza H1N1. Ratones y macacos infectados con la cepa H1N1 clasica (H1N1c),
muestran un incremento en la expresion de citoquinas proinflamatorias por los mMRNAs y

proteinas del virus (Salomon, R. et al., 2009).
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IL-12, IL-18 y IFN-y juegan un papel importante en la patogénesis de influenza. IL-12 es
un potente regulador de la respuesta inmune mediada por células como la proliferacién
de INF-y producida por las células T y NK. El INF-y tiene numerosas funciones
inmunoldgicas como el aumento de la expresion de CMH y actividad antiviral; IL-18 es un

factor inductor de INF-y (Barbé, F. et al., 2011).

Un componente clave de la inmunidad innata es el patron de reconocimiento de
receptores, algunos de los cuales especificamente detectan componentes antivirales. La
proteina-l que induce acido retindico (RIG-I), fue recientemente implicada en el
reconocimiento de virus de influenza y la activacién de vias antivirales. Esta proteina es
crucial para la produccion de INFa/f en respuesta a virus de influenza y se ha
encontrado que en ratones deficientes en RIG-I, se presenta un incremento en la
susceptibilidad a dichos virus. RIG-I especificamente reconoce genoma viral 5’fosforilado
en RNAs de cadena sencilla (Salomon, R. et al., 2009). Sin embargo, la proteina no
estructural NS1 del virus de influenza tiene funciones de inhibicion de la respuesta
inmune del huésped por la formacion de un complejo con RIG-1 y a demas, bloquea la

induccién de interferon tipo | (a/f).

Las proteinas de fase aguda (APPs) como la haptoglobina (HG), proteina de unién al
lipopolisacarido (LBP) y la proteina reactiva C (CRP) son producidas por el higado en
respuesta a la actividad de citoquinas y juegan un rol importante en la patogénesis de
enfermedad respiratoria. La haptoglobina se une a la hemoglobina libre y asi la remueve
de circulacién, LBP se une y neutraliza al lipopolisacarido y CPR cumple un rol en la
activacion de macréfagos y opsonizacion. Las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-a parecen ser
las principales inductoras de APPs. Ensayos experimentales de virus de influenza en
voluntarios humanos, muestran pico de CRP en suero 3 dias post infeccion; en infeccion
natural CRP es significativamente mas alta que en ensayos experimentales.

Se determind que el pico de CRP y HG después de la infeccion en cerdos con virus de
influenza A, se encuentra en mayor proporcion a nivel de lavados bronquio —alveolares

comparados con muestras de suero (Barbé, F. et al., 2011).
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1.4.1 Vacunas: Respuesta Inmune contra Influenza Porcina
1.4.1.1 Anticuerpos
1.4.1.1.1 HA-Anticuerpos especificos

La HA viral unida a los receptores celulares, desencadena que los anticuerpos se dirijan
a los epitopes localizados cerca al sitio de union al receptor, para neutralizar el virus
eficientemente e inducir titulos en suero por vacunacion o infeccién natural que protegera
a los animales de subsecuentes infecciones. Por esta razén, la induccién de anticuerpos
especificos contra HA esta ampliamente relacionada con la eficacia de la vacunacion,
donde es importante que exista una relacién antigénica entre las cepas vacunales y las
cepas epidémicas. Sumado a esto, el uso de adyuvantes incrementa la respuesta de
anticuerpos y se requiere de menos antigeno para la induccién de una respuesta de

proteccion (Rimmelzwaan, J.E. et al., 2008).

1.4.1.1.2 NA- Anticuerpos Especificos

La NA funciona como una enzima destructora de receptores, es decir, rompe las uniones
de la HA con el acido sidlico lo cual es crucial para la eficiente liberacion del virus desde
las células infectadas. Los anticuerpos dirigidos contra esta glicoproteina pueden
bloquear dicha funcién y contribuir a una inmunidad de proteccién, favoreciendo la
disminucion de signos clinicos y la diseminacion de la infeccion. Se ha determinado que
las vacunas que inducen anticuerpos contra NA no inducen la eliminacion completa del

patégeno, pero pueden prevenir frente a la presentacion de brotes.

1.4.1.1.3 M2- Anticuerpos Especificos

Esta proteina actia como un canal de iones que le permite al virus disminuir el pH una
vez es endocitado para la liberacion del acido nucléico. Los anticuerpos especificos
contra M2 tienden a reconocer pobremente particulas virales y no neutralizan el virus. Sin
embargo, estos anticuerpos que se unen a M2 presentes en células infectadas
contribuyen a la produccién de anticuerpos dependientes de células NK potencializando
el control de la infeccidn; otra ventaja que presenta esta proteina es que es relativamente
conservada en los diferentes subtipos de influenza y puede ser considerada como base
para el desarrollo de vacunas de influenza A universales (Rimmelzwaan, J.E. et al.,
2008).
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1.4.1.2 Inmunidad Mediada por Células
1.4.1.2.1 Células T ayudadoras

Las células CD4 ayudadoras no tienen una funcién efectora antiviral por si solas, pero
juegan un papel crucial en el control y regulacién de la respuesta inmune humoral y
celular. Estas células reconocen los péptidos que resultan de la degradacion de proteinas
en los endosomas y forman un complejo junto con CMH-II. Las células T ayudadoras tipo
1 (Thl) preferencialmente producen INF-y e IL-2, mientras los Th2 producen IL-4 e IL-5
para la regulacién de anticuerpos y de linfocitos T citotdxicos producidos por la

vacunacion (Rimmelzwaan, J.E. et al, 2008).

1.4.1.2.2 Linfocitos T Citotoxicos (CTL)

El papel méas importante de CTL es el reconocimiento y destruccién de las células
infectadas por los virus a través de la liberaciébn de perforinas y granzymas, o la
interaccion Fas/FasL. Para el desarrollo de vacunas de amplia proteccion la induccion de
CTL especificas contra el virus puede ser un punto importante, ya que se ha demostrado
gue CTL son dirigidos directamente a los epitopes presentes en proteinas virales
conservadas como NP y M, que comparten varios subtipos de influenza A. Para la
eficiente inducciéon de CTL especificos contra virus, es necesario que los antigenos
virales entren en la ruta enddégena del procesamiento y la presentacion del antigeno.
Para lograr esto, los antigenos virales necesitan ser liberados dentro del citosol de dichas
células donde la degradacion es realizada por los proteosomas. Los péptidos generados
son transportados al reticulo endoplasmico para unirse con CMH-1 que son luego
transportados a la membrana plasmética para el reconocimiento por el receptor CD8 de

las células T.

1.5 Adyuvantes

Los adyuvantes inmunoldgicos fueron originalmente descritos por Ramon (1924), como
sustancias que usadas en combinaciébn con un antigeno especifico, produce una
respuesta inmunolégica méas fuerte que el antigeno solo. Los adyuvantes han sido
empleados en vacunas por mas de 80 aflos para aumentar y prolongar la respuesta
inmune en un individuo (Brunner, R. et al., 2010). Estas moléculas acttan por varias vias

donde: (1) incrementa la inmunogenicidad de antigenos débiles, (2) incrementa la
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velocidad y duracién de la respuesta inmune, (3) modula la avidez, especificidad y
distribucién de los anticuerpos, (4) estimula LTC, (5) promueve la induccién de inmunidad
de las mucosas, (6) incrementa la respuesta inmune en individuos inmunoldégicamente
inmaduros o senescentes, (7) se disminuye la dosis de antigeno en la vacuna que a su
vez reduce costos, (8) ayuda al antigeno a superar la competicion en vacunas
combinadas (Singh, M. et al., 2003).

Los adyuvantes poseen varios mecanismos efectores, donde el reconocimiento del
antigeno puede ser acelerado por estimulacion directa de células inmunes. Los
adyuvantes tipo A como Lipido A monofosforil, son agonistas especificos de los
receptores de linfocitos T (RLT); de esta forma activan la célula presentadora de antigeno
(CPA) y a su vez estimulan la secrecién de citoquinas como IL-12. Los adyuvantes tipo B
interactian con la CPA y los antigenos de una manera inespecifica y su efecto esta
basado en la amplificacion de sefales tipo 1. Los adyuvantes tipo C, incrementan la
sefal 2 a través de la interaccion con moléculas co-estimulatorias en las CPA (Brunner,
R. et al., 2010).

1.5.1 Adyuvantes de Uso Clinico
1.5.1.1 Hidroxido de Aluminio (Adyuvante tipo B)

Los compuestos de aluminio han sido utilizados como adyuvantes por mas de 80 afos,
principalmente en forma de hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio. El efecto inmuno-
modulante e inmuno-estimulante de este tipo de compuestos es la absorcion del
antigeno. La mayor fuerza de esta absorcibn son atracciones electrostaticas e
hidrofébicas y un intercambio de ligando. Esto causa un retraso en la liberacion del
antigeno desde el sitio de inyeccion por la construccién de un depdsito, desde el cual el
antigeno es liberado muy lentamente y esta alta concentracion local estimula el consumo

de las células procesadoras.

Se sabe que el aluminio genera una baja respuesta inmune celular y produce efectos
adversos como abscesos, eosinofilia, miofascitis y formacion de granulomas (Brunner, R.
et al., 2010; Wilson-Welder, J. et al., 2009).
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1.5.1.2 Lipido A Monofosforil (MPL) (Adyuvante tipo A)

El lipido A Monofosforil (MPL) es aislado del lipopolisacérido de Salmonella minnesota
R595 y mantiene muchas propiedades inmunoestimulantes del lipopolisacarido parental
sin la toxicidad inherente. MPL actlia como un agonista de TLR4 y TLR2 en las células
presentadoras de antigeno. Estimula la produccién de Thil, IL-2 e interferon-y, IgG2 y en
menor cantidad Th2, IL-4, IL-5, IgE, IgG1 en ratones. Actualmente este tipo de adyuvante
esta siendo evaluado en numerosos estudios humanos y ha sido empleado en algunas
vacunas como Hepatitis B y en la vacuna Cerverix® (Virus del Papiloma Humano)
(Brunner, R. et al., 2010, Wilson-Welder, J. et al., 2009).

1.5.1.3 MF59 (Adyuvante tipo B)

Es una emulsion aceite en agua que contiene 5% de escualeno, 0.5% Tween 80y 0.5%
trioleato sorbitan (Span 85®). MF59 interactia con CPA en el sitio de inyeccion,
dispersandose lentamente a los nddulos linfaticos, donde estd mas concentrado dos dias
después de la inyecciébn. En los nédulos linfaticos es endocitado por las células
residentes que tienen caracteristicas de CPA. MF59 es capaz de inducir altos titulos de
anticuerpos de IgE, moderado titulos de 1gG, acompafiados por secrecion IL-5 e IL6 en
ratones BALB/c. Estudios clinicos han demostrado que MF59 es seguro para uso en
humanos; actualmente es empleado como adyuvante en vacunas de influenza (Fluad®,
Novartis), en vacunas experimentales para influenza aviar A/HON2 y HBV (Brunner, R. et
al., 2010; O’Hagan et al., 2009).

1.5.1.4 Adyuvantes Liposomales (Adyuvante tipo B)

Los liposomas como particulas son vesiculas de varios tamafios compuestos de una
delgada capa de fosfolipidos similares a las membranas de las células. Forman bicapas
de lipidos esféricas con un compartimiento inherente acuoso que es cargado en
antigenos. Como ejemplo se encuentra los virosomas de influenza reconstituidos
inmunopotencializados (IRIVS). La propiedad inmunogénica de IRIV est4d dada por la
presencia de HA en su membrana, la cual media una interaccion con receptores de Ig en
los linfocitos B. Sin embargo, sus propiedades pueden ser modificadas para estimular
células CD4 (via CMH-Il) o células CD8 (via CMH-I). Actualmente los adyuvantes
liposomales son rutinariamente empleados como adyuvante en la vacuna de Hepatitis A
(Epaxal®, Baxter) (Brunner, R. et al., 2010).
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1.5.2 Adyuvantes en uso Experimental

Estas moléculas muestran una eficacia excelente como adyuvantes, pero no son

ampliamente empleados porque no son seguros por sus efectos patdgenos y téxicos:

= Adyuvante de Freund (adyuvante tipo B): Es una emulsién agua en aceite.

» Nanoparticulas (adyuvante tipo B): son polimeros biodegradables y tienen
propiedades adyuvantes debido a su efecto de depdsito y caracter de particula.

= Adyuvantes derivados de toxinas: la toxina del célera es un potente adyuvante oral y

parenteral que pertenece a las toxinas bacterianas producidas por Vibrio cholerae.
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2.Desarrollo de un Bioldgico contra influenza
Porcina empleando Cepas H1N1 de origen
Clasico y Pandémico aisladas en Colombia

Resumen

El virus de influenza porcina participa activamente en el complejo respiratorio porcino y
es responsable de muchas pérdidas econémicas en las explotaciones porcinas a nivel
mundial. La preparacién de vacunas inactivadas se ha desarrollado desde hace tiempo
en huevos embrionados de pollo, siendo este el método de eleccién. El empleo de lineas
celulares como sustrato en los sistemas de produccion de biologicos se ha convertido en
un sistema alternativo y viable. A partir de dos cepas de campo aisladas en Colombia
A/SW/COL0401/2008/ HIN1 (cepa clasica) y A/SW/COL0102/2009/ HIN1l (cepa
pandémica) se desarrollaron dos bioldgicos inactivados empleando como sustrato
huevos embrionados para su produccién. Se observd que al aislar las dos cepas de
campo empleadas en el estudio, crecieron en la linea celular MDCK; luego de 5 — 8
pasajes de cada virus en células se inocularon las dos cepas en huevos embrionados y
se encontré6 que ambas presentaron mejor adaptacion reflejado en los titulos de HA
obtenidos. En este estudio se determiné que el sustrato de eleccion para la produccion
de la vacuna con las cepas de campo fueron los huevos embrionados, sistema que no ha

podido ser desplazado en la actualidad.

Palabras clave: Influenza porcina, vacuna inactivada, aislamiento de campo, Influenza

en Colombia
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Abstract

Swine influenza virus acts frequently in porcine respiratory disease complex and it’s
responsible of many losses in farms worldwide. The inactivate vaccine manufacture has
been development some time ago in embryonated chicken eggs, like election method.
Cell culture as substrate in the production of biological systems has become in alternative
and viable method. A/SW/COL0401/2008/ H1N1 (clasic strain) y A/SW/COL0102/2009/
HIN1 (pandemic strain) were used to development two inactivated vaccines using
embryonated chiken eggs like production sustrate. It was found that by isolating the two
field strains used in this study grew in MDCK cell line, after 5 — 8 passage of each strain
in cells, we inoculated in embryonated chicken eggs both strains and showed better
adaptation reflected in the titles obtained by HA. In this study, we can determinated that

embryonated chicken eggs is the best substrate for vaccine manufacture.

Key words: Swine Influenza, inactivate vaccine, field isolation, Influenza in Colombia
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2.1 Introduccidn

El virus de influenza porcina (SIV) pertenece a la familia Orthomixoviridae, esta
clasificado dentro de los virus de influenza tipo A que se caracterizan por ser envueltos y
pleomarficos; su genoma esta constituido por RNA de polaridad negativa y esta dividido
en ocho segmentos que codifican para al menos once proteinas (Figura 2-1) (Flint 2004;
Arias CF et al., 2009; Nicholson et al., 2003).

Figura 2-1. Representamon esquematica del genoma de SIV
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Tomado de Flint, 2004. Las proteinas PB1, PA y PB2 constituyen el complejo polimerasa del virus; HA y NA son

glicoproteinas de superficie de envoltura y los antigenos virales mayores; la nucleoproteina (NP) se une al RNA viral; El
segmento siete codifica para dos proteinas que comparten una region corta: la proteina de matriz M1 que le da estructura
a la cépside viral y la proteina de matriz M2 que funciona como un canal de iones. NS1 y NEP manejan el transporte,

transcripcion y empalme del RNA

El virus de influenza porcina participa activamente en el Sindrome Respiratorio Porcino
(SRP) y es responsable de muchas pérdidas econdmicas en las explotaciones a nivel
mundial. La importancia de su estudio y la toma de medidas de control obedecen
principalmente a su riesgo epidemiol6gico, debido a que el cerdo es catalogado como un
potencial diseminador del virus entre especies. Dentro del sistema de vigilancia
epidemiologica internacional, existe un creciente interés por conocer cuales son las
cepas actuantes en la especie porcina en cada pais. En Colombia, hasta la fecha no se
han reportado oficialmente aislamientos virales, aunque existen varios estudios sobre su

reactividad seroldgica (Pardo, 2001; Mogollon et al., 2003). Esto plantea la necesidad de
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establecer la realidad nacional en cuanto a las cepas presentes y actuantes, su
distribucién geogréfica y la toma de medidas de prevencion para un control dirigido de la
enfermedad favoreciendo el estatus productivo de las explotaciones porcinas y la salud
publica. Para lograr lo anterior, una medida adecuada seria establecer una estrategia de
vacunacion, idealmente a partir de aislamientos de campo, y que sumada con una
vigilancia epidemiolégica permanente, permita respectivamente establecer si los virus
circulantes estan presentando variaciones que conlleven a realizar cambios periddicos de

las cepas vacunales.

El desarrollo de bioldgicos contra influenza data de hace més de 60 afos, cuando se
elaboraron vacunas inactivadas empleando como sustrato huevos embrionados de pollo
(Tree JA et al, 2001). Dicho sustrato, es el sistema biol6gico de eleccién para el
aislamiento y crecimiento de virus de influenza, pero presenta como principal
inconveniente su disponibilidad oportuna, en cantidades suficientes, para la produccion
de los virus que van a ser utilizados en la produccién de vacunas; particularmente, en el
caso del surgimiento epidemias o pandemias. Adicionalmente, existe el riesgo de
generar variaciones en la secuencia de genes virales como el de la hemaglutinina (HA),
produciéndose eventualmente, un virus diferente a la cepa original que podria ocasionar

una reduccion en la eficiencia de la vacuna contra influenza (Robertson J et al., 1987).

El empleo de lineas celulares como sustrato en los sistemas de produccién de biolégicos
se ha convertido en una alternativa viable y de eleccion. Presenta como ventajas la
reducciéon de riesgos de contaminacidon microbiolégica y dismunuye la presentacién de
reacciones alérgicas que podrian ser inducidas por la presencia, en el producto final, de
componentes proteicos provenientes del huevo (Le Ru et al., 2010). Para el aislamiento
del virus de influenza porcina y la produccion de vacunas se han empleado
principalmente las lineas celulares Madin Darby Canine Kidney (MDCK) (Voeten J. et al.,
1999), la linea celular epitelial intestinal de colon (CACO-2) (Chiapponi et al., 2010) y la
linea celular de Rifibn de Mono Verde Africano (VERO) (Govorkova et al., 1996). Su uso
se basa en que las moléculas de la HA de los virus de influenza cultivados en dichas
lineas celulares mantienen su estructura y antigénicamente son idénticas a las cepas

aisladas en campo (Chiapponi et al., 2010).

El proceso inicial de infeccion por el virus de influenza es activado por la interaccion entre
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la hemaglutinina viral y los receptores relacionados con los residuos de &cido sialico (SA)
presentes en las glicoproteinas de la superficie celular (Chu et al., 2004). Los receptores
celulares de acido sialico presentan una conformacion particular: los residuos de SA
estan unidos al penultimo carbohidrato por enlaces de tipo a-2.3, a-2.6 0 a-2.8 y muchas
cepas de virus de influenza A se caracterizan por emplear los tipos a-2.3 y a-2.6 como
receptor primario. In vivo en humanos, los virus de influenza se unen preferencialmente a
enlaces de tipo SAa-2.6 presentes en el tracto respiratorio superior, mientras los virus de
influenza aviar se unen a receptores SAa-2.3 predominantes en el tracto digestivo de las
aves (Rogers et al., 1989). La presencia de ambos tipos de receptores, SAa-2.3 y SAa-
2.6, en el epitelio traqueal del cerdo (Ito et al., 1998), soporta la hipétesis de que esta
especie actia como un potencial mezclador de virus de influenza de origen humano y
aviar. Los virus de influenza A presentan propiedades de crecimiento In vitro, que
dependen de la cepa y la preferencia de ésta por el receptor celular que esté presente en
la célula blanco. Ademas, la replicacion de los virus de influenza en la célula huésped
depende de factores celulares como la activacion de las proteasas que clivan la HA
inactiva (HAO) en HAl1 y HA2, haciendo que el virus sea infeccioso para las células
susceptibles (Steinhauer, D.A. 1999).

Las cepas del virus de influenza aisladas a partir de lineas celulares se comportan de
una manera similar a las originales en cuanto a su preferencia por unirse a ciertos
receptores. Como ya se explicéd, los virus SIV provenientes de mamiferos, se unen a
enlaces de acido sialico en la penultima galactosa en la posicion a-2.6 (SA a-2.6 Gal)
predominantes en la superficie de células respiratorias del tracto superior (Romanova et
al., 2003; Gambaryan et al., 2005). Los virus producidos en huevos embrionados se unen
a los receptores que contienen SA a-2.3 Gal tipicos para especies aviares, debido a que
las células epiteliales de la cavidad alantoica posee Unicamente receptores de este tipo
(Ito et al., 1997, Gambaryan et al.,, 1999). Por lo tanto, dentro de los aspectos a
considerar para la eleccion del sustrato celular a emplear para cultivar un virus de
influenza en particular, es indispensable garantizar que este sustrato posea las células

con las caracteristicas y los receptores apropiados para favorecer la replicacion viral.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar un biolégico contra el virus de influenza
porcina a partir de cepas aisladas de campo en Colombia empleando como sustrato

huevos embrionados de pollo o cultivo celular.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Granjas

Se estudiaron 70 granjas distribuidas en las 3 regiones de mayor produccién de cerdos
en Colombia ubicadas en los departamentos de Antioquia (32 granjas), Valle del Cauca
(28 granjas) y Cundinamarca (10 granjas) para un total de 3153 animales de todos los

grupos etareos.

2.2.2 Aislamiento de Cepas de Campo

Se tomaron muestras de hisopos nasales de animales con sintomatologia respiratoria y
con temperatura rectal superior a 39°C. La torunda de dacrén se separ6 del alambre y
fue colocada dentro de un tubo plastico FALCON® de 15 ml con 5 ml de medio de
transporte viral (MTV). Las muestras fueron transportadas lo mas rapido posible (2 - 6
horas a 4°C) al laboratorio y se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento (OIE,
2005). Adicionalmente, de animales que fueron sometidos a necropsia se realizd un
aspirado bronquial; para esto, se adicioné un volumen de 5 — 10 ml de solucion salina
fisiolégica en la vias aéreas superiores, que luego se aspird y se dispuso en 5 ml de

medio MTV el cual fue transportado a 4°C y almacenado a -70°C.

Para el aislamiento de SIV se utilizaron huevos embrionados de pollo libres de patégenos
especificos (SPF) de nueve dias de edad que fueron inoculados via saco alantoideo con
200yl de cada una de las muestras anteriormente mencionadas. Posteriormente, fueron
incubados a 37°C durante 72 horas y el fluido alantoideo fue recolectado y evaluado por
su actividad hemaglutinante. Paralelamente, se empleé la linea celular MDCK para el
aislamiento de SIV. Para esto, se emplearon placas de 24 pozos, sembrado 8x10°
células/pozo, en medio Medio Esencial Minimo Dulbeccos (DMEM - Gibco®)
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®), 1% antibiético (Gibco®) y
1% de L-Glutamina (Sigma®). Antes de la inoculacion, el medio de crecimiento de las
células fue removido por inversion y se realizaron 3 lavados con PBS con tripsina TPCK
(Sigma®) a una concentracion de 2 ug/ml. A cada pozo se adicioné 200 ul de las
muestras mencionadas, luego las células fueron incubadas a 37°C, 5% CO, durante una
hora; después se adicion6 2ml/pozo de medio DMEM suplementado con 1% de SFB,

Antibidtico, L-Glutamina y 2ug/ml de tripsina TPCK. Las células fueron incubadas a 37°C,
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5% CO, por 3 a 6 dias y fueron observadas a diario para determinar la presencia de
efecto citopatico (ECP). Pasado ese tiempo, el medio fue removido y evaluado por su

actividad hemaglutinante.

2.2.2.1 Extraccion de RNA y RT-PCR para deteccion de genoma
viral

A las muestras positivas a la prueba de hemaglutinacion se les realizé extraccién de RNA
con el Kit QIAmp viral RNA (Qiagen. CA®) segun el procedimiento Qiagen One Step RT-
PCR (2002). Para determinar la presencia del virus y para el diagnostico de animales
positivos al SIV se emple6é una prueba doble multiplex de RT-PCR descrita por Choi et al
(2002); usando un juego de dos oligonucleétidos para HA, dos oligonucleotidos para NA

y un quinto para HA del subtipo 1.

2.2.2.2 Caracterizacion de la Cepa Viral

Para la caracterizacion molecular del virus SIV se realizd la secuenciacién de las
porciones codificantes para las proteinas HA y NA con el fin de establecer homologias y
diferencias con cepas reportadas en el Gen Bank (NCBI data base). Aquellos virus

amplificados para secuenciar fueron enviados a Macrogen® (USA).

2.2.3 Replicacion del Virus
2.2.3.1 Cultivo Celular

Para la replicacion del virus se empled la linea celular MDCK (Madin Darby Canine
Kidney) CCL 34 obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC). Estos cultivos
se mantuvieron en Medio Esencial Minimo Dulbeccos (DMEM), suplementado con suero
fetal bovino 1% (Gibco®), 1% de penicilina, estreptomicina y anfotericina (Gibco®), 1%
de glutamina (Sigma®) y 1ug/ml de tripsina TPCK, estos fueron incubados a 37°C con
5% de CO2.

2.2.3.2 Huevos Embrionados

Se emplearon huevos embrionados SPF de nueve dias de edad que fueron inoculados

via saco alantoideo con 200ul de dos suspensiones virales. Se incubaron a 37°C
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durante 72 horas; previamente fueron puestos 1 hora a -20°C para sacrificar el embrion.

El fluido alantoideo fue colectado y almacenado a -70°C hasta su respectivo analisis.

2.2.4 Cepas Virales

Las cepas virales empleadas para la produccion de la vacuna en este estudio fueron el
virus A/SW/COL0401/2008/HIN1 clasico y el virus A/SW/COL0102/2009/ H1N1
pandemico, aislados de un brote natural de la enfermedad en Colombia y ubicados en los
departamentos de Antioquia y Valle del Cauca, respectivamente(datos no publicados).
Estas dos zonas corresponden a las de mayor producion de porcinos en el pais.

La produccion de virus fue determinada por la prueba de hemaglitunacion y medida por la
dosis infectiva tejido celular 50% (DITC50%) y la dosis infectiva embrién 50% (DIE50%),

empleando el método de Reed and Muench (Reed and Muench, 1938).

2.2.5 Prueba de Hemaglutinacion (HA)

La titulacion del virus de influenza por HA fue basada en el método descrito por la OMS
(2005). Diluciones en log base 2 seriadas (50 pl) fueron hechas en microplacas de 96
pozos, por duplicado para cada muestra. Las unidades hemaglutinantes (HAU) fueron
calculadas como la reciproca de la dilucién mas alta a la aglutinacién completa; para la

prueba se emplearon glébulos rojos de pollo a una concentracién de 0.75% (OMS, 2005).

2.2.6 Extraccion RNA Viral

Se realizé extraccion del RNA viral a las muestras positivas a la prueba de
hemaglutinacion provenientes de las cepas de los virus HIN1 Clasico y H1N1
pandémico, multiplicadas tanto en cultivos celulares como en huevos embrionados,
empleando el Kit QIAmp viral RNA (Qiagen. CA®), segun el procedimiento Qiagen One
Step RT-PCR (2002). Como control negativo se realiz6 extraccion de RNA de agua
DEPC. ElI RNA viral obtenido fue fraccionado en tubos de PCR (5ul por tubo) y

almacenado a -70°C.

2.2.7 Sintesis de DNA

Se realiz6 la sintesis del DNAc a partir de RNA viral mediante RT-PCR. Para esto, se

mezclé el RNA viral con Unil2 primers (Invitrogen®), luego fue sometido a un ciclo de
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70°C durante 5 minutos. Posteriormente, se realizé la RT mediante el empleo de la
transcriptasa reversa M-MVL (Invitrogen®). EI DNAc fue almacenado a -20°C para usos

posteriores.

2.2.7.1 Amplificaciobn de la proteina Hemaglutinina (HA) vy
Neuraminidasa (NA)

Mediante la amplificacién de la HA y la NA se establecieron cuales fueron las cepas que
se replicaron en cultivo celular y en huevos embrionados. Para el desarrollo de esta PCR
se empled un par de primers (Invitrogen ®) que amplifican una region codificante para la
proteina HA de 1006 pares de bases y otro par de primers (Invitrogen ®) para una region
codificante de NA de 853 pares de bases (tabla 2.1). Los primers empleados estaban

disefiados para la identificacion de cepas de influenza porcina del subtipo H1N1.

Tabla 2.1. Primers empleados para la amplificacion del virus de Influenza porcina HIN1

Primers Amplificacion Tm %GC
(pb)
H1
H1F 5"-GGT AGA TGG ATG GTA CGG TTA-3' 1006 53,4°C 47,6
H1R 5"-GGT CCA CCA ACT TGA GAA ATG-3 53,9°C 47,6
N1
N1F 5"-TAA ATG ACA AAC ATT CCA ATG G- 853 49,5°C 31,8
3
N1R 5-AAC TAT CAC AGA CAATAA TA-3 43,0°C 25

El DNAc obtenido por la RT se emple6 como plantilla para realizar la amplificacién por
PCR. Se adicion6 2ul de DNAc a cada tubo con 23ul de mezcla para PCR. La polimerasa
empleada para la PCR fue Platinum PCR Super Mix (Invitrogen®). Las condiciones de la
PCR fueron: para la denaturacion 94°C durante 1 minuto, el anillamiento fue a 53,5 °C
por 1 minuto y la extensién fue a 72°C durante 1 minuto, en 35 ciclos. Los amplificados
se evaluaron por electroforesis empleando un gel de agarosa grado Biologia Molecular
(Sigma®) al 1% a un voltaje constante de 95V durante una hora. EI marcador de peso
molecular empleado fue DNA en escalera 100pb (Fermentas®). Los amplificados se
visualizaron mediante la tincion con EZ vision® y fueron evaluados en el
fotodocumentador de Biorad® (Gel Doc 1000, CA).
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2.2.8 Inactivacion del Virus

La inactivacién del virus se realizé empleando (-propiolactona (BPL), el cual es un
compuesto organico de la familia de las lactonas, posee una estructura de anillo con
cuatro eslabones que tiene la capacidad de descomponer los &cidos nucléicos virales de
forma eficaz e irreversible sin lesionar las proteinas del virus. Para esto, se empleé el
protocolo descrito por Budowsky et al. (1991) y se modificé con el protocolo descrito para
la inactivacion de virus de rabia (Biovac, 1993), que consistié en cosechar o descongelar
el virus a inactivar, luego fue sometido a centrifugacion a 1957xg/40 minutos para limpiar
el sobrenadante. Se prepard una dilucion inicial 1:40 de B-propiolactona en agua
destilada a 4°C y luego se llevé a una dilucion final de 1:4000 la cual fue empleada para
inactivar el virus. Se adicion6 lentamente por la pared del frasco la BPL a dilucién 1:4000
a la suspension viral a inactivar en agitacibon magnética constante que estuvo en
agitacion previa por 24 horas a 4°C. Se controlo periodicamente el pH varias veces para
gue se mantuviera a 7,4. Pasadas las 24 horas, se incub6 la solucion de virus a 37°C por
3 horas para hidrolizar completamente la BPL, después se tomd una muestra de virus
inactivado para verificar la inactivacion, la integridad de la proteina HA y la esterilidad del

producto final. Por ultimo se almacend a 4°C.

2.2.9 Preparacion de la Vacuna

Para la preparacion de la vacuna se empled el virus obtenido del fluido alantoideo de
huevos embrionados previamente inactivado con B-propiolactona. El fluido alantoideo
obtenido fue emulsificado con el adyuvante EMULSIGEN-BCL siguiendo el protocolo de
fabricacién del producto (MVP Laboratories, INC®). Para el segundo biol6gico, se empled
el mismo antigeno vacunal inactivado pero como adyuvante se incluyd hidroxido de
aluminio. Para la mezcla de los antigenos vacunales con su respectivo adyuvante se
emple6 una DIE50% 10° de cada cepa viral inactivada junto con 20% (viv) de
EMULSIGEN-BCL e hidroxido de aluminio, respectivamente; la mezcla se realizé
lentamente gota a gota y después permanecio la mezcla en agitacion constante durante
24 horas. Finalmente, se fracciond cada biolégico en frascos de 20ml, fueron sellados y

almacenados a 4°C.
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2.2.10 Analisis Estadistico

Los datos del ensayo fueron analizados en cuanto a normalidad y homoscedasticidad
empleando el software estadistico Statistix 8.0. Los tratamientos fueron analizados
mediante un modelo linear general ANAVA. Se emple6 el modelo Y=y + T+ P; + TP; +
€j para analizar los datos donde: Y; = el efecto calculado, y = el promedio general, T; =
efecto del i-esimo tratamiento, P; = efecto del j-ésimo pasaje, TS; = interaccion
tratamiento y pasaje, y €; = error. Aquellas variables que no siguieron una distribucion
normal fueron analizadas mediante un test de Kruskall Wallis. Para todos los analisis se
considero6 una diferencia significativa cuando P<0,05 y tendencia cuando P<0,10.

2.3 Resultados
2.3.1 Aislamientos de Campo

De las 80 granjas muestreadas, se logro aislar 15 virus entre los afios 2008 -2010 en las

tres regiones de estudio (tabla 2-2).

Tabla 2-2. Aislamientos de SIV entre 2008 — 2010

Virus Area Grupo MDCK Huevos
Embrionados
A/SW/COL0102/2009/H1N1 Occidental Precebo POS NO
A/SW/COL0201/2009/H1N1 Antioquia Ceba NEG Si
A/SW/COL0301/2009/H1N1 Antioquia Precebo NEG Si
A/SW/COL0401/2008/H1N1 Antioquia Precebo POS -
A/SW/COL0502/2009/H1IN1 Occidental Precebo POS No
A/SW/COL0602/2009/H1IN1 Occidental Precebo POS No
A/SW/COL0701/2009/H1N1 Antioquia Precebo POS Sl
A/SW/COL0801/2008/H1N1 Antioquia Precebo POS No
A/SW/COL0901/2008/H1N1 Antioquia Precebo POS Sl
A/SW/COL1002/2009/H1N1 Occidental Ceba POS Sl
A/SW/COL1101/2009/H1N1 Antioquia Precebo POS -
A/SW/COL1203/2010/H1N1 Central Precebo POS Si
A/SW/COL1303/2010/H1N1 Central Precebo POS Si
A/SW/COL1403/2010/H1N1 Central Precebo POS Si

A/SW/COL1503/2010/HIN1 Central Precebo POS Si
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2.3.2 Caracterizacion de la Cepa Viral

Al analizar los genes que codifican para las proteinas HA y NA de los virus aislados en
Colombia, estos se pudieron organizar en tres grandes grupos: los virus HIN1 aislados
de la region de Antioquia que corresponde al muestreo del afio 2008 estan asociados a
virus clasico porcino, mientras que los aislados en el 2009 se asociaron a virus
pandémico humano A/California/4/2009 vy virus california 2004 porcino, predecesores de
la pandemia 2009-2010 (figura 2-2).

Figura 2-2. Clasificacion de virus de Influenza porcina H1IN1 aislados en Colombia

A-SW-C0OL0201-2009-HIN1

A-SW-COL0102-2009-HIN1
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Los virus H1N1 clasicos aislados se relacionan con grupos de virus porcinos (no aviares
no humanos) y principalmente con virus Norteamericanos reportados en 1976, 1978 y
1990, lo que se puede explicar por la alta importacion hacia Colombia de pie de cria

(Genética) proveniente de Canada y Estados Unidos (figura 2-3).
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Figura 2-3. Relaciéon de virus H1N1 Clasicos Aislados en Colombia
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Para la elaboracién de la vacuna se emplearon las siguientes cepas vacunales:
= Virus Clasico: A/SW/COL0401/2008/ H1N1 clasico
= Virus Pandémico: A/SW/COL0102/2009/ HIN1 pandemico.

Las cepas fueron seleccionadas debido a que se buscé elaborar una vacuna con
cobertura para las cepas actuantes para los afios 2008-2009 (cepa clasica y cepa
pandémica respectivamente) en las producciones porcinas del pais. Adicionalmente,
estos aislamientos provenian de animales en etapa de precebo provenientes de granjas
ubicadas en las dos zonas de mayor poblacién de cerdos como son Antioquia y Valle del

Cauca; regiones que generan el mayor aporte econdémico a la industria porcina del pais.

2.3.3 Replicacion del Virus
2.3.3.1 Cultivo Celular

Una vez se caracterizaron molecularmente las dos cepas virales candidatas para el
desarrollo del biolégico, se comenzaron a replicar en la linea celular MDCK. La cepa
A/SW/COL0401/2008/H1IN1 clasica se inoculd en las células MDCK 3 veces (desde el
5to al 7mo pasaje) y para la cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémica se realizaron 5
inoculaciones en células MDCK (desde el 5to al 9no pasaje) con el fin de amplificar cada

una de las cepas para el desarrollo de la vacuna. En la figura 2-4 se encuentran las
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células MDCK empleadas para la amplificacién de cada uno de las cepas de campo y el

efecto citopatico generado.

Figura 2-4. Efecto citopatico (ECP) generado por las cepas de SIV de campo en la linea
celular MDCK

Infeccién con la cepa A/SW/COL0401/2008/H1IN1 clasica en el 7mo pasaje (1); 1A monocapa de células sin
infectar, 1B ECP 24 hpi, 1C ECP 48 hpi, 1D ECP 72 hpi. Infeccién con la cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1
pandémica en el 9no pasaje (2); 2A monocapa de células sin infectar, 2B ECP 24 hpi, 2C ECP 48 hpi, 2D
ECP 72 hpi.
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La tabla 2-3 muestra los datos obtenidos de la prueba de Hemaglutinaciéon para el virus
clasico y para el virus pandémico después de los pasajes hechos en la linea celular
MDCK. Se muestra a partir de pasaje 5 donde las dos cepas comenzaron a ser
replicadas para obtener volumen para el virus vacunal, antes fueron amplificadas para

aumentar el volumen de cada cepa.

Tabla 2-3. Titulo hemaglutinante para la cepa clasica y pandémica crecidas en la linea
celular MDCK

A/SW/COL0401/2008/H1IN1 A/SW/COL0102/2009/H1N1
Clasico Pandémico
Pasaje
5 1:64 1:16
6 1.64 1:.32
7 1:128 1.64
8 - 1.64
9 - 1:256

La cepa A/SW/COL0401/2008/HIN1 clasica fue inoculada en la linea celular MDCK
pocas veces ya que se encontrd que al 7mo pasaje alcanzé un titulo por HA de 1:128,
mas rapido comparado con la cepa pandémica. La cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1
pandémica fue llevada hasta el 9no pasaje donde se logr6 obtener un titulo
hemaglutinante de 1:256. A pesar de las diferencias encontradas en el crecimiento de las
dos cepas, se observé que ambos virus se adaptaron al crecimiento en la linea celular
MDCK, que producen ECP considerable a las 72 hpi y que ademas se obtienen titulos

por HA significativos.

2.3.3.2 Huevos Embrionados

Se decidié llevar a cabo el crecimiento de ambas cepas de campo en huevos
embrionados para observar el comportamiento de los virus en dicho sustrato. Las cepas
qgue habian crecido previamente en la linea celular MDCK (A/SW/COL0401/2008/H1N1
clasica 5to pasaje y A/SW/COL0102/2009/HIN1 pandémica 8vo pasaje) fueron
inoculadas en huevos embrionados SPF de nueve dias de edad y la cosecha del virus se

realizo a las 72 horas post inoculacion. En la tabla 2-4 se observan los titulos por
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hemaglutinacion obtenidos de los pasajes realizados en huevos embrionados. Se debe resaltar

gue los pasajes previos de las dos cepas fueron realizados en cultivo de células MDCK.

Tabla 2-4. Titulo Hemaglutinante para la cepa clasica y pandémica crecidas en huevos

embrionados
A/SW/COL0401/2008/H1N1 A/SW/COL0102/2009/H1N1
Clasico Pandémico
Pasaje

5 1:512 -

6 1.16384 -

7 1.8192 -

8 - 1.512

9 - 1:4096

10 - 1:1024

Se encontré que el virus A/ISW/COL0401/2008/H1NL1 clasico tuvo titulos hemaglutinantes
mas altos en huevos embrionados comparado con el virus A/SW/COL0102/2009/H1IN1
pandémico, aunque es evidente que ambas cepas de campo tuvieron mejor crecimiento

en huevos embrionados que en la linea celular MDCK.

2.3.4 Linea Celular MDCK Vs. Huevos Embrionados

2.3.4.1 Virus A/SW/COL0102/2009/H1IN1 pandémico
Se comparé el crecimiento de la cepa de campo A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémico

en la linea celular MDCK y en huevos embrionados SPF de nueve dias de edad. Se pudo
determinar diferencias significativas del crecimiento de la cepa entre las células MDCK y
los huevos embrionados (p<0.05), donde se observ6 que la cepa
A/SW/COL0102/2009/HIN1 pandémica tuvo un crecimiento mejor en huevos
embrionados (X= 2,3) que en la linea celular MDCK (X =1,5). Igualmente, se pudieron
establecer diferencias significativas (p<0.05) entre pasajes, donde la cepa viral en el
pasaje 9 en cultivo celular alcanz6 un titulo por HA de 1:256, mientras que en huevos

embrionados en el mismo pasaje alcanzé un titulo por HA de 1:4096 (tabla 2-5).
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Tabla 2-5. Titulos por hemaglutinacion en células MDCK y en huevos embrionados de la
cepa A/SW/COL0102/2009/H1IN1 pandémico

Linea Celular MDCK Huevos Embrionados
Pasaje
5 1:16 -
6 1:32 -
7 1:64 -
8 1:64 1:512
9 1:256 1:4096
10 - 1:1024

2.3.4.2 Virus A/SW/COL0401/2008/H1N1 Cléasico
Al comparar el crecimiento de la cepa A/SW/COL0401/2008/H1IN1 clasica en células

MDCK y en huevos embrionados se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre
los dos sustratos. El virus presentd un mejor crecimiento en huevos embrionados (X=
8.5) comparado con el cultivo celular (X= 3.5), situacion que se pudo observar
principalmente en el pasaje 6 donde en cultivo celular la cepa alcanz6 un titulo por HA de
1:32, mientras que en huevos embrionados alcanzé un titulo por HA de 1:16384 (Tabla
2-6).

Tabla 2-6. Titulos por hemaglutinacion en células MDCK y en huevos embrionados de la
cepa A/ISW/COL0401/2008/H1N1 clasica

Linea Celular MDCK Huevos Embrionados
Pasaje
5 1:16 1:512
6 1:32 1:16384
7 1:64 1:8192

El virus clasico obtuvo mejor adaptacion a los huevos embrionados comparado con el

virus pandémico, sin olvidar mencionar que se le realizaron menos pasajes en los huevos
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embrionados. Sin embargo, ambas cepas se adaptaron muy bien a los huevos y se
encontraron titulos por HA significativos. Con base en estos resultados, se decidio
realizar la vacuna con las cepas de campo que crecieron en huevos embrionados y con

los titulos por HA mas altos.

2.3.5 Amplificacion de la proteina Hemaglutinina (HA) vy

Neuraminidasa (NA)

Una vez las cepas de campo vacunales fueron amplificadas en huevos embrionados, se
desarrollé una RT-PCR multiplex para determinar su replicacion mediante la deteccion
del genoma viral de las proteinas HA y NA y verificar que fueran cepas del subtipo HIN1
(Figura 2-5).

Figura 2-5. RT-PCR multiplex para la deteccion de cepas H1IN1 de SIV
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Marcador de peso molecular (1), control positivo Cepa Alpuerto Rico/8/34 (2), cepa
A/SW/COL0401/2008/H1N1 cléasica (3), cepa A/ISW/COL0102/2009/HIN1 pandémico (4), control negativo (5)

2.3.6 Inactivacion del Virus

Para la inactivaciéon del virus se empled B-propiolactona; una vez se finalizé el proceso
de inactivacion se realiz6 una prueba de HA para cada cepa con el fin de determinar que

se conservase la integridad de la hemaglutinina viral (figura 2-6).
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Figura 2-6. Verificacion de la integridad de la hemaglutinina viral por medio de HA

1

Cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 clasica (1), cepa A/SW/COL0102/2009/HIN1 pandémica (2). La formacién
de puntos por los glébulos rojos indica que no hubo aglutinacién de los mismos lo cual indicé que no hubo
replicacion de particulas virales. En los pozos donde no hubo formacién de punto indica la integridad de HA
de ambos virus.

Para la verificacion de la correcta inactivacion de las dos cepas de campo se realizaron
tres pasajes ciegos en huevos embrionados para cada virus, donde después de 72
horas post infeccion (hpi) se realizé6 HA seguido de cada pasaje ciego para verificar que

no existiera la presencia de particulas virales replicativas (figura 2-7).

Figura 2-7. Verificacion de la Inactivacion de las cepas vacunales por medio de tres

pasajes ciegos por la prueba de hemaglutinacion
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Primer pasaje ciego (1); segundo pasaje ciego (2); tercer pasaje ciego (3). En las tres placas se puede
observar la formacién de puntos por los glébulos rojos que se decantaron en el fondo de los pozos, no hubo

aglutinacion de los mismos lo cual indicé que no hubo replicacion de particulas virales.

2.3.7 Preparacion de la Vacuna

Para la preparacion de la vacuna se emplearon las cepas previamente inactivadas de
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A/SW/COL0401/2008/H1IN1 clasica y A/ISW/COL0102/2009/HIN1 pandémica obtenidas
del fluido alantoideo de huevos embrionados.

Se desarrolld6 un biolégico de tipo bivalente donde se obtuvieron dos vacunas
conformadas por las dos cepas de campo, una lleva como adyuvante hidréxido de
aluminio (vacuna A) y la otra lleva como adyuvante Emulsigen® (vacuna B). Las

caracteristicas de cada vacuna se describen a continuacion en la tabla 2-7.

Tabla 2-7. Caracteristicas de las vacunas bivalentes desarrolladas con cepas de campo

Caracteristicas Vacuna A Vacuna B
Cepas Vacunales de Cepa Cepa Cepa Cepa
A/SW/COL0401/2008/HIN1 A/SW/COL0102/2009/HIN1 A/SW/COL0401/2008/HIN1 A/SW/COL0102/2009/HIN1
Campo clasica pandémica clasica pandémica
Titulo por HA 1:8192 1:1024 1:8192 1:1024
DIE50% 109u/ml 109u/ml
Adyuvante Hidxoxido de Aluminio Emulsigen®
Dosis Vacunal 2ml / animal 2ml / animal
Via Administracion Intramuscular Intramuscular

2.4 Discusion

Tradicionalmente se han empleado huevos embrionados de pollo y cultivos de células
(MDCK) para el aislamiento y propagacion del virus de influenza (Takemae N et al.,
2009). Las células epiteliales de la cavidad alantoidea de los huevos embrionados
poseen Unicamente receptores de acido sialico con enlaces de tipo a-2.3, mientras que
las células MDCK poseen receptores con ambos tipos de enlaces a-2.3 y a-2.6 (Ito et al.,
1997), permitiendo asi el crecimiento de un mayor espectro de cepas del virus de
influenza A. Se han realizado recientemente numerosos estudios que han buscado
determinar las caracteristicas y sustratos 6ptimos para el crecimiento de virus de
influenza a ser empleados en la produccion de biolégicos. En un estudio realizado por
Gambaryan et al., (2005), se observo que virus de influenza porcina H1N1 clasico en
células MDCK con previa adaptacion a huevos embrionados, presentd en su replicacion
afinidad por un receptor con enlace de tipo SAa-2.6 pero no con receptores tipo SAa-2.3,
encontrandose mayores tasas de replicaciéon viral en células MDCK (receptores de tipo

SAa-2.6) y escasas sustituciones en los aminoacidos que componen la HA de los virus
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empleados en el estudio. Por lo general, los virus de influenza aislados a partir de células
MDCK conservan una HA idéntica a la del la cepa circulante original, mientras que los
virus adaptados a huevos presentan variaciones en dicha proteina (Gambaryan et al.,
1999), sin embargo, contrario a lo reportado anteriormente, en un estudio realizado por
Robertson et al., (1995) indican que los virus de influenza que se han adaptado a los
huevos se unen e internalizan en las células alantoideas con mayor eficiencia que los

virus replicados en cultivo celular.

En nuestro estudio se encontr6 que al momento de realizar el aislamiento de las dos
cepas de campo empleadas, estas crecieron en la linea celular MDCK y no en huevos
embrionados. Después de realizar entre 5 — 8 pasajes de cada virus en células MDCK,
se decidié inocular las dos cepas en huevos embrionados y se encontré6 que ambas
presentaron mejor adaptacion en estos en comparacion con las células MDCK, lo cual se
vio reflejado en los titulos de HA obtenidos. Esto probablemente explicaria que los virus
de influenza A tienen propiedades de escogencia del huésped significativamente
diferentes entre si y posiblemente diferentes propiedades de crecimiento in vitro,
dependiendo de la cepa (Webster, 1997). Estas diferencias pueden estar asociadas con
la preferencia por el receptor celular (a2-3 o a2-6) que el virus de influenza A necesite
para inducir la infeccion (Clavijo A et al., 2002). Algunos estudios describen que algunos
aislamientos de influenza de origen humano y porcino no crecen bien en huevos
embrionados y que el cultivo celular provee mejores resultados para el aislamiento
primario (IWS et al., 2009; Govorkova et al., 1996).

Los resultados obtenidos indican que las dos cepas virales se adaptaron tanto al cultivo
celular MDCK como a los huevos embrionados, pero el sustrato de eleccion para la
produccién del biolégico fueron los huevos debido a que alli las cepas virales tuvieron un
crecimiento mas eficiente, obteniendo un mayor volumen de vacuna (aproximadamente 1
huevo / dosis vacunal). Por esta razon, se sigue empleando en la fabricacion de
bioldgicos contra influenza. Esta tecnologia data de hace mas de 60 afos, presenta
inconvenientes relacionados con la disponibilidad oportuna en masa de huevos libres de
patdgenos especificos (SPF), particularmente en el caso de epidemias o pandemias
cuando se requiere de una accion rapida. Sin embargo, hasta el momento no ha podido
ser reemplazado como sustrato de eleccién para la elaboracién de biol6gicos contra
influenza (Clavijo et al., 2002; Robertson et al., 1987).
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Los cultivos celulares han surgido como una alternativa a los inconvenientes que
presentan el aislamiento y produccion de vacunas contra influenza en huevos
embrionados. Presentan ventajas tales como la disponibilidad de lineas celulares
estandarizadas y caracterizadas que permiten una planeacion y producciéon permanente
en la fabricacién de vacunas, la reduccion en la presentacién de efectos adversos hacia
el biolégico y un menor riesgo de cambios en las propiedades de unién al receptor de la
HA (Tree et al., 2001). Para que un sistema de produccién de vacunas contra influenza
porcina en cultivo celular y, en este caso, con células MDCK sea eficaz, se debe contar
con un sistema de produccion escalable para la obtenciéon de volimenes considerables

del bioldgico en periodos cortos de tiempo (Chu C et al., 2010; Wielink et al., 2011).

En este estudio el sustrato de eleccion para la produccién de la vacuna con las cepas de
campo aisladas en Colombia fueron los huevos embrionados, no obstante, Chiapponi et
al., (2010) indican que lo ideal seria emplear cultivos celulares y huevos embrionados
simultdneamente para la replicacion de los virus de influenza porcina con el fin de

optimizar los procesos de aislamiento y fabricacion de biolégicos.

La vacunacién de cerdos contra el virus de influenza es una practica coman en USAy la
aparicion de las vacunas inactivadas comercialmente disponibles inici6 desde 1994
(Vincent et al., 2010). Debido a que el cerdo ha sido mitificado como “vaso mezclador”
capaz de generar recombinaciones de virus de influenza con potencial pandémico, la
vacunacion se ha convertido en la practica mas empleada para el control de
diseminacion y presentaciéon de sintomas de la enfermedad. En Colombia ya se ha
establecido la presencia del virus y es claro que se deben comenzar a tomar medidas
preventivas y una de ellas, si no, la mas importante es el desarrollo de vacunas
homologas de tipo bivalente o monovalente que puedan ser empleadas en todos los
grupos de animales susceptibles para generar una proteccion adecuada a la poblacion

porcina y limitar el potencial de diseminacién del virus a otros cerdos y a los humanos.

Los sistemas de vigilancia y monitoreo de los virus de influenza en este caso en la
poblacion porcina a nivel mundial es un punto critico para poder entender la dinamica
ecologica de SIV y de esta forma desarrollar sistemas de seleccion de cepas vacunales
adecuadas que reduzcan la posibilidad de recombinacion del virus y la emergencia de

nuevas cepas virales.
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3.Asociacion de virus de influenza porcina
pandémico H1N1 (H1N1p) con enfermedades
del complejo respiratorio porcino en cerdas
de granjas de produccion en Colombia

Mancipe, L.F., Ramirez, G.C., Vera, V., Jaime, J.

Resumen

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda ocasionada por virus del
genero influenza tipo A. El complejo de enfermedades respiratorias porcinas (CERP) es
un problema sanitario serio que afecta principalmente a cerdos en crecimiento y
finalizacion, que se caracteriza por un crecimiento lento de los animales, disminucion en
la eficiencia alimentaria, letargia, anorexia, fiebre y tos. La neumonia con la que cursan
los animales con ECRP se genera debido a la interaccion de agentes virales y
bacterianos como el Sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), virus de
Influenza Porcina  (IP), Mycoplasma  hyopneumoniae(Mh), Actinobacillus
pleuropneumoniae (APP), Pasteurella multocida y Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2). En el
presente estudio se evaluaron 11 granjas ubicadas en las tres regiones de mayor
produccién porcina en Colombia donde en 7 de estas se aislaron virus de influenza
porcina HIN1 pandémico (IP-H1IN1p). Se tomaron muestras de suero a cerdas
primerizas y multiparas entre los afios 2008 — 2009, donde se analizé la presencia de
anticuerpos frente a PRRS, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae y PCV2 mediante inmunoanalisis enzimatico (ELISA). Se encontré
gue en granjas negativas a IP-H1N1p el porcentaje de presentacion de APP, My, PCV2 y
PRRS fue de 64.5% 56,9%, 87.5% y el 15.3%, respectivamente. En cuanto a las granjas
gue fueron positivas a IP-H1N1p se determiné que el porcentaje de presentacién de APP,
My, PCV2 y PRSS fue de 81.1%, 79,4%, 96% y 1.6%, respectivamente. El valor de

posibilidades (odd ratio) y el valor de p revelaron que hubo diferencias significativas
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(p<0,05) en la presentacion de enfermedades del CRP en cerdas primerizas y multiparas
de granjas positivas a IP-H1N1p. El andlisis fue concluido con regresién logistica con el
fin de determinar cual es la posibilidad de que aumente la presentacion de las
enfermedades del CRP en granjas positivas a IP-H1N1p. Se determin6 que las cerdas
primerizas fueron positivas en un 64% a APP, el 78,8% a Myc, el 94% a PCV2 y el 9,0%
positivas a PRRS. En cuanto a las cerdas multiparas se encontré que el 84,1% fueron
positivas a APP, el 67,4% a Myc, el 92,4% a PCV2 y el 5,3% positivas a PRRS. Se
encontré que en granjas positivas a IP-H1N1p existe 3.19, 1.75 y 5.14 veces mayor
riesgo de presentacion de APP, Myc y PCV2, respectivamente, comparado con las
granjas negativas. En el caso PRRS se determind que cuando la granja es positiva a IP-
H1N1p, disminuye el riesgo de presentacion (OR 0,05). Los hallazgos indican que en
granjas positivas a IP-H1N1p aumenta el riesgo de presentacion de las enfermedades del
CRP especialmente de PCV2, APP y My. Las cerdas primiparas son mas susceptibles en
su orden, a PCV2, Myc y APP, mientras que las cerdas multiparas son méas susceptibles
a PCV2, APP y Myc.

Palabras clave: Influenza porcina pandémica, complejo respiratorio porcino, Colombia,

Abstract

Porcine respiratory disease complex (PRDC) is a serious health problem that mainly
affects growing and finishing pigs. Pneumonia in pigs with PRDC is due to a combination
of both viral and bacterial agents, such as porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (PRRSV), swine influenza virus (SIV), Mycoplasma hyopneumoniae (Myh),
Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Pasteurella multocida and Porcine Circovirus 2
(PCV2). 11 farms of three regions of major production in Colombia were evaluated in the
present study, where 7 of them were positive to SIV-HIN1p. Serum samples were taken
to gilts and multiparous sows between 2008 and 2009 to determine antibody presence of
PRDC by ELISA. Percentages of APP, Myh, PCV2 and PRRSV presentation were 64.5%,
56.9%, 87.5% and 15.3%, respectively, for SIV-HIN1p negative farms. Moreover,
percentage presentation of PRDC in positive farms to SIV-H1N1p was 81.1%, 79.4%,
96% and 1.6% for APP, Myh, PCV2 and PRRSV, respectively. Odds ratio (OR) and P
values revealed statistically significant differences (P<0.05) in PRDC presentation in

gilts and multiparous sows of positive farms to SIV-H1N1p. Logistic regression analysis
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were performed to identify possible increases in PRDC presentation in positive farms to
SIV-H1N1p. It was found that gilts are positive to APP in 64%, 78.8% to Myh, 94% to
PCV2 and 9% to PRRSV. In multiparous sows, it was determined the positivity for APP,
Myh, PCV2 and PRRSV of 84.1%, 67.4%, 92.4% y 5.3%, respectively. Positive farms to
SIV-H1N1p have 3.19, 1.75 and 5.14 times major risk of presentation to APP, Myh and
PCV2, respectively, compared with negative farms. In case of PRRSV, the risk of
presentation decreases when the farm is positive to SIV-H1N1p. The findings indicate that
positive farms to SIV-H1N1p have increased risk presentation of PRDC especially PCV2,
APP and Myh. Gilts sows are more susceptible to PCV2, Myh and APP, whereas the

multiparous sows are more susceptible to PCV2, APP and Myh.

Key words: Swine Influenza Pandemic, Porcine respiratory disease complex, Colombia
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3.1 Introduccidn

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda ocasionada por virus del
genero influenza tipo A. Estos virus estan clasificados en subtipos basados en las
propiedades antigénicas de las glicoproteinas externas hemaglutinina (HA) vy
neuraminidasa (NA). Estas proteinas son altamente variables y muy importantes en la

induccién de la respuesta inmune por parte del huésped (Gramer, 2008).

En la especie porcina, la enfermedad esta caracterizada por la subita aparicion de los
sintomas que por lo general son: tos, disnea, fiebre y postracion; seguido por una rapida
recuperacion. Las lesiones se circunscriben en la mayoria de los casos al tracto
respiratorio y desaparecen rapidamente. El curso y severidad de la enfermedad estan
asociados a la cepa viral actuante y a factores del huésped como la edad y la
competencia del sistema inmune (Easterday et al.,, 1999). La morbilidad suele ser del
100% pero la mortalidad es menor al 1%. La recuperacién de animales se hace entre 7 a
10 dias posinfeccion; las infecciones subclinicas son comunes y la mayoria de cerdos se

pueden reinfectar con otras cepas sin mostrar signos clinicos (Reeth K. V. et al., 2006).

El complejo de enfermedades respiratorias porcinas (CERP) es un problema sanitario
serio que afecta principalmente a cerdos en crecimiento y finalizaciébn, que esta
caracterizado por el crecimiento lento de los animales, disminuciéon en la eficiencia
alimentaria, letargia, anorexia, fiebre y tos. La neumonia con la que cursan los animales
con CERP se genera debido a la interaccion de agentes virales y bacterianos como
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), virus de Influenza Porcina (SIV),
Mycoplasma hyopneumoniae (Myh), Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Pasteurella
multocida y Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) (Kim, J et al., 2003). Aunque la etiologia de
CERP involucra multiples patégenos y varia de granja a granja, diversos estudios lo han
asociado principalmente con M. hyopneumonie y PRRS (Dee, S., 1996; Thacker et a.,
1999).

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia del virus de Influenza porcina
H1N1 pandémico y su asociacion con las enfermedades del complejo respiratorio porcino
(PRRS, Myh, APP, PCV2) en cerdas de granjas de produccion en Colombia.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Animales

Se tomaron muestras de sangre para la obtenciéon de suero a 198 cerdas entre
primerizas y multiparas, distribuidas en 11 granjas de las tres regiones de mayor
produccién de porcinos en Colombia (Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca). Se
realizé la toma de la muestra mediante venopuncién de la vena yugular, empleando
vacutainer™ vy tubos de tapa roja para la separacién de suero. Las muestras fueron

identificadas y almacenadas a -20°C hasta el dia del analisis.

3.2.2 Diagnostico del Virus de Influenza Porcina (SIV)

En las 11 granjas estudiadas se realizé toma de hisopados nasales, lavados bronquiales
(LB) y muestras de tejido de pulmén (TP) de animales que presentaron sintomatologia
compatible con SIV (Easterday et al., 1999). Huevos embrionados de pollo libres de
patégenos especificos (SPF) de nueve dias de edad, fueron inoculados via saco
alantoideo con 200ul de cada una de las muestras anteriormente mencionadas. Los
huevos fueron incubados a 37°C durante 72 horas y fueron monitoreados diariamente; el

fluido alantoideo fue colectado y evaluado por su actividad hemaglutinante.

La linea celular MDCK fue igualmente empleada para el aislamiento de SIV. Para esto,
se emplearon placas de 24 pozos, sembrado 8x10° células/pozo, en medio DMEM
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB-Gibco®), 1% antibiético (Sigma®) y
1% de L-Glutamina (Sigma®). Antes de la inoculacion, el medio de crecimiento de las
células fue removido por inversion y se realizaron 3 lavados con PBS suplementado con
TPCK a una concentracion de 2 ug/ml. A cada pozo se adicionaron 200 pl de
homogenizado de hisopados nasales, LB y TP, independientemente. Las células fueron
mantenidas con este volumen minimo de in6éculo durante una hora a 37°C, 5% CO..
Posteriormente, se adicionaron 2ml/pozo de medio DMEM suplementado con 1% de
SFB, Antibiotico, L-Glutamina y 2ug/ml de tripsina TPCK. Las células fueron incubadas a
37°C, 5% CO, por 3 a 6 dias y fueron observadas a diario para determinar la presencia
de efecto citopatico (ECP). Pasados 3 a 6 dias, el medio fue removido y evaluado por su
actividad hemaglutinante.

A las muestras positivas al aislamiento en huevos embrionados y/o en cultivo celular se
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les realizd extraccion de RNA con el Kit QIAmp viral RNA® (Qiagen. CA), segun el
procedimiento Qiagen One Step RT-PCR (2002). Luego, se llevé a cabo una RT-PCR
duplex de diagndstico (Choi et al. 2002) para determinar si amplificaban regiones de los
genes HA de 1006pb (primers HLF-H1R) y NA (primersN1F-N1R) de 754pb de SIV; los

primers y condiciones de la PCR se encuentran en la tabla 3.1.

Inicialmente, para la sintesis del DNAc se mezcld la muestra de RNA viral (4 pl) con Uni12
primers-Invitrogen® (0,5 ul) y 5,5 yl de agua DEPC. Las condiciones fueron 1 ciclo a 70°C
durante 5 minutos. Posteriormente, se realizd la RT mediante el empleo de la transcriptasa
reversa M-MVL Invitrogen®. Las condiciones de la RT fueron 1 ciclo para la denaturacién a
94°C durante 5 minutos, un ciclo a 42°C para el anillaje durante 30 minutos y 1 ciclo a 4°C

para la elongacion. EI DNAc fue almacenado a -20°C para usos posteriores.

Tabla 3.1. Primers y Condiciones de la PCR para Diagnéstico de SIV-H1N1

Primers Pb  Tm %GC Producto Referencia
H1
H1F 5'GGTAGATGGATGGTACGGTTA3" 21 53,4°C 47,6 1006 pb Choi et al.
2002
H1R 5'GGTCCACCAACT TGAGAAATG3" 21 53,9°C 47,6 Choi et al.
2002
N1
N1F 5"TAAATGACAAACATTCCAATGG3" 22 49,5°C 31,8 754 pb Choi et al.
2002
N1R 5'AACTATCACAGACAATAATAZ’ 20 43,0°C 25 Choi et al.
2002

Las condiciones empleadas de amplificacion de la PCR fueron para la denaturacion
inicial a 94°C por 5 minutos, luego en 35 ciclos se realiz6: denaturacion a 94°C por 1
minuto, anillaje a 53,5°C por 1 minuto y elongaciéon a 72°C por 1 minuto. Por ultimo se

realiz6 una elongacion final a 72°C durante 15 minutos.

Posteriormente, para la amplificacion completa de HA y Na se emplearon un set de
primers universales e internos especificos (Hoffmann et al. 2001). Los productos fueron
purificados a partir de gel con el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen®) y las
muestras fueron enviadas para analisis de secuenciacion a Macrogen (USA).
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3.2.3 Reactividad a SIV por Inhibicién de Hemaglutinacién (HI)

A los sueros recolectados se les realizd la prueba de Inhibicion de Hemaglutinacion para
determinar la presencia de anticuerpos contra SIV, empleando como antigeno la cepa
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (Protocolo OMS, 2005).

3.2.4 Diagnostico de Enfermedades del Complejo Respiratorio
Porcino (ECRP)

Para diagnosticar la presencia de PRRS, Myh, APP y PCV2 en los sueros, se emplearon

kits de ELISA para la deteccién de anticuerpos (tabla 3.2).

Tabla 3.2. Kits de ELISA empleados en el estudio

Enfermedad Kit de ELISA
PRRS IDEXX PRRS X3 Ab Test
Mycoplasma hyopneumoniae IDEXX M. hyo. Ab Test
Actinobacillus pleuroneumoniae ID VET - ID Screen® APP Screening (1-2-
4-7-9-11)
Circovirus Porcino tipo 2 Ingezim PCV, INGENASA

3.2.5 Anélisis Estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se empled el programa Statistix 8.0. Se realizé la
prueba de Chi cuadrado para hallar la probabilidad de presentacion de las enfermedades
del complejo respiratorio con y sin la presencia de SIV y también se realizé analisis de
regresion logistica para determinar los factores de riesgo que aumentan la presentacion
de enfermedades del CERP cuando las granjas y los animales son positivos o negativos
a SIV. Se emple6 un valor de significancia de p<0.05 y para las graficas el software
GraphPad.
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3.3 Resultados

3.3.1 Presencia de Virus de Influenza Porcina pandémico (SIV-
H1N1p)

De las 11 granjas estudiadas, el 7% de ellas fueron positivas al virus de influenza porcina
pandémico tanto por aislamiento en huevos embrionados como en cultivo de células
MDCK (tabla 3.3). Los aislamientos se llevaron a cabo en granjas ubicadas en los
departamentos de Antioquia y Valle en los grupos etéreos de precebo y ceba, mientras

gue en Cundinamarca no se aislaron cepas de SIV-H1N1p.

Tabla 3.3. Virus de Influenza Porcina Aislados por region

Virus Region Células MDCK Huevos
Embrionados

A/SW/COL0102/2009/H1IN1 OCCIDENTAL + -
A/SW/COL0201/2009/H1N1 ANTIOQUIA - +
A/SW/COL0301/2009/H1IN1 ANTIOQUIA - +
A/SW/COL0502/2009/H1IN1 OCCIDENTAL + -
A/SW/COL0602/2009/H1N1 OCCIDENTAL + -
A/SW/COL0701/2009/HIN1 ANTIOQUIA + +
A/SW/COL1002/2009/H1IN1 OCCIDENTAL + +

Aislamiento Positivo (+); Aislamiento Negativo (-)

Los resultados de la secuenciacion del gen que codifica para la proteina HA indicaron
que las cepas aisladas se agrupan dentro de los virus que estuvieron circulando en el
brote de humanos que se presentd en el afio 2009 y fueron clasificados como H1N1
pandémico — 2009 (figura 3.1).
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Figura 3.1. Clasificaciéon filogenética de los aislamientos SIV-H1N1p encontrados en

granjas productoras porcinas en Colombia
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Cuatro de los virus aislados presentaron alta homologia (99%) entre ellos y se
encuentran asociados al virus pandémico del afio 2009; los tres virus restantes
evidenciaron cambios en la secuencia de HA, situacion que llevé a pensar que pudieron
ser los predecesores de los virus que fueron aislados en el afio 2010 en granjas del pais

(datos no publicados).

3.3.2 Reactividad a SIV por Inhibicion de Hemaglutinacion (HI)

Por la prueba de inhibicibn de hemaglutinaciéon se evidencié que las cerdas primerizas
fueron positivas a SIV-H1N1p en un 36.3%, mientras que las cerdas entre 1 y 2 partos y
las multiparas (> 3 partos) fueron positivas a SIV-HIN1p en un 33.3% y 30.3%,
respectivamente. En la figura 3.2 se puede observar la tendencia en la reactividad a SIV-

H1N1p que va marcandose a través del tiempo.

Figura 3.2. Porcentaje de presentacion de SIV-H1N1p por HI en los grupos etareos

evaluados
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3.3.3 Comportamiento de SIV-H1IN1p y de las Enfermedades del

Complejo Respiratorio Porcino (ECRP) a nivel de granjas

Se encontré que en granjas negativas a SIV-H1N1p el porcentaje de presentacion de
ECRP fue mas bajo que en granjas positivas (tabla 3.4). El valor de posibilidades (odds
ratio) y el valor de p revelaron que hubo diferencias significativas (p<0,05) en la
presentacion de ECRP en cerdas primerizas y multiparas de granjas positivas a SIV-
H1N1p (figura 3.3). El andlisis fue concluido con regresion logistica con el fin de
determinar cual era la posibilidad de que aumentara la presentacion de las enfermedades

del CRP en granjas positivas a SIV-H1N1p.

Tabla 3.4. Porcentajes de Presentacion de ECRP en granjas positivas y negativas a IP-

HIN1p

ECRP Granjas Negativas a IP- Granjas Positivas a IP-
H1N1p H1N1p
App 64.5% 81.1%
Myh 56.9% 79.4%
PCV2 87.5% 96%
PRRSV 15.3% 1.6%

Se encontré que en granjas positivas a IP-H1N1p existi6 3.19, 1.75 y 5.14 veces mayor
riesgo de presentacion de APP, Myh y PCV2, respectivamente, comparado con las
granjas negativas. En el caso de PRRS se determiné que se disminuye el riesgo de

presentacion (OR 0,05) de esta enfermedad cuando la granja es positiva a SIV-H1IN1p.

Los hallazgos indican que en granjas positivas a SIV-H1N1p aumenta el riesgo de
presentacion de ECRP especialmente de PCV2, APP y Myh. Por grupos etarios, las
cerdas primiparas son mas susceptibles a PCV2, Myh y APP respectivamente, mientras

que las cerdas multiparas son mas susceptibles a PCV2, APP y Myh.
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Figura 3.3. Porcentaje de presentacion de ECRP en granjas positivas a SIV-H1N1p en

cerdas primerizas y multiparas.
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3.3.4 Comportamiento de SIV-H1N1p y de las Enfermedades del

Complejo Respiratorio Porcino (ECRP) por individuo

Se realizd regresion logistica con el fin de determinar cual es la posibilidad de que
aumente la presentacion de ECRP en animales positivos y negativos a IP-H1N1p. El
valor de posibilidades (odds ratio) y el valor de p revelaron que hubo diferencias
significativas (p<0,05) en la presentacion de ECRP por animal en las granjas del estudio.
Se encontré que en animales positivos a SIV-H1N1p existe 2.42, 2.08 y 1.98 veces
mayor riesgo de presentacibn de  Mycoplasma hyopneumoniae, PCV2 y APP,
respectivamente, comparado con animales negativos. En el caso de PRRS se determiné
gue disminuye el riesgo de presentacion de dicha enfermedad (OR 0,74) cuando el

animal es positivo a IP-H1N1p.

3.4 Discusion

Muchos autores definen al complejo respiratorio de enfermedades porcinas (ECRP)
como una enfermedad respiratoria multifactorial que involucra varios patégenos (Harms
et al.,, 2002; Kim et al., 2003; Opriessing et al., 2007; Fachinger et al., 2008), mientras
otros autores (Thacker, 2006) indican que ECRP son neumonias enzodticas causadas
por Mycoplasma spp. y otras bacterias oportunistas, agravadas por virus respiratorios.

La reactividad seroldgica evaluada en el presente estudio por Hl, indica que el virus de
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Influenza Porcina HIN1 es prevalente en cerdas tanto primerizas como multiparas de las
granjas de produccion en Colombia, pero presenta tendencia a disminuir con el tiempo.
Se esperaba encontrar en los aislamientos realizados en campo virus HIN1 de origen
clasico, pero sorpresivamente los resultados de la secuenciaciéon indicaron que los virus
aislados en las granjas estudiadas se agrupan dentro de los virus HIN1 de origen
pandémico del afio 2009, donde 4 de ellos compartian un 99% de homologia. Por lo
tanto, es importante tener en cuenta que el virus de influenza porcina y en este caso de
origen pandémico, debe ser considerado y evaluado como un patégeno influyente que
cumple un rol importante en la presentacién de enfermedades del complejo respiratorio

porcino en las granjas de produccion en el pais.

Se piensa que el virus pandémico A/California/4/2009 (CA/09) proviene del cerdo, pero
antes de su deteccion en humanos, nunca se habia establecido su circulacién en
poblaciones porcinas (Reeth K. V. et al., 2009). Hasta el momento, no se ha determinado
la participacibn que cumple el cerdo en la epidemiologia mundial del virus
A/California/4/2009 y en la transmision a la poblacién humana. La presentacion del virus
de SIV-H1N1p en Colombia probablemente surgié debido a una transmisién humano
cerdo como lo ocurrido en diversos paises (Weingartl H. et al., 2010; Sreta D. et al.,
2010; Pereda A. et al., 2010); esta hipé6tesis se basa en la forma de presentacion de
brotes de la enfermedad en la poblacién porcina y humana que estuvo involucrada en la
diseminacion del virus y principalmente en los reportes hechos por la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) donde indican presencia del virus en paises como

Argentina, Canad4, Australia, Irlanda, Estados Unidos.

Los resultados obtenidos indican que los animales positivos a SIV-H1N1p aumentan el
riesgo de presentacion de ECRP especialmente de PCV2, APP y Myh. Las cerdas
primiparas y multiparas son més susceptibles a PVC2, seguido de Myh y APP en cerdas
primiparas y APP y Myh en cerdas multiparas. En un estudio realizado por Hansen MS
et al. (2010), determinaron que PCV2 es el patdbgeno que se presenté en la mayoria de
las muestras de pulmén de animales involucrados en la presentacion de ECRP e indican
qgue dicho virus se asocia con la mayoria de patégenos tanto virales como bacterianos.
En el mismo estudio, se determind que los patégenos detectados con mayor frecuencia

en la presentacion de ECRP en cerdos de Dinamarca fueron en su orden PCV2, Myc
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hyopneumoniae, Myc hyohinis y Pasteurella multocida; estos mismos patégenos fueron
encontrados en diferentes proporciones en cerdos con neumonia en Alemania (Palzer et
al., 2008), Taiwan (Chiou et al., 2004) y USA (Choi et al., 2003). La divergencia en la
presentacion de los patdgenos involucrados en CERP va a depender del método de
diagnostico empleado, el estatus sanitario de los animales, factores de manejo de las

granjas o simplemente puede reflejar la naturaleza compleja de la neumonia en el cerdo.

Se pudo comprobar que las granjas positivas al virus SIV-H1N1p son méas susceptibles a
la presentacion de ECRP tanto en cerdas primerizas como multiparas, principalmente la
interaccion observada entre PCV2 con SIV. Estudios hechos en animales entre 18 — 20
semanas de edad han reportado que SIV actla en conjunto con PCV2 en cerdos con
ECRP en condiciones de campo induciendo la presentacion de lesiones mas severas y la
presentacion de enfermedad clinica tanto de influenza como del sindrome de emaciacion
post-destete (Dotrr et al., 2007; Pallarés et al., 2002). Por otro lado, estudios tendientes a
verificar el efecto de la co-infeccidn sobre la replicacién de los virus han mostrado que
SIV no influye en la replicacién de PCV2 en cuanto a inmunosupresion se refiere en
cerdos infectados experimentalmente, pero es claro la presencia de co-infecciones de los
dos agentes (Wei et al., 2010).

Mycoplasma hyopneumoniae (Myh) est4 asociado con la presentacion de neumonia
enzodbtica porcina caracterizada por la alta morbilidad y la baja mortalidad en las granjas
afectadas (Opriessing et al., 2011); Myh actia como inmunosupresor incrementando la
patogenicidad de si mismo y de SIV en el momento de la replicacion de los dos agentes
(Opriessing et al., 2011; Yazawa et al., 2004). Thacker et al., (2001) reportaron que el
porcentaje de lesiones pulmonares y la presentacién de enfermedad clinica en cerdos
inoculados con SIV 21 dias después de la inoculacion con Myh fue mayor que en los

cerdos inoculados solamente con Myh.

Actinobacillus pleuroneumoniae es una enfermedad altamente contagiosa, que causa
pleuroneumonia en cerdos y esta caracterizada por incrementar la susceptibilidad a
infecciones secundarias (Gutiérrez et al., 2000). Es considerado como un parasito
obligado del tracto respiratorio de los porcinos (D.J. Taylor, 1999), situaciébn que
logramos observar en el estudio ya que se determind que granjas positivas a SIV-H1N1p

presentan un 81.1% de positividad a APP. APP posee dos biotipos diferentes, el 1
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contiene 12 serotipos y el 2 contiene 6 serotipos, todos son capaces de causar
enfermedad siendo algunos serotipos mas agresivos que otros (Bossé JT et al., 2002).
Se ha reportado que APP aumenta la incidencia de pleuroneumonia asociada
principalmente a estrés y a la interaccién con agentes virales y bacterianos involucrados
en la presentacion de ECRP (Bossé JT et al., 2002; Kim J et al., 2003).

En cuanto a la presentacion de PRRSV en granjas positivas y negativas a SIV-H1N1p se
encontr6 que la incidencia de PRRSV es mas baja en granjas positivas (1.6%)
comparado con las granjas negativas (15.3%). Estudios de co-infeccién entre PRRSV y
SIV han arrojado resultados contradictorios en la presentacion de enfermedad clinica; por
un lado se piensa que la enfermedad se exacerba cuando los dos agentes interactdan,
donde cerdos que cursan una infeccién con influenza y son luego infectados con PRRSV
presentan cuadros prolongados de fiebre, aumentan la tos y pierden peso (Van Reeth et
al., 1996; Kitikoon et al., 2009); por otro lado, se ha reportado que infecciones previas
con PRRSV no agravan la presentacion aguda de SIV pero puede generar una

subsecuente infeccion cronica (Pol et al., 1997).

Por otro lado, PRRSV puede ser transmitido transplacentariamente, por contacto directo
después del nacimiento y los lechones de madres infectadas son fuentes de infecciéon en
sus subsecuentes fases de produccion especialmente en ceba vy finalizacion (Prieto et al.,
1997). SIV es transmitido por contacto directo entre animales sanos y enfermos, por
aerosoles y afecta animales en cualquier etapa, pero principalmente los que se
encuentran en ceba y finalizacion (Van Reeth et al.,1996); de esta forma se podria
pensar que SIV-PRRSV actuarian en conjunto exacerbando los sintomas respiratorios,

pero esta situacion no fue observada en el estudio.

En cuanto a su tropismo, PRRSV tiene una gran afinidad por macréfagos diferenciados,
de lo cual se ha sugerido que la destruccion de dichas células pulmonares por PRRSV es
el evento clave para hacer del pulmén un 6rgano susceptible a patdgenos secundarios
(Gucht, S., et al, 2011), mientras SIV presenta tropismo por células del tracto respiratorio
superior (Van Reeth et al., 2008). SIV y PRRS son los agentes etioldgicos primarios
asociados con enfermedad respiratoria de cerdos en los Estados Unidos (Choi et al.,
2003) y su co-infeccién podria explicar su rol en la presentacion del ECRP. La infeccion

primaria de SIV se lleva a cabo en las células epiteliales de las vias aéreas resultando en



Capitulo 3 65

necrosis celular, en la produccién de mediadores de la inflamacién y la rapida infiltracion
de células fagociticas; estas células incluyen macréfagos alveolares pulmonares (PAM)
gue son susceptibles a la infeccion por PRRSV. Es posible que la infeccién por SIV
incremente la inflamacion y asi las células blanco para la infeccion inicial de PRRSV
resulten incrementadas y generan una neumonia prolongada (Kitikoon et al., 2009).

Por los resultados encontrados en el estudio es arriesgado afirmar que SIV-H1N1p
bloqueé la replicacion de PRRSV o viceversa, lo que se podria pensar seria que la
presentacion de las enfermedades son dependientes de la virulencia de los virus y el

intervalo de tiempo entre las infecciones (Kitikoon et al., 2009).

Es evidente que las diferentes formas de presentacién de enfermedad respiratoria en
cerdos es debida a la interaccién de agentes virales y bacterianos, y aunque la etiologia
de ECRP involucra multiples patégenos y varia de granja a granja, en este estudio se
determin6 que PCV2 y APP son los agentes virales-bacterianos que mas interactdan con
SIV-H1N1p tanto en granjas como animales positivos a influenza porcina. Aunque es
dificil establecer si el virus de influenza porcina y en este caso de tipo pandémico es un
agente primario, secundario u oportunista, los datos encontrados en este estudio indican
que SIV-HIN1p cumple un papel importante en la presentacion de enfermedades del

complejo respiratorio porcino.
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4.Evaluacion inmunoldgica de una vacuna
Inactiva contra el virus de influenza porcina
para uso potencial en cerdos

Resumen

Durante los ultimos diez afos la vacunacion contra el virus de influenza porcina (SIV) se
ha vuelto una practica comin en la industria porcina de los Estados Unidos. Sin
embargo, el desarrollo de bioldgicos eficaces, que generen reaccidn cruzada ha sido un
desafio para la industria biofarmaceutica por el rapido cambio de los subtipos de SIV. El
objetivo del estudio fue evaluar la respuesta humoral y celular generada luego de la
vacunacion contra SIV con un biol6gico inactivado. Para esto se emplearon treinta cerdos
de 9 semanas de edad que fueron divididos aleatoriamente en tres grupos (grupo A
n=10; grupo B n=10; grupo control n=10). Los cerdos fueron vacunados por via
intramuscular dos veces en la semana 1 y 3 del estudio; el grupo A fue inmunizado con
una vacuna bivalente (A/SW/COL0102/2009/H1IN1 y ASW/COL0401/2008/H1N1) junto
con adyunante de hidroxido de aluminio (tratamiento A) y el grupo B con una vacuna
bivalente (A/SW/COL0102/2009/HIN1 y ASW/COL0401/2008/H1IN1) junto con
adyuvante Emulsigen® (tratamiento B). Muestras de suero fueron colectadas durante 9
semanas luego de la primera vacunacion para el andlisis por inhibicion de
hemaglutinacion (HI), se escogieron 5 sueros aleatoriamente de cada grupo para el
analisis de IL-4, IL-10 e INF-y por ELISA tomados en las semanas 1, 3, 5, 7,y 9;
muestras de sangre completa fueron colectadas en las semanas 1, 5y 9 para el andlisis
por citometria de flujo. Se logré determinar que las dos vacunas produjeron titulos altos
de anticuerpos (Ac), fueron capaces de estimular las poblaciones CD4+ y CD8, junto con
la produccion de IL-4 e IL-10. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre
los dos biolégicos, se pudo observar que los biolégicos estarian en capacidad de
proteger animales en campo, que es recomendable el esqguema de vacunacién empleado

en el estudio y que los biolégicos eventualmente protegerian a los animales contra cepas
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circulantes en Colombia.

Palabras Clave: vacuna inactivada, virus de influenza porcina, respuesta inmune
humoral, respuesta inmune celular

Abstract

During the last ten years, vaccination against swine influenza virus (SIV) has become a
common practice in the swine industry of the United States. However, the biological
development effective that gendering cross-reaction has been a challenge for the
biopharmaceutical industry for the rapid change of the subtypes of SIV. The aim of this
study was to evaluate the humoral and cellular response generated after vaccination with
a biological inactivated SIV. Thirty pigs of 9 weeks of age were randomly divided into
three groups (group A n = 10, group B n = 10, control group n = 10). The pigs were
vaccinated twice intramuscularly at week 1 and 3 of the study: group A was immunized
with a bivalent vaccine (A/SW/COL0102/2009/HIN1 and ASW/COL0401/2008/H1N1)
with adyunante of aluminum hydroxide (treatment A) and group B with a bivalent vaccine
(A/SW/COL0102/2009/H1IN1 and ASW/COL0401/2008/H1N1) with adjuvant Emulsigen ®
(treatment B). Serum samples were collected for 9 weeks after the first vaccination for
analysis by hemagglutination inhibition (HI), 5 sera were selected randomly from each
group for analysis of IL-4, IL-10 and INF-y by ELISA taken at weeks 1, 3, 5, 7, and 9,
whole blood samples were collected at weeks 1, 5 and 9 for analysis by flow cytometry. It
was determined that the two vaccines produced high titers of antibodies (Ab) were able to
stimulate CD4 + and CD8 populations, along with the production of IL-4 and IL-10. Although
no significant differences between the two biological, it was noted that biologics would be able
to protect animals in the field, it is recommended the vaccination schedule used in the study

and that biological eventually protect animals from strains circulating in Colombia.

Key words: inactivated vaccine, swine influenza virus, humoral immune response,

cellular immune response



Capitulo 4 73

4.1 Introduccidén

En los dltimos afos, la aparicién de brotes de virus de influenza porcina se ha venido
presentando a intervalos regulares en las granjas a nivel mundial, desafiando la
capacidad protectora del sistema inmunolégico de los cerdos. La amenaza de los virus
de influenza es real y la inmunidad protectora frente a los brotes estacionales y
pandémicos con la vacunacion es crucial (Combadiére B et al., 2010); por tal motivo,
para que una vacuna sea efectiva en términos de generacion de proteccion inmune, va a
depender de la rapidez con la cual ésta sea implementada, la eleccién de la cepa vacunal
entre los virus circulantes y la seleccién del adyuvante. En el caso del virus de influenza
porcina (SIV), la vacunacion como estrategia de control se ha vuelto una practica comun
en la industria porcina de los Estados Unidos; sin embargo, el desarrollo de vacunas
eficaces que generen reaccidn cruzada contra cepas heterélogas se ha convertido en un
gran desafio por los rapidos cambios que los diferentes subtipos de SIV han sufrido
debido a las recombinaciones y al drift antigénico (Platt R et al., 2011). Actualmente, las
vacunas empleadas contra SIV en los Estados Unidos y en Europa son biolégicos de tipo
inactivado que estan licenciadas para ser aplicadas en animales mayores a 3 semanas

de edad y requieren de la aplicacion de una segunda dosis (Kitikoon P et al., 2009).

La infeccion con virus de influenza induce una respuesta de anticuerpos virus-especifica
dirigida directamente a las dos glicoproteinas de superficie hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) (Mancini et al., 2011; Webster RG et al., 1987). Los anticuerpos HA-
especificos se unen a la cabeza globular trimérica e inhiben la unién con el receptor y la
entrada del virus en la célula huésped, logrando de esta forma que el virus sea
neutralizado. Por otro lado, la actividad enzimatica de la proteina NA resulta en el clivaje
de los residuos de acido sialico en la superficie de las células para facilitar la liberacion y
diseminacion de nuevas particulas virales formadas. Los anticuerpos que se unen a NA
no neutralizan directamente al virus pero por inhibicién de la actividad enzimatica a NA

limitan su diseminacion (Flint, S.J. 2004).

Los principales isotipos de anticuerpos en la respuesta inmune humoral especifica contra
virus de influenza son IgA, IgM e IgG. Los anticuerpos IgA son producidos localmente y
transportados a través del moco a lo largo del tracto respiratorio; en suero, las IgA son

producidas rapidamente después de la infeccion con virus de influenza y su presencia es
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indicativa de infeccién reciente (Voeten et al., 1998). Los anticuerpos séricos del subtipo
IgG se encuentran predominantemente en el tracto respiratorio y generan proteccion a
largo plazo. Los anticuerpos IgM inician la neutralizacién del virus de influenza mediados

por el complemento y son indicativos de infeccion primaria (Larsen et al., 2000).

Tras la infeccion con virus de influenza, la inmunidad celular es inducida y las células
CD4+ son activadas cuando el complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (CMH-II) le
realiza la presentacién del antigeno. Diferentes grupos de células T ayudadoras (Th) se
han reconocido basados en la expresion de citoquinas. Las células Th2 producen IL-4 e
IL-13 promoviendo la respuesta de las células B, mientras que las células Th1l producen
INF-y e IL-2 que estan involucradas principalmente en la respuesta inmune celular
(Kreijtz et al., 2011). La activacién de las células T CD8+ se da cuando el CMH-I le
presenta al antigeno y ellas van a estar estan encargadas de reconocer y eliminar las
células infectadas previniendo la produccion de nuevas progenies del virus de influenza.
Su actividad litica estd mediada por la interaccion Fas/FasL y por la liberacién de
perforinas y granzymas, donde la primera permeabiliza las membranas de las células
infectadas y subsecuentemente las granzymas entran a la célula e inducen apoptosis
(Kreijtz et al., 2011; Andrade, F., 2010).

Para controlar la diseminacion de virus de influenza en los humanos, se han establecido
sistemas de vigilancia epidemiol6gicas que predicen las cepas que circularan y de esta
forma se escogen las cepas para el desarrollo de las vacunas estacionales. Analisis
realizados después de la aplicacién de la vacuna han mostrado una pobre eficacia en el
control del virus probablemente debido a la distancia entre las variantes antigénicas de la
vacuna y las cepas circulantes (Combadiere B et al., 2010). Por lo contrario, los
fabricantes de vacunas contra SIV para cerdos no estan obligados a reemplazar
regularmente sus cepas vacunales para que coincidan con los virus circulantes y muchas
vacunas comerciales contienen diferentes cepas de HIN1 y H3N2 incluyendo
aislamientos antiguos desde 1970-1980 o virus mas recientemente aislados a partir del
afo 2000. A pesar del hecho de que SIV no sufre tantos cambios (drift antigénico) como
los virus de influenza en humanos, ciertas modificaciones genéticas y antigénicas han
sido encontrados (Van Reeth et al., 2004) y es necesario cuestionarse si las vacunas que

contienen cepas antiguas deben ser actualizadas (Kyriakis, C.S., et al., 2010).
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El control futuro de virus de influenza A en el cerdo dependera del desarrollo y uso de
vacunas que provean una adecuada proteccion cruzada y la induccién de una respuesta
inmune basada en mecanismos mediados por la respuesta humoral y celular. Estudios
de influenza en un huésped natural como el cerdo son limitados dada la escasa
informacién de la respuesta humoral y celular generada por las vacunas inactivadas. El
objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta humoral y celular generada luego de la
vacunacion contra SIV con un bioldgico inactivado empleando la prueba de inhibicién de

la hemaglutinacién (HI) y citometria de flujo multiparamétrica (CFM).

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Animales experimentales

Treinta cerdos de 9 semanas de edad provenientes de una granja libre de SIV y PRRSV,
fueron empleados en el estudio. Los animales fueron evaluados antes del inicio del
experimento con la prueba de HI para asegurarse que fueran seronegativos a SIV. Para
reducir efectos confusos de co-infecciones con bacterias en el tracto respiratorio, los
cerdos fueron tratados con enrofloxacina 5% (Genfar®, SA,) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante 5 dias antes de la primera vacunacion. Los cerdos
fueron divididos aleatoriamente en tres grupos: grupo/tratamiento A o0 vacuna con
adyuvante de Hidroxido de Aluminio (n=10), grupo/tratamiento B o vacuna con adyuvante
Emulsion (Emulsigen®) (n=10), y grupo/tratamiento control (n=10). Se administré
alimento y agua ad libitum a los animales y fueron mantenidos en las mejores
condiciones de salubridad. El estudio fue sometido a la evaluacién y aprobacion por parte
del comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Nacional de Colombia.

4.2.2 Vacunas
Dos vacunas experimentales inactivadas con [B-propiolactona (Sigma®) fueron

empleadas en el estudio. En la tabla 4.1 se muestra el contenido de cada biolégico. Las
cepas vacunales fueron aislamientos de campo hechos en Colombia entre el afio 2008-
2009, donde la cepa A/SW/COL0102/2009/HIN1 corresponde a un virus de tipo
pandémico, aislado del departamento del Valle y la cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 es

un virus clasico, aislado en el departamento de Antioquia; ambos virus fueron aislados de
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animales que se encontraban en la etapa de precebo.

Tabla 4.1 Vacunas experimentales empleadas en el estudio

Vacuna Cepas de SIV Sustrato de Tipo de Adyuvante Contenido
Produccién Vacuna Antigénico
A A/SW/COL0102/2009/H1N1 Huevos Inactivada — Hidréxido de DIEs; 10°°
(H1N1p) embrionados virus completo Aluminio de cada subtipo
A/SW/COL0401/2008/H1N1
(H1N1c)
B A/SW/COL0102/2009/HIN1 Huevos Inactivada — Emulsién aceite DIEs 10°°
(H1N1p) embrionados virus completo en agua de cada subtipo
A/SW/COL0401/2008/H1IN1 (Emulsigen® -
(H1N1c) D, MVP
Technologies,
Omabha, NE)

4.2.3 Disefio Experimental

Los cerdos fueron ubicados en tres grupos experimentales aleatoriamente: los animales
del grupo A y B recibieron dos dosis vacunales, la primera aplicada en el dia 0 del
estudio y la segunda dosis fue aplicada en el dia 21; mientras que los cerdos del grupo
control no fueron vacunados. Las vacunas fueron administradas en 2ml/dosis por via
intramuscular profunda en la tabla del cuello. Posteriormente, se realizd monitoreo
clinico durante tres dias seguidos registrando la temperatura rectal y frecuencia
respiratoria continuamente, donde temperatura 240°C fue considerada fiebre y frecuencia
245 fue considerada taquipnea. En la semana 6 del experimento un cerdo del grupo
control tuvo que ser sacrificado porque comenzé a perder condicion corporal y no volvié a

consumir alimento.

4.2.4 Muestras de Sangre

Se recolectaron muestras de sangre para la obtencion de suero de todos los cerdos
minutos después de la primera vacunacion y durante cada semana por 9 semanas. Los
sueros fueron separados mediante centrigugacioén a 2000xg durante 10 minutos y fueron
almacenados a -20°C hasta el dia del analisis. Adicionalmente, se obtuvieron muestras
de sangre completa en tubos con heparina sddica procedentes de 5 animales de cada
grupo (15 muestras de sangre por semana) en la semana 1, 5 y 9 del experimento para

la separacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).



Capitulo 4 77

4.2.5 Prueba de Inhibicién de Hemaglutinacion (HI)

Los sueros empleados para la prueba de HI fueron tratados con la enzima RDE
(Receptor Destroying Enzyme, Sigma®) junto con solucién salina de calcio durante 16
horas a 37°C y luego fueron incubados con citrato de sodio a 37°C por 30 minutos para
eliminar las aglutininas inespecificas en el suero. La prueba de HI fue desarrollada con
los virus homologos A/SW/COL0401/2008/H1IN1 y A/SW/COL0102/2009/H1N1 (clasico y
pandémico, respectivamente), empleando glébulos rojos de pollo al 0.5%. El titulo de
cada suero fue el valor reciproco de la dilucion donde haya ocurrido una inhibicion total
de la hemaglutinacion (WHO, 2002).

4.2.6 ELISAS para la deteccion de IL-4, IL-10 e INF-y

Para la deteccion de las tres citoquinas se emplearon ELISAS de fase sélida tipo
sandwich. Se utilizaron los sueros de 5 animales de cada grupo (15 muestras de sangre
por semana) en la semana 1, 3, 5, 7 y 9 del experimento. Para IL-4 se empled el kit Sw
IL-4 (Invitrogen™, #cat. KSC0041), para IL-10 se empleé el kit Sw IL-10 (Invitrogen™,
#cat. KSC0101) y para INF-y se empled el kit Sw INF-y (Invitrogen™, #cat. KSC4021).
Para la obtencion de las concentraciones de cada citoquina se emplearon curvas de

calibracion de acuerdo a lo recomendado por el fabricante.

4.2.7 Citometria de Flujo Multiparamétrica

4.2.7.1 Preparacion de PBMCs

La sangre fue diluida v/v en solucion fosfato buffer salino (PBS, pH 7,2) y luego se formo
el gradiente en Ficoll-Paque™ PLUS (1077 densidad — GE Healthcare®). Se centrifugé a
400 x g por 30 minutos a 18°C y luego la interfase de células (PMBC) formada fue
recuperada y lavada dos veces en PBS. Las PBMCs fueron congeladas a -196°C en

nitrdgeno liquido hasta su lectura por citometria de flujo.

4.2.7.2 Cultivo Celular

Las PBMCs (2 x 10%ml) fueron descongeladas y cultivadas en cajas de 6 pozos a 37°C,
5% CO, en medio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado con 20% suero fetal bovino
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(Gibco®), 1mM de piruvato de sodio, 1% Antibiético (Gibco®). Se dejaron estabilizar las

células por 14 horas y luego se realiz6 la activacion.

4.2.7.3 Activacion de PBMCs

Las PBMCs fueron activadas a la mafana siguiente a la descongelaciéon con 1ug/ml de
lonomicina (Sigma®) y 20ng/ml de phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma®), los
gue fueron adicionados para estimular la produccién de citoquinas. Igualmente, las
células fueron estimuladas con 1yl de cada vacuna en el pozo de células
correspondiente (A-B) y con 1ul de cada cepa viral (A/SW/COL0102/2009/HIN1 y
A/SW/COL0401/2008/HIN1). En la tarde de ese mismo dia se adicioné 10ug/ml de
brefeldina A (Sigma®) que actia blogueando el transporte de citoquinas acumulandolas

intracelularmente (ver figura 4.1).

Figura 4.1 Esquema empleado para la activacion de PBMCs

Placa 1l Placa 2
/lm lM I‘N /Im lm la

Placa 1: A1) Animal que recibié vacuna con hidroxido de aluminio. Control -: Control negativo, Vacuna A:

estimulo con 1yl de vacuna que contenia hidroxido de aluminio, Virus C-P: estimulo con 1yl de la cepa
pandémica y clasica, Control+: control positivo. B1) Animal que recibié vacuna con Emulsion. Control -:
Control negativo, Vacuna B: estimulo con 1ul de vacuna que contenia Emulsion, Placa 2: Virus C-P: estimulo
con 1ul de la cepa pandémica y clasica, Control+: control positivo. C1) Animal del grupo control. Control -:
Control negativo, Vacuna AB: estimulo con 1ul de cada vacuna, Virus C-P: estimulo con 1ul de la cepa

pandémica y clasica, Control+: control positivo.

4.2.7.4 Marcacion de PBMCs

Al siguiente dia de la activacion de las células, cada pozo fue transferido a un tubo donde

fue removido el medio RPMI 1640 de las células por centrifugacion a 700xg por 5
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minutos. Luego, se emple6 1 ml de PBS para lavar las células dos veces
centrifugandolas a 700xg/5minutos y se dejaron resuspendidas en 100ul de PBS junto
con los anticuerpos. Se empled una mezcla de anticuerpos monoclonales que fueron
adicionados a todas las PBMCs y fueron incubados a 4°C en la oscuridad por 20
minutos. La mezcla de anticuerpos consistia de PE Mouse Anti-Pig CD4a (# cat. 559586,
BD Pharmingen™), FITC Mouse Anti-Pig CD8a (# cat. 551303, BD Pharmingen™) y
APC-Cy™7 Mouse Anti-Human CD69 (# cat. 557756, BD Pharmingen™). Luego las
PBMCs fueron lavadas dos veces con PBS para remover los anticuerpos que no se
unieron. Para la marcacion intracelular, las PBMCs fueron tratadas con 250ul de la
solucién cytofix/cytoperm (# cat. 554722, BD Biosciences Pharmingen) a 4°C por 20
minutos y fueron lavadas una vez con la solucibn BD perm/wash (# cat. 554723, BD
Biosciences Pharmingen). Luego se adiciond 50 ul de la solucién BD perm/wahs junto
con el anticuerpo monoclonal BD Fastimmune Anti-Human INF-y (# cat. 341117, BD
Pharmingen™), el cual fue incubado a 4°C durante 20 minutos en la oscuridad.
Finalmente, las células fueron lavadas dos veces con 1ml de la solucién perm/wash y por
Gltimo fueron resuspendidas en 250ul de PBS para su lectura en el citbmetro de flujo
FACS ARIA 11 (BD, Biosciences, USA).

4.2.7.5 Analisis de Citometria de Flujo

Para el andlisis de los datos se emplearon los resultados obtenidos de PBMCs de las
semanas 1, 5 y 9 mediante el software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR). Se
analizaron 60.000 eventos por cada muestra leida en el citbmetro. Del total de la
poblacion de PBMCs se identificaron grupos de células T basandose en la combinacion
CD4, CD8 y la expresion o la pérdida de CD69 e INF-y. Para formar las ventanas
(“Gates”) de expresion de CD4, CD8 y dentro de estas poblaciones la expresion de CD69
e INF-y se empled una muestra negativa (no estimulada ni con vacunas ni con antigeno)
de cada cerdo para delimitar las poblaciones celulares mencionadas. Las mismas
ventanas tanto de cada pardmetro como de cada grupo de células fueron aplicadas a las
muestras de cada cerdo. El porcentaje de células positivas para cada parametro fue
calculada por la substraccion del porcentaje de células positivas de las muestras no
estimuladas por biolégicos ni por antigeno del porcentaje de células positivas que si

fueron estimuladas por los tratamientos incluyendo el estimulo de SIV.
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4.2.8 Analisis estadistico

Los datos del ensayo fueron analizados en cuanto a normalidad y homoscedasticidad
empleando el software estadistico Statistix 8.0. Los tratamientos fueron analizados
mediante un modelo linear general ANAVA. Aquellas variables que no siguieron una
distribucién normal fueron analizadas mediante el test de Kruskall Wallis. Para todos los

analisis se considerd una diferencia significativa cuando P<0,05.

4.3 Resultados

4.3.1 Prueba de Inhibicién de Hemaglutinacion (HI)

Los anticuerpos producidos por los tratamientos A y B fueron medidos con la prueba de
HI empleando como antigeno la cepa clasica A/SW/COL0401/2008/HIN1 y la cepa
pandémica HA/SW/COL0102/2009/H1N1 aisladas de los departamentos de Antioquia y
Valle del Cauca, respectivamente. Inicialmente, se determiné la produccion de
anticuerpos inducidos por cada vacuna y fueron comparados con el grupo control durante

las 9 semanas del experimento.

Con la vacuna que contenia hidréxido de aluminio (tratamiento A) se pudo observar en la
semana 1 (aplicacion de la primera dosis) que los titulos de anticuerpos (Ac) inducidos
contra la cepa clasica fueron de X= 0,0 y para la cepa pandémica de X= 42,0; luego
comenzaron a incrementarse hacia la semana 2 (cepa clasica X= 2206,0; cepa
pandémica X=2256,0), con un decrecimiento hacia la semana 3 solamente observado
con la cepa clasica X= 92,0, mientras que la cepa pandémica aumento los titulos de Ac
X= 2496.0, un comportamiento particular, ya que se esperaba que en la semana 3
bajaran los niveles de anticuerpos. Al revacunar (semana 3), se encontr6 que los Ac
contra la cepa clasica volvieron a incrementarse alcanzando su titulo mas alto en la
semana 8 (X=1792) posvacunacion; mientras que los Ac inducidos contra la cepa
pandémica se mantuvieron estables y luego comenzaron a descender paulatinamente
hacia la semana 7 (X=744,0). En la semana 9, se encontr6 que los Ac contra las dos

cepas vacunales se encuentran en el mismo punto (X=440,0) (figura 4.2).

Los anticuerpos producidos por la vacunacion con el tratamiento A se comportaron como
una curva de anticuerpos esperada en el tiempo, es decir, se encontré una respuesta

inicial en las tres primeras semanas, a partir de la cual, los titulos de Ac descendieron
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rapidamente. Posterior a la aplicaciéon de la segunda dosis, se observd que los Ac
alcanzaron titulos mas altos, por tiempo mas prolongado y su descenso fue mas lento

que lo observado con la primera dosis.

Figura 4.2 Generacion de Ac por la Vacuna que contiene Hidroxido de Aluminio
(Tratamiento A)

Hidréxido de Aluminio

102404
- Cepa Clasica
A/Sw/COL0401/2008/H1N1

- Cepa Pandémica
A/SwCOL0102/2009/H1N1

—A— Control Cepa Clasica

Titulo de Ac - log2

-©- Control Cepa Pandémica

En cuanto a la vacuna que contenia la Emulsion (tratamiento B), se encontrdé que en la
semana 1 los titulos de Ac inducidos contra la cepa clasica fueron de X=0,0 y contra la
cepa pandémica X= 45,0. Hacia la semana 2, se observdé que se incrementaron los
anticuerpos para ambas cepas (cepa clasica X= 1570; cepa pandémica X= 2720,0), en la
semana 3 se evidencia un aumento de Ac para la cepa pandémica (X=3840,0)
comparado con la cepa clasica (X=836,0); el decrecimiento se presentd en la semana 4
observado principalmente en la cepa clasica (X=36,0). Posterior a la aplicacién de la
segunda dosis (semana 3) los titulos de anticuerpos comenzaron a aumentar contra los
dos antigenos vacunales a partir de la semana 5 (cepa clasica X= 384,0; cepa
pandémica x= 2848). Curiosamente, en la semana 6 estos decaen contra la cepa clasica
(X=144,0), mientras que para la cepa pandémica aumentaron (X=4032,0). Entre las
semanas 7 y 8 los Ac contra la cepa clasica aumentan (X=2208,0), mientras que para la
cepa pandémica disminuyen (X=1472). Ya en la semana 9, se produjeron en mayor
cantidad anticuerpos contra la cepa pandémica que contra la clasica encontradose
diferencias significativas (X=1472,0 vs. X=768,0, respectivamente) (figura 4.3).
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Figura 4.3 Dindmica de Anticuerpos generados por la vacuna que contiene la Emulsion
(Tratamiento B)

Emulsion
10240-
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El comportamiento observado dentro del tratamiento B a través del tiempo, indic6 que
hubo una respuesta inicial y seguida por una segunda respuesta por parte de los
anticuerpos inducidos por la segunda vacunacién. Sumado a lo anterior, se pudo
observar que el tratamiento B (X=1472) en la semana 9 mantuvo titulos de Ac mas altos

comparados con el tratamiento A (X=440), evaluados por la prueba de Hl.

Se realiz6é la comparacién entre las vacunas por semanas para determinar cual de los
dos biolégicos generaba el mayor titulo de anticuerpos a través del tiempo (figura 4.4). Si
bien, no se encontraron diferencias significativas entre los biolégicos (p>0,05), la vacuna
del tratamiento B (Emulsién) generd titulos mas altos durante las semanas 3,5, 6, 7, 8y
9 del estudio comparada con la vacuna del tratamiento A (Hidroxido de Aluminio). Por
otra parte, se pudo determinar que la cepa pandémica empleada en las dos vacunas
genero los titulos de anticuerpos mas altos (X= 2030,0), comparada con la cepa clasica

(X=729,11), independientemente del adyuvante empleado.
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Figura 4.4. Comparacion de produccién de Ac entre las dos vacunas a través del tiempo
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Al comparar las vacunas respecto del grupo control, se encontraron diferencias
significativas (p<0,05). WHO (2002), indica que por la prueba de HI muestras con
titulos de anticuerpos <40 se consideran como seronegativas. Basados en este
criterio, se establecié que los animales no vacunados presentaron titulos negativos
(=40) frente a los antigenos vacunales (figura 4.5). Se pudo determinar que ambas
vacunas generaron titulos similares de anticuerpos contra la cepa clasica (tratamiento
B, X=729,11 y tratamiento A, X=569,67). Para la cepa pandémica existieron
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) observado desde la semana 2
hasta la 9 del experimento (tratamiento B, X=2030,0 y tratamiento A, X=1401,3),
siendo la vacuna que generd mayores titulos de anticuerpos la del tratamiento B (X

=197,3) que contenia la Emulsién.
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Figura 4.5 Promedio Total de Anticuerpos generados por los tratamientos A y B durante

las 9 semanas del experimento
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4.3.2 ELISA para la Deteccion de IL-4, IL-10 e INF-y

43.2.11L-4

Se realizé una prueba ELISA tipo sandwich para determinar la concentracion de IL-4 en
el suero de 5 animales escogidos al azar de cada grupo (n=15) durante las semanas 1, 3,
5, 7, y 9 del experimento. Si bien no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05)
en las concentraciones de IL-4 durante las semanas del experimento dentro de los
tratamientos, se observd que ésta alcanzé sus concentraciones mas altas en la semana
5 (X=7,71).

La concentracion de IL-4 en la semana 1 generada por el tratamiento A fue de X=7,77
comparado con el tratamiento B (X=6,14); en la semana 3 (X=7,60) y 5 (X=9,97) se
observé que el tratamiento B generdé mayor concentracion de IL-4 comparado con el
tratamiento A (semana 3 X=5,57; semana 5 X=6,05), en la semana 7 hubo una
disminucion de IL-4 en el tratamiento B (X=5,74) comparado con el tratamiento A
(X=7,75), mientras que en la semana 9 se observé que el tratamiento B (X= 8,22) generé
concentraciones mas altas de IL-4, comparado con el tratamiento A (X=6,31). El
comportamiento de los tratamientos en cuanto a la concentracion de IL-4 fue similar
durante el experimento (p>0,05), excepto en la semana 5 donde hubo diferencias
significativas (p<0,05) siendo mayor la respuesta a la vacuna del tratamiento B respecto

a la vacuna con hidréxido de aluminio (figura 4.6).
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Figura 4.6 Concentracion de IL-4 producida por las vacunas por semanas
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Al determinar la concentracién de IL-4 producida por los tratamientos A y B, se observo
gue no hubo diferencias significativas entre estos (p>0,05); sin embargo, se encontré que
el tratamiento B generd concentraciones mas altas de IL-4 (X=7,54) comparado con el
tratamiento A  (X=6,69) (figura 4.7) y que existe una clara diferencia entre los
tratamientos y el grupo control (p<0,05).

Figura 4.7 Promedio de la concentracion de IL-4 durante todo el experimento
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4.3.2.2 1L-10

Se determind la concentracion de IL-10 por semanas y no se observaron diferencias
significativas entre estas (p>0,05) dentro de cada tratamiento, excepto en la semana 9,

donde se produjo la concentracion mas alta (X=24,1).

Para determinar el comportamiento de los tratamientos en la produccion de IL-10, se
realizé el andlisis por semanas donde se observé que no hubo diferencias significativas
(p>0.05) entre los dos bioldgicos; no obstante, en la semana 7 el tratamiento A presento
una disminucion de IL-10 y el tratamiento B mantuvo una produccién constante (p<0,05)
(figura 4.8).

Figura 4.8. Concentracion de IL-10 producida por vacuna por semanas
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A pesar de no encontrarse diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos, se
observé que aquel que contenia la Emulsion produjo concentraciones mas altas y
estables de IL-10 (X=26,3) en comparacion con aquel que contenia Hidroxido de
Aluminio (X=24,8). Al comparar los dos tratamientos con el grupo control se encontré que

hay diferencias significativas entre estos (p<0,05) (figura 4.9).
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Figura 4.9 Promedio de la concentracion de IL-10 durante todo el experimento
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4.3.2.3 INF-y

Al analizar las concentraciones de INF-y obtenidas durante las semanas del
experimento, no se encontraron diferencias significativas entre las mismas dentro de los
tratamientos (p>0,05). El punto de concentracibn mas alta de INF-y se onservé en la
semana 5 con un promedio de X=83,0.

En cuanto a la concentracion de INF-y en la semana 1 producida por el tratamiento A fue
de X=37,48 comparado con el tratamiento B (X=83,55); en la semana 3 (tratamiento A
X=32,96; tratamiento B X= 35,02) y 5 (tratamiento A X=35,84; tratamiento B X= 32,87) se
observé que ambos tratamientos se comportaron de forma similar, mientras que en la
semana 7 cae la concentracion generada por el tratamiento A (X=9,19) comparado con el
tratamiento B (X= 39,79) que se mantiene como las dos semanas anteriores. En la
semana 9 se determind que aumenta considerablemente la concentracion de INF-y
generada por el tratamiento A (X=73,29) comparado con el tratamiento B (X=13,10). No
se encontraron diferencias significativas entre los dos biolégicos usados (p>0,05),
aunque el tratamiento que contenia la Emulsion presentd un comportamiento mas

estable en la concentracién de INF-y durante el tiempo (figura 4.10).
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Figura 4.10 Concentracion de INF-y por semanas entre Vacunas
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Si bien no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos, aquel
gue contenia hidréxido de aluminio generé concentraciones mas altas de INF-y
(X=70.07) comparado con aquel que contenia la Emulsién (X=40.86). Se encontraron
diferencias significativas entre el grupo vacunado con el tratamiento A y el grupo control
(p<0,05) (figura 4.11).

Figura 4.11 Promedio de la concentracion de INF- y durante todo el experimento
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4.3.3 Citometria de Flujo

Los resultados obtenidos fueron analizados con el fin de determinar diferencias en la

respuesta inmune de tipo celular entre los tratamientos durante las semanas 1, 5y 9 del
experimento.
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En la semana 1 no se encontraron diferencias significativas en la respuesta celular
(p=0,1115) entre los tratamientos, mas especificamente en la activacion de la poblacion
de linfocitos CD4 y dentro de ella la activacién de CD69, INF-y y CD69+INF-y+; sin
embargo, se encontré que el tratamiento B estimuld las células CD4 en mayor proporcion
(X=9,36), comparado con el tratamiento A (X=7,37). Lo mismo se determind en la
activacion de la poblacién de linfocitos CD8 y, a su vez, de CD69, INF-y y CD69+INF-y+,
donde tampoco se observaron diferencias significativas entre los dos bioldégicos
(p=0,6748). A pesar de esto, el tratamiento B (X=11,92) fue el que mejor se comporto,
comparado con el tratamiento A (X=11,15). Al comparar la respuesta de ambos
tratamientos con el grupo control, se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
(figura 4.12).

Figura 4.12 Comparacion entre tratamientos para la activacion de linfocitos en la semana
1

N
g

Hidréxido de Aluminio (Tratamiento A)

-
o
1

=) Emulsigen (Tratamiento B)

-
(=]
1

(=] wn
1
7777777770 *
e X
s W

EZ3 Control

% de activacion de poblaciones celulares

* ¥ %

N[

T  ;

®

h,e““ &
&

* no hay diferencias significativas ** Existen diferencias significativas

En la figura 4.13 se encuentran los patrones de marcacion por citometria de flujo
obtenidos con el estimulo de cada tratamiento. Se logré obtener la separacion de las
poblaciones CD4 y CD8 vy, dentro de cada una de ellas, se buscé la presencia de CD69 e
INF-y. Se observé que la poblacién CD69 fue estimulada por los dos bioldgicos indicando
la activacién de la respuesta de tipo celular en la semana 1 del experimento, mientras

que la poblacién de INF-y su activacion fue mucho mas reducida y dificil de detectar.
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Figura 4.13 Citometria de Flujo de muestras de la semana 1 estimuladas con la Vacuna

gue contiene Hidréxido de Aluminio y Emulsigen®
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Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular

gue se encuentra en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de
muestras para semana 1

CD4+CD69+  CD4+INFy+ CD69+ CD8+CD69+ CD8+INFy+ CD69+
INFy+ INFy+
Tratamiento A 28,17% 3,0% 0,91% 12,31% 2,33% 0,25%
Tratamiento B 27,31% 2,47% 0,46% 23,21% 1,03% 0,02%

En la semana 5 se determiné que existieron diferencias significativas (p=0,0121) entre los
dos bioldgicos, donde se observé que el que contenia la Emulsion (X=22,37) activd los
linfocitos CD4 en mayor proporcion comparado con el que contenia hidréxido de aluminio
(X=16,42). En cuanto a la activacion de CD69, INF-y y CD69+INF-y+ no se encontraron
diferencias significativas (P>0,05) entre los tratamientos, aunque la Emulsion generd mejor
respuesta, ya que estimulé en mayor porcentaje estas poblaciones. Por el contrario, en la
activacion de los linfocitos CD8 no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos para ésta semana (p=0,5951) lo que sucedié igual para las poblaciones CD69,
INF-y y CD69+INF-y+, aunque se debe resaltar que el tratamiento que indujo una mejor
respuesta de tipo celular fue el que contenia la Emulsion (figura 4.14).

Figura 4.14 Comparacién entre tratamientos para la activacién de linfocitos en la
semana 5
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En la figura 4.15 se observan los patrones de marcacion por citometria de flujo de las
muestras en la semana 5 que fueron estimuladas por los biolégicos que contienen
Hidroxido de Aluminio y la Emulsion®, respectivamente. Se puede observar que la
presencia de CD69 dentro de la poblacion de linfocitos CD4 y CD8 es mejor estimulado
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por el tratamiento B; en cuanto a la activacion de CD69+INF-y+ solamente se activld
CD69+, mientras que INF-y+ se encuentra en un bajo porcentaje.

Figura 4.15 Citometria de Flujo de muestras de la semana 5 estimuladas con la Vacuna

gue contiene Hidroxido de Aluminio y la Emulsion®
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Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular

gue se encuentra en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de
muestras para semana 5

CD4+CD69+  CD4+INFy+ CD69+ CD8+CD69+ CD8+INFy+ CD69+
INFy+ INFy+
Tratamiento A 8,65% 0,18% 0,06% 41,46% 0,46% 0,04%
Tratamiento B 11,96% 0,35% 0,02% 44,87% 1,42% 0,02%

En la semana 9 se hallaron diferencias significativas (p=0,0083) entre los tratamientos
para la activacién de linfocitos CD4, donde el tratamiento B (X=14,90) gener6 mayor
produccion de CD4 comparado con el tratamiento A (X=10,44). Con respecto a CD69,
INF-y y CD69+INF-y+ no se establecieron diferencias significativas entre los
tratamientos. Por otro lado, no se determinaron diferencias significativas (p=0,0987) entre
los bioldgicos en la activacion de los linfocitos CD8 y dentro de ellos a CD69, INF-y y
CD69+INF-y+, aunque cabe resaltar que el tratamiento B fue el que produjo los
porcentajes mayores de activacion de la respuesta (figura 4.16).

Figura 4.16 Comparacion entre tratamientos para la activacion de linfocitos en la semana 9
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En la figura 4.17 se encuentran los patrones de marcacion por citometria de flujo de las
muestras en la semana 9 a las que se les aplicé los tratamientos A y B. Se observa la
separacion de las poblaciones de linfocitos CD4 y CD8, la producciéon de CD69 que es
evidente en los dos tratamientos y la escasa produccion de INF-y. A pesar de que no
existen diferencias significativas entre los dos biol6gicos, el que contiene la Emulsion fue
el que mejor genero respuesta de las poblaciones celulares durante todas las semanas

del estudio.
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Figura 4.17 Citometria de Flujo de muestras de la semana 9 estimuladas con la Vacuna

gue contiene Hidréxido de Aluminio y Emulsigen®
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Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular

gue se encuentra en la tabla 4.4.
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Tabla 4.4 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de
muestras de la semana 9

CD4+CD69+  CD4+INFy+ CD69+ CD8+CD69+ CD8+INFy+ CD69+
INFy+ INFy+
Tratamiento A 9,19% 0,25% 0,00% 30,82% 1,66% 0,55%
Tratamiento B 21,89% 0,31% 0,04% 37,35% 2,06% 0,00%

Se estimul6 in vitro a los PBMCs con el antigeno vacunal (A/SW/COL0401/2008/H1N1
(cepa clasica) y A/SW/COL0102/2009/H1IN1 (cepa pandémica)) para observar la
respuesta de los linfocitos CD4 y CD8 de los animales que fueron vacunados con el
tratamiento que contenia Hidroxido de Aluminio y el que contenia la Emulsién®.

Se encontré que los animales que fueron vacunados con el tratamiento B respondieron
mejor a la activacion de los linfocitos CD4 y CD8 (X=19,97 y X=12,03, respectivamente)
comparado con el tratamiento A (X=17,87 y X=11,49, respectivamente), a pesar de que
no se hallaron diferencias significativas (p=0,0981; p=0,4312) entre los tratamientos. En
las poblaciones CD69, INF-y y CD69+INF-y+ tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los biolégicos (figura 4.18).

Figura 4.18 Comparacién entre tratamientos al estimulo In vitro con SIV
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Si bien, no se encontraron diferencias marcadas entre los tratamientos, se determiné que
el que contenia la Emulsion generd mejor respuesta en las poblaciones celulares y en
este caso, las células de los animales vacunados con este tratamiento respondieron
mejor al estimulo in vitro del virus. En la figura 4.19 se encuentran los patrones de
marcacion por citometria de flujo de las muestras de animales vacunados con el
respectivo tratamiento y que fueron estimuladas in vitro con virus. En los dos casos se
observa la respuesta de células CD4 y CD8 y dentro de ellas las poblaciones de CD69 en
buena proporcion y la escasa respuesta de INF-y.
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Figura 4.19 Citometria de Flujo de muestras estimuladas in vitro con SIV

Hidréxido de Aluminio

256K <
ms- ||)5“ Ws‘
= cps 2 CD69 INFg
19264 8 1t S 10t 8.82% £ ' 0.46%
£ 5 3
: £
< £ 04 £ 1074 T 10’4
o 12 3" % £
8 5 3
8
okl 04 04 04
T
1 2 o o ot ° 0 100wt 1 0 10 10 10°
Comp-PE-A: CD4 3 Comp-PE-A: CD4 Comp-PE-A: CD4
s s s s
L CDBY+INFg+ 1 10 &
o CD69 NE CDB9+INFg+
s H 25.47% . 9 " 0.33%
2 1o Syt 2t 3.20% 2 '
2 g & £
= 3 * £
$ 5 $ $
£ S g 2
3 w04 g i i
8 £ ] 3
H
0d o o od
o 10° 10* 10° 0 10° 10! 10 10 10 10° 0 10° 1 10°
5 Comp-APC-Cy7-A" CD69 6 Comp-FITC-A- CD8 7 Comp-FITC-A: CD8 8 Comp-APC-CyT-A- CDBY
256K 4
ws- 105' ‘05‘
s, b6 g, CD69 -
14 8 it 8 10'4 9.77% £w
< P
8 £ 3
I ) o
% S .3 2y
E m!—- o 1079 & 1077
3 i £
£ 3
8
L 0% 0
T
19 T T o f T T T T
0 O A o W owt W
2 3 Comp-PE-A: CD4 4 Comp-FITC-A: CD8
‘05_ ms WS' “_‘5
CDBY+INFg+ CD69+INFg+
042% H INFg 0.17%
£ 'y 3t £ 3.63% £
£ b £ £
< 5 < <
2 3 3 :
$ s L g
a g 10 % 0 % o
E 3 £ g
8 E ) 8
$
o o .

0 10 10
Comp-APC-CyT-A* CDBY

0 10
Comp-FITC-A: CDB

7

0 0
Comp-FITC-A: CD8

8

o 0’
Comp-APC-Cy7-A: CD6Y

1) Densidad vs Forward Scatter, 2) Linfocitos CD4 y CD8, 3) Comparacion de CD4-CD69, 4)
Comparacion de CD4-INF-y, 5) Comparacion de CD69+INF-y+, 6) Comparacion de CD8-CD69, 7)
comparacion de CD8- INF-y, 8) comparacion de CD69+INF-y+

Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular

gue se encuentra en la tabla 4.5.
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Tabla 4.5 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de
muestras estimuladas in vitro con SIV

CD4+CD69+  CD4+INFy+ CD69+ CD8+CD69+ CD8+INFy+ CD69+
INFy+ INFy+
Tratamiento A 8,82% 0,46% 0,06% 25,47% 3,20% 0,33%
Tratamiento B 9,77% 0,24% 0,4% 41,69% 3,63% 0,17%

En el estudio se pudo determinar que las vacunas activaron poblaciones CD4+ y CD8+
principalmente en la semana 5, y a pesar de que no se hallaron diferencias significativas
entre los dos biologicos empleados (p<0,05), el tratamiento B gener6 un mayor estimulo
de la respuesta celular principalmente de la poblacion CD8+ (figura 4.20).

Figura 4.20 Activacién de las poblaciones CD4+ y CD8+ por los tratamientos Ay B
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Al comparar el comportamiento de la curva de anticuerpos con la curva de la respuesta
celular de CD4+ y CD8+ a través del tiempo se pudo establecer que en la semana 2
comienza a ascender la curva tanto para la respuesta celular como humoral, en la
semana 5 fue donde se obtuvo la actividad mas alta de los dos tipos de respuesta
inmunoldgica, coincidiendo después de la aplicacion de la segunda dosis. Se observo
que la vacuna que contenia hidroxido de aluminio se comporté mejor que la que contenia
la emulsion, pero su respuesta celular cae rapidamente, mientras que la que contenia la
emulsion se demoré mas tiempo en aumentar la respuesta humoral. En esta misma
semana (semana 5) se encontrdé que hubo mayor respuesta de linfocitos CD8 comparado
con los linfocitos CD4. En la semana 9 se empieza a observar un descenso de los dos
tipos de respuestas. (Figura 4.21).
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Figura 4.21 Comparacion de la Respuesta de Anticuerpos Vs la Respuesta de CD4+ y

CD8 a los dos tratamientos
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4.4 Discusion

A través del tiempo, se ha pensado que una vacuna debe imitar la respuesta inmune a
una infeccion natural y que por ende, debe ser efectiva en la proteccidén contra los virus
desafiantes. El objetivo principal de la vacunacion es generar una fuerte respuesta
inmune que provea proteccion a largo plazo contra la infeccién; esto hace que las
vacunas vivas atenuadas, vacunas a virus muertos o vacunas a subunidades
normalmente requieran la adiciébn de adyuvantes para ser efectivas (Petrovsky et al.,
2004). Los adyuvantes son compuestos que incrementan la respuesta inmune contra
antigenos, se emplean con el propésito de reducir la cantidad de antigeno o el nimero de
inmunizaciones necesarias para generar una inmunidad protectiva como también mejorar

la eficacia de la vacuna en pacientes inmunocomprometidos (Aguilar et al., 2007).

Para este estudio se emplearon dos vacunas inactivadas que contenian cepas de campo
del virus de influenza porcina clasica y pandémica aislados en Colombia, acompanadas
cada una con un adyuvante de primera generacion (Hidréxido de Aluminio y Emulsigen®

(emulsion aceite/agua)) con el fin de determinar con cudl tratamiento se generaba una
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mejor respuesta humoral y celular. Aunque no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los dos bioldgicos, se logré determinar que la Emulsién generé una
respuesta mas fuerte de anticuerpos a la vacunacion y no generd reacciones adversas
en los animales. El mecanismo de accion de las emulsiones consiste en la formacion de
un depdsito en el sitio de inyeccion, generando una lenta liberaciéon del antigeno,
activando la produccién de anticuerpos especificos (Aguilar et al., 2007). La respuesta
humoral inducida por la vacuna que contenia Hidréxido de Aluminio fue igualmente
favorable, pues los animales respondieron a esta generando titulos de anticuerpos
Optimos evaluados a través de la prueba de HI y ningln animal present6 reacciones
desfavorables contra el biolégico. Las sales de aluminio han sido empleadas por mas de
80 afios como adyuvante en vacunas para humanos y animales, siendo el hidréxido de
aluminio el mas utilizado (HogenEsch, 2002); se sabe que este actia formando depdsitos

en el sitio de inyeccion liberando lentamente el antigeno al sistema inmunolégico.

En cuanto a las curvas de anticuerpos obtenidas en el estudio se logré determinar que
los dos tratamientos fueron capaces de activar la respuesta de tipo humoral ya que las
curvas observadas siguieron los parametros de inmunizacion tradicional, con una
respuesta primaria dentro de las tres primeras semanas posvacunacion luego de la cual
los titulos de Ac declinan rapidamente y posterior a la aplicacion de la segunda dosis, los
Ac se incrementan alcanzando titulos mas altos, por un tiempo mas prolongado y su

descenso se hace mas lento que con la primera dosis (Lee, B.W et al., 1995).

El programa de inmunizacién empleado en este estudio consistio en la aplicacion de dos
dosis de cada vacuna con un intervalo de tres semanas entre ellas. Con este esquema,
se logré determinar que los animales respondieron activamente a una respuesta humoral
y celular a la vacunacién y que ademas, el presente esquema puede ser un programa de
control recomendado para las granjas de produccién del pais; coincidiendo con
protocolos propuestos en diversos estudios y siguiendo el recomendado por las casas
fabricantes de vacunas contra influenza porcina que actualmente comercializan
biolégicos en el mercado de Estados Unidos y Europa (Platt, R. et al., 2011; Kyriakis,
C.S., et al., 2010; Kitikoon, P. et al., 2006). En nuestro caso para la semana 9 del estudio
se observo que los titulos de anticuerpos se mantenian altos luego de la aplicacion de los
dos biolégicos (tratamiento A, X=640,0; tratamiento B, X=1472,0). En un estudio

realizado por Kyriakis, C.S et al., (2010) comparando la eficacia de 4 vacunas
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comerciales empleadas en Europa, aplicaron dos dosis de cada bioldgico con intervalo
de 3 semanas entre estas y realizaron desafio con un virus HLN1 recientemente aislado
en campo. Con este esquema, determinaron que los titulos de Ac mas altos (X=172) se
encontraron 3 semanas después de la aplicacion de la segunda dosis y correspondio a la
vacuna comercial Respiporc Flu®. Se podria pensar que los tratamientos A y B
empleados en el estudio estarian en capacidad de proteger animales en campo y que
ademas, los titulos de Ac pueden protegerlos contra infecciones con cepas circulantes de
SIV en Colombia.

En este estudio se emplearon dos vacunas bivalentes inactivadas conteniendo una cepa
pandémica y una cepa clasica; la diferencia entre los dos biolégicos radicé en el
adyuvante empleado. En cuanto a la inmunidad humoral generada por las dos cepas, se
pudo observar que la cepa pandémica generd mayores titulos de anticuerpos en los
animales inmunizados, comparado con la cepa clasica, motivo que llevaria a pensar que
esta respuesta de Ac se di6 debido a que la cepa pandémica aparecio hacia el afio 2009
en Colombia y para ese momento los animales no habian estado en contacto con este
subtipo de virus, contrario a lo que sucedié con la cepa clasica presente al menos desde
1970 en un primer estudio serolégico en Colombia (Mogollén et al., 2003). Se pudo
determinar en este estudio en los animales vacunados, que una nueva cepa viral como la
H1N1 de origen pandémico induce una respuesta mas fuerte “acaparando” gran parte de
la respuesta inmune contra la cepa clasica mientras que se produce una “estabilidad
inmunoldgica” en los animales, evento que observamos luego de la aplicacion de la
segunda dosis vacunal. En un estudio realizado por Loeffen et al. (2010), se comparé la
eficacia de proteccion de dos vacunas comerciales vs una vacuna experimental contra el
virus A/California/4/2009 (CA/09) en cerdos. La primera fue una vacuna a virus
completo con adyuvante aceite en agua (Suvaxyn Flu, Fort Dodge Animal Health) que
contiene un virus HIN1 (A/swine/Netherlands/25/80) que representa cepas de origen
aviar HIN1 circulantes en cerdos de Europa desde 1979 (Masurel et al., 1983) y la cepa
H3N2 (A/Port Chalmers/1/73). La segunda vacuna es inactivada compuesta de
fracciones virales con un adyuvante aceite en agua (Gripovac, Merial), que contiene un
virus HIN1 (A/New Jersey/8/76) que esta relacionado con la cepa H1N1 clasica de
influenza porcina que ha circulado en USA desde 1918 (Kendal et al., 1977), y la cepa

H3N2 (A/Port Chalmers/1/73). La tercera vacuna (experimental) fue a virus completo
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inactivado que contenia las cepas A/California/7/2009 (H1N1pandémico) y A/Puerto
Rico/8/34 (H1N1). Se encontr6 que las dos vacunas comerciales confieren un efecto
limitado sobre la excrecién del virus A H1N1 pandémico 2009 cuando los cerdos
vacunados fueron desafiados con un virus pandémico homadlogo. La vacuna experimental
confiri6 un mejor nivel de proteccion ya que no se detectd la presencia del virus en los
tejidos colectados, aunque se detectdé genoma viral en el tracto respiratorio inferior y
superior. Es claro que las vacunas comerciales no son completamente eficaces para el
control del actual virus pandémico en cerdos, idealmente se deben emplear combinadas
con cepas aisladas en el afio 2009, buscando disminuir la diseminacién de dicha cepa y

las posibles recombinaciones que a partir de ella se puedan presentar.

En Colombia, no se vacuna contra SIV y si se llegara a pensar en el licenciamiento de
biol6gicos, particularmente importados, esto se deberia hacer bajo la premisa de que
proteja contra virus actuantes a nivel de campo, es decir, partiendo de la homologia entre
cepas. Se debe analizar muy bien el riesgo de establecer un plan de vacunacién contra
SIV con cepas de otro pais que podrian eventualmente favorecer recombinacién de los
virus o reversiones patdgenas de los mismos, particularmente, si se llegaran a emplear
vacunas vivas o vivas modificadas. Con los resultados obtenidos en el presente estudio,
se puede proyectar que las dos vacunas desarrolladas estarian en capacidad de proteger
a la poblacién porcina de cerdos del pais ya que fueron elaboradas con cepas aisladas
de granjas de produccion. Ademas, cuenta con un subtipo clasico que ha tenido
reactividad serolégica reportada desde 1970 en Colombia (Mogollon, JD., et al., 2003) y
un subtipo pandémico que se encuentra en circulacion en el pais desde el afio 2009.
Esto llevaria a pensar que nuestros biolégicos protegerian a los animales de infecciones
futuras con cepas homodlogas, aproximandose mas a un mejoramiento del estatus
productivo de las explotaciones porcinas y al control de la enfermedad desde el punto de

vista de salud publica.

Al comparar la efectividad de los adyuvantes adicionados en las dos vacunas empleadas
en el estudio, se encontr6 que no hubo diferencias marcadas entre el Hidréxido de
Aluminio y la Emulsién, ya que ambos estimularon la respuesta inmunoldgica tanto de
tipo humoral como celular. Recientemente, se ha demostrado que las sales de aluminio
trabajan activando un complejo denominado “inflamasoma” que permite el procesamiento

y liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-13 e IL-18. Una limitante que
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presentan las sales de aluminio es que estimulan poblaciones de células Th2 que activan
la respuesta de anticuerpos principalmente, pero tienen pobre efecto en la activacion de
células Thl activadoras de la respuesta celular (Leroux-Roels, G., 2010). En este estudio
se logro observar que el tratamiento que contenia hidréxido de aluminio generd titulos de
anticuerpos altos, debido probablemente a la activacion de poblaciones CD4+ y a las
concentraciones encontradas de IL4 e IL10 en los animales inmunizados con este
tratamiento. Por otro lado, el mecanismo de accién de las emulsiones no esta bien
dilucidado, pero se cree que involucra respuesta inflamatoria innata, que activa y recluta
células presentadoras de antigeno, incrementa la persistencia del antigeno en el sitio de
inyeccion y activa la produccion de una amplia gama de citoquinas (Leroux-Roels, G.,
2010). En el estudio se pudo observar que el tratamiento que contenia la emulsion
generd mejor respuesta tanto de tipo humoral como celular en las animales que fueron
inmunizados comparado con el tratamiento A. Si bien, las diferencias no fueron marcadas
entre los dos adyuvantes, con la emulsion se determinaron titulos de Ac mas altos,

activacion de poblaciones CD4+, CD8+ y su a vez concentraciones de IL-4 e IL-10.

Con respecto a las concentraciones obtenidas de IL-4 se pudo determinar que en la
semana 5 se hall6 la concentracién mas alta y a pesar que no hubo diferencias entre los
tratamientos el que contenia la Emulsion generd las concentraciones mas altas. Se ha
reportado que las emulsiones aceite/agua son capaces de generar una fuerte respuesta
por parte de las células Thl y Th2 por la combinacion del antigeno con la emulsién
(Sivakumar et al., 2011; Freund et al., 1948). IL-4 es una citoquina producida por las
células Th2 activadas y tienen como funcién estimular el crecimiento y diferenciacion de
las células B, situacién que se pudo observar en nuestros resultados ya que los animales

vacunados lograron activar la produccion de anticuerpos junto con IL-4.

En el caso de IL-10 se hallaron las concentraciones mas altas en la semana 9 e
igualmente no se encontraron diferencias entre los tratamientos. Se pudo observar que la
vacuna que contenia la Emulsién generd las concentraciones mas altas y estables,
mientras que la que contenia Hidréxido de Aluminio generé concentraciones oscilantes,
indicando que las emulsiones inducen una respuesta celular mas estable comparado con
las sales de aluminio. La IL-10 es una citoquina inmunosupresora y antiinflamatoria
producida por las células Th2, tiene como funcion regular la inflamacién y la actividad de

las células T, NK y macréfagos (Kreijtz et al., 2011). La actividad de IL-10 observada en
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los animales que fueron vacunados demuestra que hubo respuesta de tipo inflamatoria

generada por la inmunizacién especialmente en la semana 5 y 9 del estudio.

No se encontraron diferencias entre los dos biolégicos en cuanto a la concentracién de
INF-y pero se detecté en la semana 5 los niveles mas altos, siendo el tratamiento que
contiene Hidréxido de Aluminio el que mejor se comport6. INF-y es producido por células
Thl, algunas células T CD8 y células NK. Estimula la produccién de células B y la
produccion de moléculas del CMH tipo I, incrementa la actividad de células NK y asi es
un potente estimulador de la inmunidad innata (Kreijtz et al., 2011). Se ha reportado que
el Hidroxido de Aluminio posee la inhabilidad de inducir respuesta inmune mediada por
células y la activacion de células T citotdxicas, ademas, tiende a inducir la respuesta
inmune mediada por IgE generando alergias (HogenEsch, 2002). A pesar de esta
afirmacion, se encontr6é que INF-y fue inducido en la semana 1 y 5 principalmente y esto
estaria relacionado con que el efecto del hidréxido de aluminio es generalmente mas

significativo en la respuesta inmune primaria que en la secundaria (HogenEsch, 2002).

Aunque no se encontraron diferencias entre la vacuna que contenia Hidroxido de
Aluminio y la que contenia la Emulsion, por citometria de flujo se logré establecer que en
la semana 5 los animales que fueron vacunados con los dos tratamientos lograron activar
la respuesta celular por parte de las poblaciones de linfocitos CD4 y CD8 en mayor
cantidad, comparado con la semana 1 y 9 del experimento. Para determinar la activacion
de los linfocitos T se busco la expresion de CD69. CD69 es un gen de activacion
temprana que se expresa en la superficie de las células por la estimulacion de linfocitos T
con citoquinas, mitogenos, u otras moléculas. Su aparicién se da en los linfocitos T en 1 -
2 horas, alcanza un pico entre 18 — 24 horas y pude ser detectable 72 horas después de
la estimulacion (Ahna J.S et al.,, 2002). En este estudio se encontré6 que la molécula
CD69 se expresa en células CD4 en las semanas 1, 5 y 9 del estudio alcanzando su
activacion mas alta en la semana 5 (figura 4.15), confirmando que las vacunas si fueron
capaces de estimular la respuesta celular. En cuanto a los linfocitos CD8, se pudo
determinar la activacién de CD69 principalmente en la semana 5 (figura 4.15), seguido
por la semana 9, dando a entender que la activacion de las células citotdxicas por parte
de los dos biolégicos fue la esperada. Si bien, los dos tratamientos fueron capaces de

generar respuesta inmune de tipo celular, cabe resaltar que la vacuna que contenia la
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Emulsion generd mejor respuesta en comparacion con la que contenia Hidréxido de

Aluminio.

Se realiz6 estimulacion in vitro a los PBMCs con los dos antigenos vacunales sin
inactivar y se determiné que los animales inmunizados con el tratamiento que contenia la
Emulsién respondieron mejor a la activacion CD4+CD69+ y CD8+CD69+ comparado con
el tratamiento que contenia Hidréxido de Aluminio tanto en la semana 5 como en la
semana 9 del estudio. Cuando el virus de influenza causa infeccion, las células CD4,
CD8 y células T regulatorias son activadas (Kreijtz et al., 2011); el fenotipo mas
importante de las células CD4 son las células T helper (Th), ellas se distinguen basadas
en la expresion de citoquinas donde Th2 produce IL-4 e IL-13 que son promotoras de
células B, mientras las células Thl producen INF-y e IL-2 que actUan principalmente en
la respuesta inmune celular. Al relacionar la respuesta de IL-4 e INF-y con la respuesta
de la poblacion CD4 encontrada por citometria en la semana 5, se podria afirmar que las
vacunas empleadas en el estudio lograron generar una respuesta inmunoldgica de tipo
celular en los cerdos. Por otro lado, cuando el virus de influenza genera infeccion son
activadas las células T CD8 citotoxicas en el tejido linfoide y son reclutadas al sitio de la
infeccion donde ellas reconocen el virus y eliminan las células infectadas. Su actividad
litica esta mediada por la liberacion de perforinas y granzymas (GrA y GrB); las
perforinas permeabilizan las membranas de las células infectadas y subsecuentemente
las granzymas entran a la célula e inducen apoptosis; de esta forma se piensa que la
respuesta inmune de tipo celular es generada por las células CD8 citotdxicas para el

control y eliminacién de SIV (Regner et al., 2009).

INF-y es producido por células Thl, es un efector de citoquinas y su procedencia le da la
habilidad de generar un efecto litico sobre las células infectadas por SIV ya que tiene
actividad inflamatoria (Esser, M.T et al.,, 2003). En el presente estudio fue dificil
determinar la activacién de INF-y por citometria de flujo, a pesar de que se hallé en
bajas concentraciones en el suero de los animales que fueron inmunizados

principalmente con la vacuna que contenia Hidréxido de Aluminio hacia la semana 5.

La dosis inicial de una vacuna induce la proliferacién de células T antigeno-especificas

gue determina la frecuencia y el numero final de linfocitos T citotéxicos (LTC) antigeno-
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especificos que van a mantener memoria frente al antigeno (McHeyzer-Williams MG et
al., 1995). Después de la proliferacién de LTC sigue una fase de seleccion durante la
cual mas del 90% de los LTC antigeno-especificos mueren via apoptosis donde la
frecuencia de aparicion de estas células va a estar en funcién de la carga antigénica
inicial y la persistencia del antigeno viral. Es claro que para que una vacuna sea exitosa,
esta va a depender de las cepas empleadas y del adyuvante que deben ser capaces de
estimular la memoria de las células T. En este estudio, se establecié que los dos
biol6gicos empleados fueron capaces de generar respuesta de tipo humoral y celular, sin
embargo, el adyuvante que estimulé mejor los dos tipos de respuesta inmune fue la
Emulsion comparado con Hidréxido de Aluminio, y esto concuerda con diversos estudios
gue han reportado que el adyuvante de Hidroxido de Aluminio induce una pobre

respuesta de tipo celular (Aguilar et al., 2007; Brewer JM et al., 1996).
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5.Conclusiones y recomendaciones

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda que participa activamente en
el complejo respiratorio porcino y es responsable de muchas pérdidas econémicas en las
explotaciones a nivel mundial. La importancia de su estudio y control radica
principalmente desde el punto de vista epidemiolégico, ya que el cerdo es visto como
riesgo potencial de diseminacién del virus entre especies siendo denominado como “vaso
mezclador” por poseer en la traquea los dos tipos de enlaces (a2,3-galactosa y a2,6-
galactosa) que sirven como receptores celulares especificos para los virus de influenza,
indicando la susceptibilidad de esta especie a los virus de influenza aviar y humano;
sumado a que la recomposicion gendmica de dichos virus frecuentemente emerge de los

cerdos.

La vacunacion contra la influenza porcina ha sido estandarizada como la técnica mas
empleada en términos de prevencion de la enfermedad. Ya que no solo disminuye el
riesgo de infeccibn en los individuos expuestos, sino que también previene la

diseminacioén del virus.

Con este estudio se establecid que el sistema de eleccion para la produccién de vacunas
contra SIV son los huevos embrionados a pesar de las desventajas que presenta. Esto
probablemente se observé debido a que los virus de influenza A tienen propiedades de
escogencia del huésped significativamente diferentes entre si y posiblemente diferentes
propiedades de crecimiento in vitro, dependiendo de la cepa; las diferencias pueden estar
asociadas con la preferencia por el receptor celular (02-3 o a2-6) que el virus de

influenza A necesite para inducir la infeccion.

Las vacunas desarrolladas y empleadas en este estudio estan en capacidad de proteger

a la poblacion porcina de cerdos del pais ya que son cepas aisladas de granjas de
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produccion, cuenta con un subtipo clasico que ha tenido reactividad seroldgica reportada
desde 1970 en Colombia (Mogollon, JD., et al., 2003) y un subtipo pandémico que se
encuentra en circulacion en el pais desde el afio 2009, aspecto importante que lleva a
pensar que dichos biolégicos protegerian a los animales de infecciones futuras con cepas

homélogas.

Las dos vacunas inactivadas empleadas en el estudio acompafiadas cada una con
adyuvantes de primera generacion (Hidréxido de Aluminio y Emulsigen® (emulsién
aceite/agua)) no mostraron diferencias significativas entre si, aunque se logré determinar
gue la vacuna que contenia la emulsién generd una respuesta mas fuerte de anticuerpos
y de tipo celular a la vacunacion sin causar reacciones adversas en los animales. Por
citometria de flujo se logré establecer que los animales que fueron vacunados con los
dos tratamientos lograron activar la respuesta celular por parte de las poblaciones de
linfocitos CD4 y CD8 en mayor cantidad.

Con los aislamientos que se lograron en campo de cepas actuantes en Colombia (estudio
previo, datos no publicados), fue posible el desarrollo de un biol6égico inactivado contra el
virus de influenza porcina y es asi como este estudio es la etapa previa para transferir
esta vacuna a los cerdos con el objeto de brindar al sector productivo una alternativa
para el control de la enfermedad; sumado a que constituye el primer paso para generar
en el pais la implementacion de sistemas de vigilancia epidemiologicas de la mano con
medidas de prevencién y control que disminuyan el riesgo de infeccién en los individuos
expuestos e igualmente, prevengan la diseminacion de la enfermedad tanto en

poblaciones humanas como animales.

Por falta de infraestructura adecuada no fue posible realizar un desafio a los animales
que fueron vacunados en el estudio, prueba que es importante realizar mas adelante
para poder determinar el nivel de proteccion que generan las dos vacunas empleadas en

el estudio.

Es importante establecer sistemas de vigilancia epidemiol6gicas en Colombia para
conocer la dinAmica y comportamiento de los virus de influenza humana, porcina y aviar,
con el fin de establecer medidas de control y prevencién adecuadas que se ajusten a las

necesidades del pais.
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