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RESUMEN

INTRODUCCION: la porcicultura en el Peru en la actualidad viene atravesando
por una crisis sanitaria, muchas enfermedades como Circovirus Porcino,
Parvovirus, Peste Clasica Porcina, PRRS, etcviene produciendo pérdidas
econdomicas. El PRRS es la que mas problemas ocasiona ya que produce cuadros
neumonias y fallas reproductivas especialmente en cerdas rimeriza, trayendo
consigo perdidas hasta un 25%. El uso de vacunas importadas para controlar esta
enfermedad no se recomienda ya que este viere se recombina facilmente y puede
agravar el problema con la aparicion de mas variantes, por lo que se usa la
reinfectina en chanchillas para sero convertirlas, de acuerdo a estudios esta
técnica no es muy efectiva, Por lo que propones en este estudio el uso de

autovacunas contra PRRS para su control en cerdas primerizas

OBJETIVO: Evaluar el uso de una vacuna viva y muerta, elaborado en cultivo
celular, contra PRRSV para mejorar la inmunologia celular y humoral en cerdas

primerizas.

METODOS: El trabajo se realizd en una granja tecnificada ubicada en el distrito
de Lurin de la Provincia de Lima-Peru. El tipo estudio correspondié Investigacion
Aplicativa — Experimental —Transversal — Descriptivo. Se evaluaron 40 cerdas
primerizas divididas en dos grupos. Grupo control (20n). Grupo autovacuna (20n),
el grupo control fueron cerdas que se le infectaba mediante la técnica de la
infectina y el otro grupo recibieron autovacuna para seroconvertirlas. Los grupos
fueron evaluados para determinar anticuerpos para PRRS mediante la técnica de

ELISA y para determinar subpoblaciones linfocitarias se us6 la técnica de



citometria de flujo; ademas se evaluaron parametros reproductivos de las cerdas
primerizas tratadas. Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) para

medidas cuantitativas, con un nivel de significancia del 5%.

RESULTADO: La granja a la prueba de PCR-TR resulto positivo para PRRSV con
la cepa americana. Después de 15 dias de terminado el tratamiento, los titulos de
anticuerpos fueron de la siguiente manera, grupo no vacunado 0,13855 vs
0,21980 grupo vacunados, encontrandose diferencia significativa entre los grupos
P<0.05. Los parametros reproductivos después de la vacunacién contra PRRS en
cerdas primerizas vs no vacunadas fueron de la siguiente manera: nacidos vivos
(LNV), lechones nacidos muertos (LNM), momias y lechones nacidos totales
(LNT), las cerdas primerizas no vacunadas tuvieron LNV= 10,75, LNM= 1.57,
Momias= 1.25 y LNT= 11.55; las cerdas primerizas tuvieron LNV= 12,505, LNM=
1.00, Momias= 1.00 y LNT= 12.80. al analisis estadistico los parametros LNV y
LNT tuvieron diferencia significativas P<0.05, Las cerdas vacunadas cuando se
les realizo prueba de citometria fue capaz de estimular el incremento de linfocitos

TCDS8 (protectores) a diferencia de las no vacunadas

CONCLUSION: El uso de la autovacuna incremento los titulos de anticuerpos,
activo el sistema los linfocitos TCD8 que los protectores especificos para
infecciones virales y por ultimo los parametros reproductivos de lechones nacidos
vivos y totales tuvieron una diferencia significativa mejor cuando se comparé con

cerdas primerizas no vacunadas.

Palabras claves: PRRS, ELISA, Autovacunas, Citometria de flujo,

Subpoblaciones linfocitarias
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SUMMARY
INTRODUCTION: pig farming in Peru is currently going through a health crisis,

many diseases such as Porcine Circovirus, Parvovirus, Classical Swine Plague,
PRRS, etc. have been producing economic losses. PRRS is the one that causes
the most problems since it produces pneumonia and reproductive failure,
especially in rimerized sows, causing losses of up to 25%. The use of imported
vaccines to control this disease is not recommended since it recombines easily
and can aggravate the problem with the appearance of more variants, so reinfectin
is used in pigs to sero convert them. It is very effective, which is why you propose

in this study the use of autovaccines against PRRS for its control in gilts.

OBJECTIVE: To evaluate the use of a live and dead vaccine, prepared in cell

culture, against PRRSV to improve cellular and humoral immunology in gilts.

METHODS: The work was carried out in a technified farm located in the Lurin
district of the Lima-Peru Province. The type of study corresponded to Applicative
Research - Experimental - Cross-Sectional - Descriptive. 40 gilts divided into two
groups were evaluated. Control group (20n). Autovaccine group (20n), the control
group were sows that were infected by the infectin technique and the other group
received autovaccine to seroconvert them. The groups were evaluated to
determine antibodies to PRRS by means of the ELISA technique and to determine
lymphocyte subpopulations the flow cytometry technique was used; In addition,
reproductive parameters of the treated gilts were evaluated. A completely
randomized design (DCA) was used for quantitative measures, with a significance

level of 5%.

RESULT: The farm to the PCR-TR test was positive for PRRSV with the American

strain. After 15 days of finishing the treatment, the antibody titers were as follows,
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unvaccinated group 0.13855 vs 0.21980 vaccinated group, finding a significant
difference between the groups P <0.05. The reproductive parameters after
vaccination against PRRS in gilts vs unvaccinated sows were as follows: live births
(LNV), stillborn piglets (LNM), mummies and total born piglets (LNT), unvaccinated
gilts had LNV = 10.75, LNM = 1.57, Mummies = 1.25 and LNT = 11.55; gilts had
LNV = 12.505, LNM = 1.00, Mummies = 1.00 and LNT = 12.80. At statistical
analysis, the LNV and LNT parameters had significant differences P <0.05, the
vaccinated sows when they underwent a cytometry test were able to stimulate the

increase of TCD8 lymphocytes (protectors) unlike the unvaccinated

CONCLUSION: The use of the autovaccine increased the antibody titers, activated
the TCD8 lymphocyte system, which were the specific protectors for viral
infections, and finally, the reproductive parameters of live and total born piglets

had a significantly better difference when compared to non-gilts vaccinated.

Keywords: PRRS, ELISA, Autovaccines, Flow cytometry, Lymphocyte

subpopulations

| INTRODUCCION

La porcicultura en del Peru en la actualidad viene pasando per una crisis sanitaria,

se viene presentando muchas enfermedades que producen muchas pérdidas
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econdmicas, estas enfermedades son; el Circovirus Porcino, Parvovirus, Peste
Clasica Porcina, PRRS, etc., ademas de producir alta morbilidad y mortalidad
principalmente en los lechones en la etapa de recria, produce muchas fallas
reproductivas, dentro de las cuales tenemos, abortos, repeticiones de celo,
infertilidad. Una de esa enfermedad que viene ocasionando mayores problemas es

el Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS)

El virus del PRRS, tiene una capacidad de recombinacion con otros serotipos y
puede aparecer otro nuevo serotipo, iniciando otro brote de la enfermedad, por lo
que no se recomienda, el ingreso de animales extrafios, semen y vacunas. Dentro
del manejo existe la reposicion de primerizas para reemplazar a las cerdas
descartadas y para ingresar a una granja con PRRS, debe pasar por una
cuarentena donde se le seroconvierte a la enfermedad con un sistema llamado
infectina. que consiste en proporcionar, lechones muertos, placentas, momificados,
heces para que se infecten y formen anticuerpos contra la enfermedad y asi recién
entrar a la etapa de gestacion, existe otra técnica que es la de vacunar y es la mas
efectiva, pero como la gran mayoria de vacunas son importadas ,SENASA no lo
recomienda, por lo que en este trabajo de investigacion vamos evaluar el uso de la
vacunacion cepa regional, en cultivo celular y aplicar a las primerizas, con doble
dosis; tanto viva y muerta y evaluar su respuesta celular y humoral comparado con

la infectiva.

Il REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes

Antecedente internacional
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Alexopouloset al.(1)Realizaron un estudio con la finalidad de evaluar una granja
que estaba infectada por el virus delsindrome respiratorio vy
reproductivo porcino (PRRS), en forma endémica, para determinar como era
el rendimiento reproductivo de las cerdas después de su vacunacion con
una vacuna atenuada con PRRS. La granja era de flujo continuo un historial
de infeccion por el virus PRRS endémico, utilizaron un total de 200 cerdas entre
primerizas y adultas. Se dividieron en 2 grupos de 100 animales. El primer grupo
fue utilizado como controles no tratados, mientras que los animales del segundo
grupo se vacunaron contra PRRS virus usando vacuna atenuada contra PRRS
atenuada (Porcilis, Intervet International, Paises Bajos) basado en una cepa
Europea. Toda la salud y los parametros reproductivos se registraron desde el
momento de la vacunacion hasta el destete. No se observaron reacciones
sistémicas o locales adversas o efectos secundarios relacionados con la
vacunacion. En comparacion con los controles, las cerdas vacunadas mostraron
una tasa de partos significativamente mejorada (89% versus 78%) y una tendencia
a menos retornos al estro, particularmente a intervalos irregulares. Menos cerdas
parieron prematuramente y mostraron sindrome de disgalactia posparto, pero
nacieron y destetaron mas cerdos vivos en cada camada después de la
vacunacion. Se concluyd que la vacunacion de cerdas con Porcilis PRRS vacuna
atenuada en granjas con infeccion por PRRSV endémica tiene efectos beneficiosos

sobre su salud y fertilidad.

(Jeong, y otros (2)en el 2016 China, con el objetivo de evaluar realizé un estudio en
campo, para determinar el rendimiento reproductivo de las cerdas después de la
vacunacién con un porcino sindrome reproductivo y respiratorio (PRRS) con una

vacuna subunitaria (PRRSFREE PRRS subunidad de vacuna, ReberGenética,
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Taiwan, Republica de China). El estudio se realiz6 en tres granjas con infecciones
endémicas con ambos virus PRRS (PRRSV) -1 y PRRSV-2, algo que es comun en
la mayoria de las granjas coreanas. Las cerdas prefiadas fueron inmunizadas por
via intramuscular con 2,0 ml de la vacuna de subunidad a los 58 y 79 dias de
gestacion (ocho y cinco semanas antes del parto) de acuerdo con la recomendacion
del fabricante. La  vacunacion no  produjo reaccidn  adversa. Las
cerdas vacunadas mostraron una mejora significativa,
en el rendimiento reproductivo (reduccidn de los abortos) y las caracteristicas de la
camada (aumento de cerdos destetados) en comparacién con las cerdas no
vacunadas. Las cerdas vacunadas tuvieron una proporcion significativamente
mayor (P <0.05) de muestra ELISA de PRRSV / positivo y el numero de células
secretoras de interferon-y especificas de PRRSV en comparacion con el grupo de
control no vacunado. Los resultados de este estudio demuestran que la vacuna
de subunidad PRRS puede mejorar el rendimiento reproductivo de las cerdas en

granjas con infeccidn endémica por PRRSV.

Antecedente Regional

(Burgara-Estrella, y otros (3) En 2014 en México con el objetivo de examinar la
evolucion y la posible existencia de recombinaciones intragénicas de cepas de
PRRSV en Sonora, México. En este estudio, 142 muestras de suero de granjas
ubicadas en Hermosillo (HMO), Cd. Obregon (OBR) y Navojoa (NAV) se
secuenciaron de 2002 a 2012. Se analizaron noventa secuencias no redundantes
del gen ORF5 para determinar las relaciones temporales y espaciales entre las
cepas Yy la probabilidad de un evento de recombinacion. El analisis filogenético
mostré 30 cepas agrupadas en ocho grupos; 16 cepas estaban estrechamente

relacionadas entre las fincas, mientras que 14 no estaban relacionadas. La primera
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cepa en este estudio se observd en 2002. Varias granjas se infectaron con una o
mas cepas, y en la mayoria de las cepas, el virus fue reemplazado por una nueva
cepa. El andlisis de recombinacion sugirio la presencia de cuatro virus como
productos de un evento de recombinacion;en un caso, un virus cercano
relacionado con la vacuna MLV estuvo involucrado como el virus principal. Este
trabajo muestra la evolucion de PRRSV en el campo, la diseminacion viral entre
granjas y los posibles eventos de recombinacién. Nuestros datos sugieren que el
PRRSV en Sonora tiene una naturaleza genética especifica en comparacion con

otros PRRSV.

Antecedente Nacional

Velasquez Vergara, Vega Vilca y Lucho Cerga 2016 (4)en la ciudad de Arequipa-
Peru, realizaron un estudio El objetivo del estudio fue evaluar la presentacion del
Sindrome Reproductivo Respiratorio Porcino (PRRS) en el tiempo y determinar el
efecto que produce sobre las caracteristicas productivas y reproductivas. Se evalué
el comportamiento productivo de 210 marranas Camborough 22, que parieron entre
2013y 2015 en una granja porcina de Arequipa Peru. Las caracteristicas evaluadas
fueron el promedio semanal/camada de lechones nacidos (NT), total de lechones
nacidos vivos (NV), total de lechones nacidos muertos (NM), peso vivo de los
lechones nacidos (PVLN), total de lechones destetados (LD), peso vivo de lechones
destetados (PVLD), mortalidad de lechones al destete (MLD), peso vivo de
lechones a los 70 dias (PVL70) y mortalidad de lechones a los 70 dias (ML70). El
incremento de los NM superior a los limites normales de las graficas de control duré
13 semanas, evidenciandose a partir de la semana 95 (cuarta semana octubre
2014) y se prolongd hasta la semana 108 (segunda semana febrero 2015). En el

ano de la presentacion del PRRS, los NM, PVLN y ML70 se incrementaron en 2.3

16



veces, 6.8% y 13 veces, respectivamente (p<0.05), mientras que el NT, NV, LD,
MLD y PVL70 disminuyeron en 16.4, 22.0, 20.5, 44.6 y 11.6%, respectivamente
(p<0.05). La menor productividad redujo los ingresos por marrana/afio hasta un
35.6%. El PRRS afectd los principales parametros reproductivos y productivos

evaluados hasta los 70 dias de edad, generando pérdidas econdémicas.
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2.2. Marco teérico

2.2.1. Fallas reproductivas porcinas

En las cerdas y en primerizas las fallas reproductivas se pueden clasificar en
fallas infecciosas y fallas no infecciosas. Dentro de las principales enfermedades

que producen fallas reproductivas tenemos:

e |echones nacidos muertos
e |echones momificados

e Retorno al celo largo

e Infertilidad

e Metritis, etc. (5)

2.2.2. Sindrome Reproductivo Porcino (SMEIDI)

Se denomina SMEIDI, a las enfermedades que son producidos por agentes

patdgenos que son especificos del tracto reproductivo, tales como:

Peste Clasica Porcina (PCP)

Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS)

Circovirus tipo 2 (PCV2)

Parvovirus

Enfermedad de Aujeszky(6)

Estos agentes infecciosos se caracterizan, por los trastornos reproductivos;
demora en el retorno al celo, lechones nacidos débiles, momificados, aborto,

lechones momificados. (6)

En la actualidad el virus que mas problemas reproductivos esta el PRRS.

18



2.2.3. Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS)

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es un agente
etioléogico de una epidemia mundial denominada PRRS (7), Elvirus
del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es responsable de los
trastornos reproductivos en cerdas y problemas respiratorios en cerdos, y tiene
un gran impacto econdmico. Controlar el PRRSV es, por lo tanto, una prioridad
para la industria porcina. La estabilizacion de una manada, definida como la
produccion de cerdos PRRSV negativos al destete de cerdas seropositivas, es
un método comun de control, y se han descrito diferentes protocolos en la

literatura para lograr esta estabilizacion.(8)

2.2.3.1. Virus del PRRS

El PRRSV es un miembro de la familia Arterividaedentro del orden
Nidovirales, que también incluye a las familias Coronaviridae y Roniviridae.
Constituye el grupo de virus ARN de sentido positivo de hebra unica que
comparten una estrategia de replicacion transcripcion distintiva (9). El
genoma del PRRSV tiene 14,9kb de longitud y este expresa una gama de
proteinas estructurales y accesorias con un mecanismo de transcripcion

distinta (10).

El genoma de PRRSV contiene mas de 10 marcos de lectura abiertos
(ORF). ORF1a y ORF1b representan mas de dos tercios del genoma viral
y codifican proteinas no estructurales que son necesarias para la
replicaciéon viral, mientras que los ORF 2-7 codifican proteinas

estructurales.(11). Hay dos genotipos de PRRSV bien reconocidos: Tipo 1,
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o de tipo europeo (prototipo Lelystad) y Tipo 2, o de tipo norteamericano

(prototipo VR-2332), (12)

2.2.3.2. Patologiay fallas reproductivas en las cerdas infectadas por PRRS

El efecto patoldgico principal que causa en la cerda, el virus PRRS, es que
este puede migrar a través de la placenta de las cerdas prefiadas,
especialmente durante el ultimo trimestre de gestaciéon (13). Es importante
reconocer esta migracion transplacentaria producto de la apoptosis inducida
por PRRSV en la placenta y se produce el aborto en el ultimo periodo de
gestacion; esto causa mortalidad del feto y un incremento de los lechones

nacidos muertos(14).

2.2.3.3. Repercusion econémica del PRRS en granjas porcina.

Unos de los estudios donde se demuestra cdmo repercute el PRRS en la
produccion porcina, fue demostrado por comunidad cientifica en el 2005, en
donde se determino pérdidas de $560 millones de délares anuales (15), en
otros trabajos se determind que el PRRS en EUA produce una pérdida de
$664 millones de ddlares, y lo mas importante que las pérdidas curren mas
en granjas de reproductoras, uno de los factores es la alta poblacién en
granjas esto permite un recirculacion del virus (16). Cuando se realizé un
estudio para determinar el impacto del virus del PRRS puede determinar el
impacto econémico se concluyd que existia una perdida que $ 9 por cerdo
en la fase de cria y casi $ 8 por cerdo en la fase de finalizacién(16). En el
Peru se reporta una pérdida de la productividad hasta un 35.6%, siendo la
etapa donde existe mayor pérdida econdmica, en los lechones a los 70 dias

de edad(4).
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2.2.3.4. Diagnostico

Test de anticuerpo:

Para detectar anticuerpo contra el virus del PPRS se utilizan diferentes
técnicas, entre ellos tenemos: ELISA, IPMA, IFA y test de seroneutralizacion.
La prueba mas comun a nivel mundial es la prueba de ELISA. El uso de
IDEXX ELISA es una prueba comercial para el Dx del PRRS, es la prueba
que mas se utiliza en la granja a nivel mundial. Esta prueba ha demostrado
su alta sensibilidad y especificidad; ademas su automatizacion permite que
se realicen altas muestras en un tiempo corto. Hay que tener en cuenta que
a veces se puede obtener FALSOS POSITIVOS en condiciones de campo,
es por esta razdon que el analisis con esta prueba se debe aplicar a nivel de
explotacion o grupal. La existencia de anticuerpos contra el virus del PRRS
con esta prueba se determina midiendo la ratio s/p (muestra de suero/control
positivo). Una s/p de 0,4 6 mayor, se considera positiva a infeccion por

PRRS(17).

Estudio de las subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo:

Es una técnica que se basa en la utilizacion de multiples fluorescencias y de
la luz de células o particulas microscépicas, alineadas mediante una
corriente liquida laminar. En lo que respecta al estudio de la inmunologia,
que es de gran ayuda para entender un poco mas el virus del PRRS, es
necesario recordar las dos ramas del sistema inmunolégico En base a esto,
se puede hacer un estudio de las subpoblaciones linfocitarias para

determinar la eficiencia de una vacuna (18).
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Grafico1Citometria de flujo para determinar

subpoblaciones linfocitaria
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2.2.4. Control del PRRS en granjas porcinas

La investigacion de la prevalencia del virus PRRS en 100 casos clinicos de
cerdas con fetos abortados y lechones nacidos muertos en Espafia encontrd
que el virus PRRS se podia detectar en solo el 9,0% de las muestras (19). En
la practica, se han utilizado muchos tipos de estrategias de manejo que
incluyen la aclimatacion, el manejo de grupos de recria y la vacunacion con
la vacuna de virus muertos y / o la vacuna de virus vivos modificados (MLV)

para controlar los signos clinicos de la infeccion por el virus PRRS(20).

2.2.41. Tipos de vacunas para el control del PRRS

Las vacunas son el método mas eficaz para poder controlar enfermedades
infecciosas. Su proteccidon puede en algunos casos hasta el 100, en otras
90%. Las vacunas son biolégicos muy seguro y las reacciones que puede
producir son leves y transitorias. Otra cosa que se puede mencionar es que
la vacuna es un buen método para erradicar una enfermedad o reducir

drasticamente su incidencia.(11).
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Vacunacion PRRS

Cuando se usa un determinado protocolo de vacuna, es importante usar la
vacuna que corresponde y sobre todo en el momento adecuado. Los
beneficios de la vacunacion, se puede decir que son dos: primero seria el

beneficio directo: mejora en la salud y el rendimiento(21),

Vacunas vivas atenuadas.

Las vacunas vivas atenuadas, son aquellas en donde se utiliza el agente
infeccioso vivo y homologo al que produce la enfermedad, donde la virulencia
ha sido atenuada, de modo que no produce efectos secundarios en el animal,
pero si produce una inmunidad por mucho tiempo frente al agente patdégeno

de la misma enfermedad en granja endémicas(22).

El sistema de atenuacion mas utilizado en la actualidad se basa en realizar un
gran numero de pases o replicaciones cuando se trata de un virus en lineas
celulares, de esta manera el virus pierde si patogenicidad, pero si tiene la
capacidad de replicarse en el huésped y puede activar el sistema inmune del

animal. Tiene capacidad de estimular CD4+ y CD8+.(23).

El inconveniente es que este tipo de virus atenuado puede revertir a su forma
patdbgenay tener sumo cuidado con la cadena de frio para que no pierda su
potencia antigénica. Las vacunas vivas inducen una respuesta inmunitaria

mayor a la de las vacunas muertas, tanto a nivel humoral como celular(23).
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Vacunas muertas o inactivadas

Vacunas muertas o inactivadas, son aquellas que estan formadas por virus
inactivados ya sea por medio fisico o quimico. Esta tiene las ventajas que son
mas estables y seguras, pero no tienen una respuesta inmunitaria como
cuando la vacuna es viva, especialmente la ligada a linfocitos T CD4+ con
produccion de anticuerpos., estas no requieren de refrigeracion por lo que se
puede movilizar sin problemas, se tiene que usar varias dosis de recuerdo,
para manejar este problema se anaden adyuvantes que potencia su respuesta

inmune(23).

Autovacunas

Son aquellas vacunas que se preparan a partir de cepas que son aislados de
los propios animales enfermos para ser aplicados a los animales de la propia
explotacion o en un area geografica concreta. Se usa cuando no existe una
vacuna en el comercio o en todo caso se trata de una cepa con diferencia
antigénica de serotipo y los de las vacunas comerciales, se debe utilizar hasta

que los animales se estabilizan sanitariamente (24).

Para producir esta autovacuna la muestra se toma del animal enfermo, luego
se identifica, para luego cultivarlo en cultivo especial; posteriormente se hace
la cosecha, se le anade adyuvante, como el hidréxido de aluminio u otro de
tipo oleoso. Al final se le inactiva con formol, para ultimo se le aplica un

tratamiento térmico(23).
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2.2.5. Beneficios de la vacunacion contra PRRS

Existen muchos estudios que se han realizado basados en el campo, que
viene demostrando que una buena vacuna contra PRRS ofrece beneficios
a los productores porcinos:

Beneficio Directo: Los cerdos que se infectan con PRRSV reportan menos
ganancias, una alta tasa de mortalidad y morbilidad, produciendo grandes
pedidas econdmicas aproximadamente se calcula que existe una pérdida
de $ 4.32 por cerdo. Los estudios demuestran que usando una buena
vacuna contra PRRS se lograra: Proteccion cruzada contra alguna variedad
de cepa de campo, que reduzca la mortalidad y que se logre recuperar la
ganancia media diaria(15).

Beneficio indirecto. El uso de una buena vacuna ademas de reducir la
enfermedad en forma clinica, el beneficio indirecto es reducir la transmision

y diseminacion de la enfermedad(15).

2.2.6. El uso de vacuna para el control de PRRS

Cuando en una granja se presenta el problema de PRRS o un brote de
Influenza la pregunta es “4Qué intervenciones puedo implementar para
minimizar las pérdidas de produccion?”. Mas del 30% de pérdida del costo
total se esta produciendo. Entonces lo mas importante es regresar

inmediatamente a lo que era antes del proceso epidémico.(1)
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El Dr. Daniel Linhares2015 (25), en la Universidad de Minnesota ha
evaluado el impacto del wuso de dos protocolos de
exposicidon/homogenizacion. Las granjas que utilizaron el uso de vacuna
viva atenuada volvieron rapidamente a su produccion anterior y tuvieron la
mitad de las pérdidas totales en cerdos destetados, en comparacion con
las granjas que utilizan la inoculacion de virus vivo.(25).

En el caso de la granja es importante minimizar las pérdidas de produccion
ya que esto lo llevaria a cerrar la granja por problemas econémicos, como
ha ocurrido con muchas granjas. La pérdida de ganancia es de 15 soles por
cerdo (el costo incluye perdido de rendimiento y el costo de medicacién) y
la pérdida se debe mas que todo a los menos kilos de carne por cerdo. La
autovacuna con virus vivo atenuado puede ser una herramienta importante
para ayudar que la granja se encarrile y vuelva a sus niveles de produccion
deseada después de un problema de pandemia por PRRSV (23).

Cuando se vacuna contra PRRS segun los estudios realizados, indican que
los cerdos en solo 17 dias se encuentran menos aerosoles positivos y a los
30 dias ya no se encuentran aerosoles positivos, comparado con los no
vacunados(26).

Segun MateuDiaz, 2008(27) “En general mediante la vacunacion es el

método mas rapido y facil para estabilizar una granja”

2.2.7. Vacunacion para aclimatar a las cerdas de reposicion
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2.2.71.

La aclimatacion de cerdas de reposicién libres de PRRSV es mejor
mediante la vacunacion. Por esto debe considerarse siempre una primera
vacunacion con una vacuna viva y un analisis serolégico de las nuliparas a
los 14 dias para ver si han sido correctamente vacunadas. Para determinar
una adecuada aclimatacién es importante también usar como estrategia
muestras de fluidos orales por efectivo conveniente practico y
econdmico(28).En algunos casos, cuando la presion de infeccién en la
granja de destino es elevada, puede considerarse una revacunacion 4
semanas después de la primera y al menos 3 semanas antes de la primera
inseminacion. Si las cerdas de reposicion son serolégicamente positivas a
PRRS debido a una infeccion previa en su juventud, una dosis Unica sera
suficiente (de nuevo con vacuna atenuada para asegurar una inmunidad
elevada). La primera inmunizacion debe realizarse siempre con una vacuna

viva(29).

Recordatorios para cerdas

La vacunacion de recuerdo puede hacerse con vacuna viva o inactivada.
En ambos casos los protocolos mas habituales tienen en cuenta 3 (en
algunos casos 4) vacunaciones/afio, normalmente con aplicacién en
sabana. Para la seleccién de las vacunas, debe considerarse el propio
riesgo de infeccion. Cuando la presién de infeccion es poco elevada, una
vacunacion de refuerzo con vacuna inactivada es una posibilidad a valorar

si uno no quiere introducir un virus vivo en sus animales(30).
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3.1.

3.2.

3.3.

Il Materiales y Métodos

Localizacion (Departamento, provincia) y ambiente.

El trabajo se realiz6 en el distrito de Lurin, provincia de Lima-Peru,
perteneciente al Sr Lino Palomino F en una granja porcina comercial, que
tiene como poblacion 120 madres hibridas, destinadas como reproductoras.
La granja se encuentra localizada en el Centro Ganadero “Sumac Pacha”.
Ver Anexo 1. Las muestras para PCR-TR, suero para ELISA contra PRRS
y sangre entera para hacer pruebas de Citometria de flujo, fueron

trasladadas al laboratorio FARVET, localizado en la ciudad de Chincha.

Instalaciones utilizadas

v' Corrales 3 x 11mt. para chanchillas

v" Comederos Lineales

v" Jaulas de maternidad de 2.40 x 75 cm.
v

Modulos de maternidad para parto

Materiales y Equipo

Bebederos
Sujetadores
Jeringas

Tubos de Ensayos
Kit de Elisa
Citometria de flujo
PCR-TR

Cooler

Botas

NN N N N N N RN

Camaras Fotograficas
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3.4.

3.5.

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

Tipo de investigacion
Investigacion Aplicativa — Experimental —Transversal — Descriptivo.

Metodologia de la investigacion

Poblacién y muestra
Determinacion del Universo (Poblacion)

La poblacién estuvo conformada por 40 cerdas hibridas primerizas, que son
usadas como madres reproductoras para producir cerdos para carne, de una
granja localizada en el Parque porcino “Sumac Pacha” del Distrito de Lurin-

Lima.
Seleccién de muestra

Tamano de la muestra para dos medias independientes:

Riesgo Alfa 0.05
Tipo de contraste Bilateral
Riesgo Beta 0.02

Razon entre el numero de sujetos del grupo 1

Respecto del grupo 2 1
Desviacion estandar comun 21
Diferencia minima a detectar 2
Proporcion prevista de pérdida de seguimiento 0.1

.n = (Grupo 1=20 y Grupo2=20)

Animales:

Los animales que se usaran fueron 40 chanchillas divididos en dos grupos,
20 en cada grupo, grupo control y grupo tratamiento. Estos animales fueron

destinados como reemplazo de futuras madres.

Alimentacion:

Estas primerizas a partir de los 5 meses de edad recibiran alimento de

crecimiento a razén de 3.5 kg por animal. La alimentacién consiste en maiz,

29



3.5.4.

3.5.5.

3.5.6.

soya, harina de pescado, afrecho, carbonato de calcio fosfato mono

dicalcico, etc.

Manejo de la alimentacion y fedd back (1 Grupo de 20 chanchillas)

Las primerizas recibieron alimentacion dos veces al dia a razén de 3.5kg
por cerdas, verificando su condicion corporal hasta que logren el peso
promedio de 135kg de peso vivo, para su posterior servicio. Ellas recibieron
dentro del manejo de aclimatacion el programa de feed back, que consiste
en alimentarlos con residuos de placenta, fetos y lechones muertos. Antes
de empezar con las pruebas se realizé un PCR-TR para garantizar que

hayan estado infectados con PRRSV.)

Manejo con vacunas vivas y muertas (2 grupo de chanchillas)

Se tomo muestras de sangre para monitoreo antes de utilizar las vacunas
1era Dosis de vacuna viva:

Antes de aplicar la primera dosis se obtuvo muestra de sangre para enviar
al laboratorio y determinar los titulos de anticuerpos y asi determinar titulos
antes del inicio del trabajo.

2da dosis de vacuna muerta:

Para tener activo al sistema de memoria a largo plazo, Se evalué a los 15
dias después de la ultima aplicacion y comparar los titulos de las cerdas

primerizas cuando fueron vacunadas vs la no vacunada

De la Citometria de flujo para determinar subpoblaciones linfocitarias

Protocolos empleados

Extraccion de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Se empleo el protocolo realizado por Cinar et al (2013) con modificaciones.
Brevemente, se colocé cuidadosamente la sangre extraida de cerdos sobre
una capa de Histopaque® 1077. El tubo se centrifuga a 400 x g por 30
minutos a temperatura ambiente. Los PBMCslocalizados en la capa

leucocitaria fueron retirados y colocados en un tubo de centrifuga con Buffer

30



3.6.

fosfato salino de Dulbecco (DPBS). Se lavaron dos veces y se centrifugaron
a 250 x g por 10 minutos. Posteriormente se resuspendieron en DPBS +

5% de suero bovino fetal para su caracterizacion inmunofenotipica.

Inmunofenotipo de PBMCs

Para la caracterizacion inmunofenotipica de PBMCs, se marcaron
directamente con anticuerpos conjugados para antigenos de superficie
(PE-Cy®5 anti-CD3e porcino, PE anti-CD4a porcino, FITC anti-CD8a
porcino, FITC anti-CD21 porcino, PE anti- monocito/granulocito porcino,
todos de SouthernBiotech). Estas células fueron adquiridas en un citdmetro
de flujo (FACSCanto ™ I, BD Biosciences), y el andlisis fue ejecutado con

el programa FlowdJo v. 10.6.2 (BD Biosciences).

Tratamientos

Tabla 1 de contingencia para los tratamientos

Numeros de animales Totales | Prom.
Tratamientos

1 2 3..... 20 Yijj Yij
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Control n=20

. Y1 Y2 Y3 Y4
Sin vacunas

Tratamiento =20

Y5 Y6 Y7 Y8
Con vacunas

3.7. Variables en estudio

Tabla 2 variables independientes y dependientes

VARIABLE INDEPENDIENTE

Control de PRRS en cerdas primerizas Vacuna viva y muerta en tejido celular

VARIABLE DEPENDIENTE

. Positivo
PCR-TR
o Negativo
o Positivo
Titulos de anticuerpos
o Negativo
Subpoblaciones linfocitarias Cantidad de subpoblaciones linfocitarias

Tabla 3. De operacionalizacion de variables
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Variable Tipo de Escala de Definicidn Definicidn Valor Unidad

Variable Medicién Conceptual Operacional
Variable Dependiente
Vacunas Vivo y
Control de muerta, contra
PRRS Cualitativa Mominal | el Sindrome Vacuna viva y i Dosis
cerdas Reproductivo muerta en cultivo )
primerizas Porcino (PRRS) | celular
elaborado en
cultiva celular
Variable Independiente
Reaccidn de
PCR cuya
principal Copias
caracteristica es *  Positive | ;o Virus
PCRTR Cualitativa Mominal que permite *  MNegativo
cuantificar la
cantidad de
ADN o ARN
viral
Determinacion Ratio= 0,4 positivo
Titulos de Cuantitativa Continua | de anticuerpes | Rafio< 0,4 Ratio Miveles
anticuerpos mediante MNegativo Anticuerpos
prueba de Elisa
Subpoblacio Es el porcentaje | Cantidad de
nes Cuantitativa Continua | de linfocitos subpoblaciones % Miamero de
linfocitarias CD4. CD28, linfocitarias células
C4+28 y CK
3.8. Diseio experimental
El disefio que se empled fue un disefio completamente al azar (DCA)
El Modelo Aditivo Lineal para un DCA
Yij= p+i+ €ij
=1,2,3,....t....... tratamiento.
J=1, 2,3,.....n......0bservaciones.
Yij = La j-ésima observaciones del i-ésimo tratamiento.
M = Es la media poblacional a estimar a partir de los datos del experimento.
ti = Efecto del i-ésimo tratamiento a partir de los datos del experimento.

€ij =Efecto aleatorio de variacion.
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3.9.

41.

Analisis estadisticos

Se utilizé el programa estadistico SPSS version 18, para obtener ANOVA
para un Disenio Completamente al Azar DCA, tablas de media para cada
factor y la interaccion, la prueba de Levene, graficos para la interaccion y
pruebas de separacion de medias para cada factor.Los datos para dos
muestras independientes van a ser procesados aplicando la prueba de Test
de Student, con un nivel de significancia de P= 0.05; ademas se utilizaron

graficos.

IV RESULTADOS
Resultados de PCR-TR, positivo a PRRSV (ORFG6) de la granja porcina

de Lurin.

Tabla 4 Resultados de PCR-TR, positivo a PRRSV (ORF6) de la granja

porcina de Lurin

Cuantificacion
# | Cod.LBMG|  Tipode muestra Descripcion Analisis Resultado | (copias/ul)/ | copias/ml Analista
Tipificacion
I 9 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-044 PCV2(ORF) | detectado * * Y.S | 18/02/2020
9 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-045 CSFV(Npro) | nodetectado * ¥ DV [ 19/02/200
I 9 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-046 MycoSpp(165) | detectado * VS | 20/02/200
4 9 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-047 PRRSV(ORF6) | detectado * * YS | 21/02/2020

En la tabla 1 de los resultados de PCR-TR se observa que la granja es positiva a

PRRSV(ORF6) de la cepa americana y por lo tanto la granja tiene problemas

reproductivos y respiratorios en sus animales, las cerdas primerizas son las que

mayor problema presenta, ya que estas siempre muestran titulos de anticuerpos
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bajos al parto y por tal razén las fallas reproductivas son constantes, razén por la
que se determino realizar el presente trabajo, para una buena seroconversion de

las primerizas y de esta manera incrementar y disminuir las fallas reproductivas

4.2. Medias de titulos de anticuerpos antes y después de la vacunacién

contra PRRS en cerdas primerizas.

Tabla 5.Estadisticas de muestras emparejadas de medias de titulos de

anticuerpos antes y después de la vacunacion contra PRRS en cerdas

primerizas.

Media N Desv. Desviacior Desv. Error promed
ICHANCHILLAS CON INFECTINA INICIAL 116952 20 ,053066 ,011866
;CHANCHILLAS CON VACUNA INICIAL ,12690 2 20 ,032517 ,007271
ICHANCHILLAS CON INFECTINA FINAL ,13855 b 20 ,063299 ,014154
jCHANCHILLAS CON VACUNA FINAL ,21980 @ 20 ,026231 ,005865

Nota: a,b letras diferentes, indican promedio diferente, segin prueba de T para 2 muestras relacionadas con
un nivel de significancia del 5%

En la tabla 4 de estadisticas de muestras emparejadas de medias de titulo de
anticuerpos antes y después de la vacunacion contra PRRS en cerdas primerizas,
en el par 1 que corresponde al inicio del trabajo experimental, las medias de titulos
de anticuerpos para primerizas sin vacuna, pero si se aplica el manejo estandar que
consiste en infectar con heces, placenta y lechones muertos, mediante la
administracién oral a las primerizas y el otro grupo con vacuna viva como primer
vacunacioén y vacuna muerta a los 30 dias posterior la segunda dosis de vacuna
muerta. Se puede observar que la media para el primer grupo es de 0,11695 vs
0,12690 para el segundo grupo, no existiendo diferencia significativa P>0.05 entre
ellos. En el par 2 de las medias de titulos de anticuerpos después a los 15 dias

después de la ultima vacuna vacunacion, es para el grupo no vacunado 0,13855 vs
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0,21980 para el grupo vacunado, encontrandose diferencia significativas entre los
grupos P<0.05, esto indica claramente que el uso de las vacunas contra PRRS en
cerdas primerizas es la forma mas adecuada de inmunizar a este grupo de animales
para obtener una mejor respuesta inmunoldgica y descartar el uso de la infectina
recomendada como forma de inmunoseroconvertirlas contra PRRS y asi poder
servirlas y evitar las fallas reproductivas por esta enfermedad. Se puede apreciar

en la figura 2 con mayor claridad.

Grafico2Estadisticas de muestras emparejadas de medias de titulos
de anticuerpos antes y después de la vacunacién contra PRRS en
cerdas primerizas.

Estadisticas de muestras emparejadas
Media

025
020

015

Valores

010

005

0,00
Par 1 CHANCHILLAS ~ Par 1 CHANCHILLAS ~ Par 2 CHANCHILLAS  Par 2 CHANCHILLAS
CONINFECTINA ~ CONVACUNAINICIAL ~ CON INFECTINA CON VACUNA FINAL

INICIAL FINAL

Variables
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4.3. Parametros reproductivos después de la vacunacién contra PRRS en

cerdas primerizas vs no vacunadas.

Tabla6 parametros reproductivos después de la vacunacion contra PRRS en

cerdas primerizas vs no vacunadas.

Descriptivos
Desv.

il Wedia Desviacion  Desv.Errar  Limits infarior superior Minima  Maximo

LECHOMES NACIDOS INFECTINA 20 10,75 2173 486 573 1,77 ] 14
VoS VACUNADAS 20 1250 1,670 37 11,72 1328 8 15
Total 40 11,63 2,108 333 10,95 1230 ] 15

LECHONES NACIDOS INFECTINA 7 157 787 297 B4 230 1 3
MUERTOS VACUNADAS 4 1,00 000 000 1,00 1,00 1 1
Total 11 136 674 203 91 1,82 1 3

LECHOMES INFECTINA 4 125 500 250 A5 2,05 1 2
MOMFICADOS VACUNADAS 2 1,00 000 000 1,00 1,00 1 1
Total ] 17 408 167 T4 1,60 1 2

LECHOONES MACIDOS  INFECTINA 20 11,856 1,905 426 10,66 1244 7 15
TOTALES VACUNADAS 20 12,80 1,704 381 12,00 1360 8 15
Total 40 1218 1,893 299 11,57 1278 7 15

Tabla7 resumen de parametros reproductivos después de lz

vacunacion contra PRRS en cerdas primerizas vs no vacunadas.

PARAMETROS PRODUCTIVOS
TRATAMIENTOS

LNV LNM MOMIAS LNT
VACUNADAS 12.502 1.00 1.00 12.80°
NO
VACUNADAS 10.75P 1.57 1.25 11.55°

Nota: a,b letras diferentes, indican promedio diferente, segun prueba de T para 2 muestras
relacionadas con un nivel de significancia del 5%

En la tabla 5 y 6 de los parametros reproductivos después de la vacunacion contra
PRRS en cerdas primerizas vs no vacunadas y su respectivo resumen. Se
evaluaron lechones nacidos vivos (LNV), lechones nacidos muertos (LNM), momias

y lechones nacidos totales (LNT), las cerdas primerizas no vacunadas tuvieron
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LNV= 10,75, LNM= 1.57, Momias= 1.25 y LNT= 11.55; las cerdas primerizas
tuvieron LNV= 12,505, LNM= 1.00, Momias= 1.00 y LNT= 12.80. al analisis
estadistico los parametros LNV y LNT tuvieron diferencia significativas P<0.05,
demostrandose que cuando las cerdas primerizas son vacunadas, se elevada estos
parametros de gran importancia porque se logra 1.75 lechén por cerda, elevando
este parametro de la granja en beneficio del productor. Se puede observar en la

Grafico 3.

Grafico3parametros reproductivos después de la vacunacién contra
PRRS en cerdas primerizas vs no vacunadas.
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44,

44.1.

Respuesta inmune celular inducida por la vacuna elaborada en cultivo

celular

NivelestotalesdelinfocitosTcooperadores(CD4+),citotoxicos(CD8+)yd

oblespositivos(CD4+CD8+) al inicio del experimento

Una vez realizado el procedimiento de aislamiento y marcacion de PBMCs
de cerdos seobtuvieronlossiguientesresultados.Nosehallaron diferencias

significativas.
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Grafico
4:NivelesdelinfocitosTcooperadores(CD3+CD4+),linfocitos Tcitotoxicos(CD3+
CD8+)ylinfocitosdoblepositivos(CD3+CD4+CD8+)pormuestra.

4.1.2.

N° de % de Linfocitos T % de Linfocitos doble % de Linfocitos T
muestra Muestra cooperadores positivos citotoxicos
(CD3+CD4+) (CD3+CD4+CD8+) (CD3+CD8+)
1 Vi 7.29 % 7.81% 282 %
2 V2 6.61 % 3.10% 13.0 %
3 V3 7.55 % 4.28 % 24.4 %
4 'z 8.28 % 5.28 % 29.3 %
5 V5 10.6 % 9.42 % 15.6 %
Mean 8.07 % 5.98 % 221 %
SD 1.54 % 2.59 % 741 %
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Las células CD3+CD4+ se consideran Linfocitos T cooperadores naive, y

seencuentranen unporcentajede3-14%.Desciendealaumentarlaedad.

Las células CD3+CD4+CD8 bajo son consideradas células de memoria y
seencuentran en un porcentaje de hasta 55%, que aumenta segun la
edad(31). Potencialmente pueden ser presentadorasde antigenos debido a la
expresion de MHC clase Il. Es posible encontrarla

enaltosporcentajes,sobretodosiel

Niveles de totales de linfocitos B (CD21+) y

monocitoscerdoyaesadulto(hastaun60%)(32).

Una vez realizado el procedimiento de aislamiento y marcacién de PBMCs de

cerdo se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 8Valores en porcentajes del total de leucocitos por muestra de
poblacionesCD21+(LinfocitosB)ymonocitos.

ElpromedioyladesviacionestandarfuedeterminadoporelprogramaFLowJo

10.7.1 (softwaredeanalisisdecitometriaflujo).

N® de % de Linfocitos T % ”de Linfocitos doble % dt:: Linfocitos T
muestra Muestra cooperadores positivos citotoxicos
(CD3+CD4+) (CD3+CD4+CD8+) (CD3+CD8+)
1 V1 7.29 % 7.81% 28.2 %
2 V2 6.61 % 3.10 % 13.0%
3 V3 7.55 % 4.28 % 244 %
4 V4 8.28 % 5.28 % 293 %
5 V5 10.6 % 9.42 % 15.6 %
Mean 8.07 % 5.98 % 221 %
SD 1.54 % 2.59 % 7.41 %

Grafico 5 Niveles de linfocitos B (CD21+) y monocitos por muestra.
| Linfocitos B CD21+

Monocitos

Frecuencia de
células (%)

KO R IR
Los valores de Linfocitos B van decreciendo con la edad del animal
(Pietrasina et. al., 2020) yseencuentranen

mayorproporciénensangreperiféricaanteunarespuestadedefensadeanticue

rpos.

En tanto a los monocitos estas células suelen estar en mayor presencia en

la

sangreperiféricaanteunainfeccidénoenrespuestaaunainmunizacionreciente
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Analisis de Grupo tratado vs Grupo no tratado. Vacuna PRRS FARVET.

Se realiza el analisis estadistico de t de student para comparar grupo “no

tratado” con el grupo “tratado”. Se considera significativo un p value<0.05.

Grafico 6 Comparacion estadistica y significancia de cerdos “tratados” vs
“no tratados”. Por niveles de linfocitos T cooperadores (CD3+CD4+),
linfocitos T citotéxicos (CD3+CD8+), linfocitos doble positivos

(CD3+CD4+CD8+), linfocitos B (CD21+) y monocitos por grupo n=>5.
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El analisis estadistico, se determina valores significativamente mas altos de
linfocitos T citotoxicos (CD3+CD8+) en el grupo vacunado. Esto puede ser
debido a que el grupo vacunado se esta defendiendo de un patdégeno, del

virus vivo de la vacuna, lo que genera inmunidad activa circulante.

Linfocitos dobles ++ (CD3+CD4+CD8+) estan significativamente
disminuidos en el grupo vacunados en comparacién al grupo no vacunado.
Estas son células de memoria, antes un estimulo, estas se activan

cambiando de fenotipo, lo que explicaria porque esa poblacién esta
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disminuida en sangre periférica. Se puede concluir que los individuos
vacunados presentan activacion del sistema inmune especificamente de
células T citotoxicas, una respuesta direccionada a defender el organismo

antes infecciones virales.
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V DISCUSION

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es un agente
etiolégico de una epidemia mundial denominada PRRS, es responsable de los
trastornos reproductivos en cerdas y problemas respiratorios en cerdos, y tiene un
gran impacto econdmico como indica Berton, y otros, 2017(8), es importante
reconocer esta migracion transplacentaria producto de la apoptosis inducida por
PRRSV en la placenta y se produce el aborto en el ultimo periodo de gestacion;
esto causa mortalidad del feto y un incremento de los lechones nacidos muertos,
coincidiendo con Alexopoulos(1) y Olanratmanee, Wongyanin, Thanawongnuwech,
&Tummaruk, 2015(14).En el Peru se reporta una pérdida de la productividad hasta
un 35.6% en su trabajo de tesis de Velasquez Vergara, Vega Vilca, & Lucho Cerga,

2016(4).

Para el control del PRRS en granjas porcinas en la practica, se han utilizado
muchos tipos de estrategias de manejo que incluyen la aclimatacion, el manejo de
grupos de recria y la vacunacién con la vacuna de virus muertos y / o la vacuna de
virus vivos modificados (MLV) para controlar los signos clinicos de la infeccién por

el virus PRRS.

Las vacunas son el método mas eficaz para poder controlar enfermedades
infecciosas. Su proteccion puede en algunos casos hasta el 100, en otras 90%.
Las vacunas son biolégicos muy seguro y las reacciones que puede producir son
leves y transitorias. Otra cosa que se puede mencionar es que la vacuna es un
buen método para erradicar una enfermedad o reducir drasticamente su incidencia,

por indicacion de Sanchez Vizcaino (23).
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Como lo comprobamos al analizar los perfiles seroldgicos y las vacunadas tenian
titulos mas altos que protegen mejor a las primerizas, como también se ve a la

prueba de citometria de flujo y a los parametros reproductivos

Las vacunas vivas atenuadas es el mismo agente infecciosos vivo pero que su
virulencia ha sido atenuada, pero si es capaz de producir una inmunidad por mucho
tiempo para a enfermedad, indicaciones de Jeong y colaboradores 2017(2).
Vacunas muertas o inactivadas, son aquellas que estan formadas por virus
inactivados ya sea por medio fisico o quimico. Esta tiene las ventajas que son mas
estables y seguras, pero no tienen una respuesta inmunitaria como cuando la
vacuna es viva, especialmente la ligada a linfocitos T CD4+ con produccion de
anticuerpos que concuerda con Sanchez-Vizcaino, 2007(23). Esto coincide con
nuestro trabajo en el cual se ha utilizado como primera dosis la vacuna viva
atenuado y a los 30 dias post se revacuno con vacuna muerta y los resultados
comparativos de CITOMETRIA DE FLUJO de la presencia y cantidad de células
protectoras mononucleares de sangre periférica (PBMC) producida 14 dias post-,
este fue capaz de estimular el incremento de linfocitos antigeno-especificos anti
Coélera Porcina, mediante la secrecion de interferon ganma y gran proliferacion

clonal de linfocitos TCD8 (protectores)

El Dr. Daniel Linhares2015 (25), en la Universidad de Minnesota ha evaluado el
impacto del uso de dos protocolos de exposicidn/homogenizacion. Las granjas que
utilizaron el uso de vacuna viva atenuada volvieron rapidamente a su produccién
anterior y tuvieron la mitad de las pérdidas totales en cerdos destetados, en
comparacién con las granjas que utilizan la inoculacion de virus vivo, esto se
relaciona con nuestro trabajo en que las primerizas al parto los parametros
productivos se normalizaron y mejoraron significativamente cuando se comparé con
las primerizas no vacunadas, ya que se baja la carga viral rapidamente como lo
indica varios autores, cuando se vacuna contra PRRS segun los estudios
realizados, indican que los cerdos en solo 17 dias se encuentran menos aerosoles

positivos y a los 30 dias ya no se encuentran aerosoles positivos, comparado con
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los no vacunados de acuerdo a lo que menciona Cano, Dee, Murtaugh, y Pijoan,
2007(26) y Mateu&Diaz, 2008(27) “En general mediante la vacunacién es el

método mas rapido y facil para estabilizar una granja”

La aclimatacion de cerdas de reposicion libres de PRRSV es mejor mediante la
vacunacion. Por esto debe considerarse siempre una primera vacunacion con una
vacuna viva y un analisis seroldgico de las nuliparas a los 14 dias para ver si han
sido correctamente vacunadas. En algunos casos, cuando la presion de infeccion
en la granja de destino es elevada, puede considerarse una revacunacion 4
semanas después de la primera y al menos 3 semanas antes de la primera
inseminacion. Si las cerdas de reposicion son serolégicamente positivas a PRRS
debido a una infeccidn previa en su juventud, una dosis unica sera suficiente (de
nuevo con vacuna atenuada para asegurar una inmunidad elevada). La primera
inmunizacion debe realizarse siempre con una vacuna viva mencionado por Kroll y
colaboradores 2018(29), es una situacion que se debe comprobar y ya no se

utilizaria dos vacunas como lo hemos hecho en este trabajo.

El analisis estadistico, se determina valores significativamente mas altos de
Linfocitos T citotoxicos (CD3+CD8+) en el grupo Vacunado. Esto puede ser debido
a que el grupo vacunado se esta defendiendo de un patdégeno, o que genera
inmunidad activa circulante.

Los linfocitos doble positivos (CD3+CD4+CD8+) estan significativamente
disminuidos en el grupo Vacunado en comparacién al grupo no vacunado. Estas
son células de memoria, ante un estimulo, estas se activan cambiando de fenotipo,

lo que explicaria por qué esta poblacidn esta disminuida en sangre periférica.

VI CONCLUSIONES
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1. La granja fue positiva a PRRSV(ORF6) a la prueba de PCR-TR, por lo que tenian
fallas reproductivas especialmente en las cerdas primerizas

2. Al inicio del trabajo se realizé la prueba de ELISA y todos salieron también
positiva y no se encontraron diferencias significativas entre ellas P>0.05.

3. Allos 15 dias después de la ultima vacunacion los titulos de anticuerpos tuvieron
diferencias significativas P<0.05, las cerdas primerizas vacunadas mostraron titulos
elevados mas altos.

4. Los parametros reproductivos en las cerdas primerizas vacunadas fueron
mejores que las que mostraron las cerdas no vacunadas, P<0,05

5. Las cerdas vacunadas cuando se les realizo prueba de citometria capaz de
estimular el incremento de linfocitos TCD8 (protectores)

6. Los individuos vacunados presentan activacion del sistema inmune
especificamente de células T citotoxicas una respuesta direccionada a defender el

organismo ante infecciones virales.
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VIl RECOMENDACION

1. Que se debe vacunar y revacunar a las cerdas primerizas con vacuna viva y

como segunda dosis la vacuna muerta para mejorar los parametros reproductivos.

2. Se deben hacer estudios vacunando y revacunado con vacuna viva, ya que como
aun no estan prefiadas no podria afectar la camada, pero las vacunas vivas tienen

un mejor efecto inmunolégico sobre las muertas.

3. Que las vacunas que se usen, sean de las mismas cepas existentes o realizar

autovacunas, para evitar recombinaciones y aparicion de otros serotipos.
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IX ANEXOS

Anexo 1resultados PSRRV(ORF6) a la prueba de PCR-TR

Caso: 143(2020
Solicita: LMS (Laboratorio de Microbiologia y Serologia)
Granja Lurin
Recepcion: lunes, 17 de febrero de 2020 03:35:00 p.m.
Emision: martes, 18 de febrero de 2020 06:55:00 p.m.
Cuantificacion
#|Cod.LBMG| Tipo de muestra Descripcion Andlisis Resultado | (copias/ul)/ | copias/ml Analista
Tipificacion
1 97 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-044 PCV2(ORF2) detectado ¥ ¥ Y.S | 18/02/2020
2l 97 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-045 CSFV(Npro) | nodetectado ¥ ¥ D.V | 19/02/2020
3 97 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-046 MycoSpp(165) detectado ¥ ¥ Y.S | 20/02/2020
4 97 Tarjeta FTA (fta) LMS-PCR-047 PRRSV(ORF6) detectado ¥ ¥ Y.S | 21/02/2020

Nota: Los resultados son expresados en copias/microlitro (1000 ul = 1 ml). (<LoQ) Detectado por debajo del

limite de cuantificacion; No detectado; *No aplica

Anexo 2 Resultados estadisticos de los parametros reproductivos de las

cerdas primerizas vacunas vs las no vacunadas

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas
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95% de intervalo de
confianza de le

Desv. Desv. Erro .
diferencia

Desviacion = promedio

Sig.

Media (bilateral)

Inferior Superior

CHANCHILLAS
CON INFECTINA

Par 1 INICIAL " 009950 065306 014603  -040514 020614 -681 19 504
CHANCHILLAS ™ ’ ’ ’ ’ ’ ’
CON  VACUNA

INICIAL

CHANCHILLAS
CON INFECTINA
- FINAL -
Par 2 CHANCHILLAS -,081250 ,068815 ,015387 -,113456  -,049044 -5280 19 ,000
CON  VACUNA

FINAL

Anexo 3 resultados a la prueba de T student para muestras emparejadas

Correlaciones de muestras emparejadas

N Correlacion Sig.

Par1  CHANCHILLAS C020 - 113 ,634
INFECTINA INICIAL
CHANCHILLAS CON VACUN
INICIAL

Par2  CHANCHILLAS C020 -,012 ,959
INFECTINA FINAL
CHANCHILLAS CON VACUN
FINAL

Anexo 4 Prueba de homogeneidad de varianzas para los grupos primeriza
vacunadas vs no vacunadas

Estadistico C

Levene gl gl2 Sig.
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LECHONES NACIDOS VIVOSe basa en la media 2,160

Se basa en la mediana 1,950

Se basa en la mediana y con 1,950

ajustado

Se basa en la media recortad1,986

LECHONES NACIDCSe basa en la media 13,405
MUERTOS )
Se basa en la mediana 2,014
Se basa en la mediana y con 2,014
ajustado
Se basa en la media recortad11,862
LECHONES MOMIFICADOSSe basa en la media 4,000
Se basa en la mediana 444
Se basa en la mediana y con ,444
ajustado
Se basa en la media recortad3,004
LECHOONES NACIDCSe basa en la media ,805
TOTALES )
Se basa en la mediana ,967

Se basa en la mediana y con ,967

ajustado

Se basa en la media recortad,924

38
38

37,997

38

6,000

3,000

38
38

37,370

38

,150
171

171

167

,005
,190

,206

,007

,116
,541

,553

,158

,375
,332

,332

,343

Anexo 5 prueba de ANOVA para grupos de primerizas vacunadas vs n

vacunadas
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Suma C Media

cuadrados gl  cuadratica F Sig.

LECHONES NACIDCEntre grupos 30,625 1 30,625 8,152 ,007
VIVOS

Dentro de grupos 142,750 38 3,757

Total 173,375 39
LECHONES NACIDCEntre grupos ,831 1 ,831 2,014 ,190
MUERTOS

Dentro de grupos 3,714 9 413

Total 4,545 10
LECHONES Entre grupos ,083 1 ,083 444 ,541
MOMIFICADOS

Dentro de grupos ,750 4 ,187

Total ,833 5
LECHOONES NACIDCEntre grupos 15,625 1 15,625 4,783 ,035
TOTALES

Dentro de grupos 124,150 38 3,267

Total 139,775 39

Anexo 6 Fotos de la obtencidon de muestras para el trabajo experimental
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a. Extraccion de muestras (Vena Marginal) con la ayuda de sujetadores para

las chanchillas y el personal de la granja.
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b. Instalaciones, corrales, comederos y bebederos de la Granja SUMAC

PACHA-LURIN
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c. Laboratorio Farvet, muestras que se llevaron a sus instalaciones para ser

procesadas y su lectura.
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