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RESPUESTA INMUNITARIA HUMORAL EN LECHONES
CONTRA ROTAVIRUS

Humoral inmune response against rotavirus in piglets

RESUMEN

Se estudié la respuesta inmunitaria humoral contra rota-
virus en 3 sueros de lechones gnotobidticos y 89 cerdos de
granjas de diferentes edades, empleando la técnica de neutra-
lizacion por reduccién de focos fluorescentes (NRFF).

En los lechones gnotobiéticos, infectados con los rotavi-
rus porcinos OSU (P7G5) o Gottfried (P6G4) se demostré que
la respuesta es serotipo especifica contra la cepa inmunizante
y que esta dirigida contra los 2 antigenos de neutralizacién
VP4 y VP7.

En lechones de granja, durante las dos primeras sema-
nas de vida, la respuesta inmune es heterotipica contra cepas
porcinas y no porcinas. En animales de 3 a 8 semanas la pre-
valencia de anticuerpos para los rotavirus porcinos es menor y
se produce como consecuencia de infeccion activa.
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ABSTRACT

The humoral immune response against rotavirus in three
gnotobiotic piglet sera and in 89 pig sera from different ages
collected from different farms were studied by focus fluorecent
neutralization assay (FFNA). The gnotobiotic piglets, infected
with porcine rotavirus strain OSU (P9,G5) or Goittfried
(P2B,G4), showed that humoral response is serotype-specific
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to the immunizing strain, besides being directed to both neutra-
lization antigens, VP4 and VP7. On the other hand, the humo-
ral response in piglets from any given farm was heterotypic (to
porcine and no porcine strains) during the first 2 weeks of life.
In animals, ranging from 3-8 weeks, prevalence of antibodies
was lower to all porcine strains and was due to active infection.

Keywords: Rotavirus, humoral immunity, piglets.

INTRODUCCION

Los rotavirus son la principal causa viral de diarreas en
nifios y animales jévenes [11]. En cerdos son los responsables
del 20-30% de los casos de diarreas en lechones entre 3y 6
semanas de edad [9, 16, 19]. La morbilidad para esta enferme-
dad es del 80%, afectando casi la totalidad de los lechones al
cabo de pocos dias [20]. La mortalidad es generalmente del
20% y ocurre después de 3 a 7 dias de diarrea [3, 16, 21]. Los
antigenos de rotavirus que estimulan la produccién de anti-
cuerpos neutralizantes (AcN) en el hospedador son las 2 pro-
teinas de capside externa VP7 y VP4. En base a ensayos de
neutralizacion cruzada las variantes antigénicas de VP7 se han
clasificado en serctipos llamados G (ST G), ya que VP7 es una
glicoproteina. Se han identificado 14 serotipos G, de los cuales
han sido aislados de cerdos (G1, G3, G4, G5y G11) [10].

Basados en la reactividad de VP4 los serotipos se desig-
nan con P (por ser la VP4 sensible a proteasas), hasta ahora
se han identificado 12 serotipos P, de los cuales 3 estan aso-
ciados a cepas de rotavirus que infectan porcinos: P2B, P9 y
P13[18].
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Debido a la complejidad de la estructura antigénica de
los rotavirus y siendo estos la principal causa viral de diarreas
en individuos jévenes, se hace necesario conocer en detalle
todos los aspectos de la infeccidn por estos agentes. La infor-
macién obtenida es de importancia para el desarrollo de vacu-
nas efectivas que ayuden a reducir la morbilidad y mortalidad
ocasionada por ellos.

Estudios previos han demostrado que la respuesta inmu-
nitaria desarrollada por lechones gnotobidticos, como conse-
cuencia de una primoinfeccion, es serotipo-especifica. Los an-
ticuerpos producidos neutralizan Unicamente a rotavirus perte-
necientes al serotipo infectante y no a cepas de serotipos dife-
rentes [17]. El sistema inmune del hospedador reconoce am-
bas proteinas VP4 y VP7, porque se induce una respuesta de
AcN similar para las dos. Se ha observado que estos anticuer-
pos serotipo-especificos confieren resistencia a los lechones
contra la infeccion o enfermedad por rotavirus de la cepa ho-
mologa [17].

Los objetivos de este trabajo fueron determinar el tipo
de respuesta inmune humoral en lechones gnotobiéticos, pri-
moinfectados experimentalmente, e investigar la especificidad
y frecuencia de AcN contra rotavirus en sueros de lechones de
granja, para conocer la respuesta inmune en condiciones de
infeccién natural.

MATERIALES Y METODOS

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron 3 muestras
de suero sanguineo de lechones gnotobidticos (gentilmente
cedidos por el Dr. Y. Hoshino. Laboratory of infectious Disea-
ses, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Be-
thesda, Maryland), que habian sido infectados experimental-
mente por via oral a los 15 dias de edad con una dosis de ro-
tavirus OSU (P9,Gb5) para los lechones N°1 y N°2 y una dosis
de rotavirus Gottfried (P2B,G4) para el lechén N°3. Se recolec-
taron 89 muestras de sueros de cerdos con edades compren-
didas entre 1 y 8 semanas, procedentes de 6 granjas ubicadas
en los Edos. Aragua, Carabobo y Distrito Federal, en las cua-
les no habia historia previa de aplicacion de ningtn tipo de va-
cuna contra este agente viral. El criterio para el muestreo fue
obtener un minimo de 10 muestras de animales por cada se-
mana de edad, distribuidas equitativamente en cada una de las
granjas.

La presencia de AcN en las muestras de suero se deter-
mind contra cepas representativas de diferentes serotipos por
VP4 (P) y VP7 (G): porcinas, 138 (P9,G3), Gottfried (P2B,G4),
OSU (P9,G5); humanas, Wa (P1A,G1), DS-1 (P1B,G2); simia
RRV (P5,G3) y bovina NCDV (P6,G6).

El protocolo utilizado fue el siguiente [13]: Se sembraron
platos de 96 pozos con la linea celular derivada de rifén de
mono Rhesus MA-104 y se inocularon con 100 unidades for-
madoras de focos infecciosos por 0,1ml (uff/0,1ml) de la cepa
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de rotavirus indicada, previamente el virus habia sido incubado
por 2 horas a 37°C con diluciones de suero desde 1:50 hasta
1:3200. Las células se incubaron con esta mezcla por 16 a 24
horas a 37°C y se fijaron con metanol. Luego se incubaron con
suero hiperinmune de conejo producido contra rotavirus OSU.
Finalmente se trataron con inmunoglobulina anti-conejo prepa-
rada en oveja conjugada con isotiocianato de fluoresceina
(Sigma). El titulo neutralizante del suero se expresé como el
reciproco de la dilucion mas alta en la cual hubo >66% de re-
duccion en el nimero de focos infecciosos, con relacién a los
controles de virus. Un suero que neutraliza un determinado se-
rotipo de rotavirus a la dilucidén 1/100 se considera positivo.

Para revelar la presencia de anticuerpos (Ac) que pudie-
ran no haber sido detectados por la técnica de neutralizacion
por reduccién de focos fluorescentes (NRFF), se empled una
técnica de ELISA siguiendo el siguiente protocolo: Se sensibili-
zaron platos de cloruro de polivinilo flexibles de 96 pozos con
suero hiperinmune contra rotavirus OSU producido en conejo,
diluido en Buffer carbonato-bicarbonato (0.05M, ph 9,5). Se in-
cubaron durante una hora a 37°C. Después de lavar con Buffer
fosfato salino conteniendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), se
agrego virus OSU obtenido de cultivo de células diluido en
PBS con 1% de albdmina sérica bovina (PBS-BSA 1%), incu-
bando 1 hora a 37°C. Luego de lavar se colocaron diluciones
dobles de los sueros, desde 1/50 hasta 1/3200 en PBS-BSA
1%, utilizdndolos como Ac de deteccidn y se incubaron duran-
te 2 horas a 37°C. Después de lavar, se ahadié como conjuga-
do inmunoglobulina anti IgG de cerdo producida en oveja con-
jugada con peroxidasa (Sigma) y se incubé durante una hora a
37°C. La reaccién se reveld con O-phenylendiamide (Sigma),
dejando desarrollar el color durante 15 minutos en la oscuridad
y se detuvo con acido sulfdrico 1M. La densidad éptica se leyé
en un lector de ELISA Titertek Multiskan plus MSIl a 492nm.

RESULTADOS

Anticuerpos neutralizantes en sueros de
lechones gnotobidticos

Se trat de establecer en que medida la respuesta inmu-
ne humoral a una infeccién por rotavirus es serotipo-especifica
en lechones gnotaobidticos. En la TABLA | puede chservarse
que los lechones N°1 y N°2 tienen titulos de AcN . elevados
contra el serctipo (ST) con el que fueron inmunizados, ademas
presentan niveles de Ac considerables contra el virus rearre-
glado DS-1xOSU, cuya VP7 se origina de la cepa DS-1 (ST
G2} y la VP4 proviene de la cepa OSU (ST P9). Estos sueros
no responden a DS-1 (PB1,G2), por lo que la respuesta inmu-
nitaria observada contra el virus rearreglado es exclusivamente
contra la VP4 P9. No tienen AcN contra Gottfried, y ambos tie-
nen titulos de AcN de 100 contra 253 (P9,G11) y SB-1A
(P9,G4)
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El lechén gnotobidtico N°3, que fue infectado con Gott-
fried (P2B,G4), solo respondié con titulos de Ac elevados a la
cepa inmunizante y a la cepa SB-1A, que comparte con Gott-
fried la misma VP7 G4. No tiene Ac contra OSU, que comparie
con SB-1A la VP4 P9. En este caso los anticuerpos se produ-
jeron exclusivamente contra la VP7 G5.

En el caso de lechones gnotobidticos la respuesta inmu-
nitaria producida como consecuencia de infeccién experimen-
tal es homotipica, dirigida solamente contra la cepa infectante.

Frecuencia de anticuerpos neutralizantes contra
rotavirus en sueros de cerdos de 1 a 8 semanas de edad

Se midieron los niveles de AcN contra cepas de rotavirus
representativas de diferentes serotipos G y P que infectan cer-
dos y otras especies animales, en sueros provenientes de le-
chones de diferentes edades. En la TABLA |l se muestran los

valores obtenidos frente a cada cepa. Se tomé como positivo
un titulo neutralizante de 100 y si consideramos la respuesta
contra las cepas porcinas, encontramos que en la 1° semana
de edad el 100% de los lechones presentan AcN contra las ce-
pas 138, Gottfried y OSU y 83% contra 253. En |a segunda se-
mana de edad sélo se observa 100% de respuesta conira 138
y OSU, siendo el porcentaje de animales que responden mu-
cho menor para Gotifried y para 253. La respuesta inmunitaria
en estos 2 grupos etarios puede explicarse por la presencia de
Ac maternos en el suero de los lechones.

Al analizar los datos de frecuencia para la tercera sema-
na, el 100% de los animales encuestados tienen AcN contra
Gottfried, 80% contra 138, 70% contra OSU y 40% contra 253.
En los grupos de 4 semanas en adelante, la reduccion en el
porcentaje de animales con Ac contra las cepas porcinas es
mucho més dramatica. Es de hacer notar que la frecuencia
contra OSU continda siendo elevada.

TABLA |

ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES* CONTRA ROTAVIRUS EN SUEROS OBTENIDOS DE TRES LECHONES
GNOTOBIOTICOS POST-INMUNIZACION

N° Gott SB-1A osu DS-1XOSU DS-1 253
(P2B,G4) (P9,G4) (P9,G5) (P9,G2) (P1B,G2) (P9,G11)

1 0sUt <50 100 1600 400 <50 100

208U <50 <50 1600 400 <50 100

3 Gott >3200 >3200 <50 <50 <50 <50

*Los titulos estan expresados como el reciproco de la mayor dilucién de suero que reduce en 266% el N°de focos infecciosos en el ensayo de

NRFF. 1. Cepa de rotavirus inmunizante.

TABLA Il

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA VARIOS SEROTIPOS DE ROTAVIRUS EN 89 SUEROS
DE LECHONES DE DIFERENTES EDADES

Porcentaje de sueros que neutralizan la cepa de rotavirus indicada (ST)"

Rotavirus Porcinos

Rotavirus No Porcinos

Edad n 138 GOTT osu 253 WA DS-1 RRV NCDV
P7.G3 P6,G4 P7,G5 P7,G11 P8,G1 P4,G2 P3,G3 P1,G6

1 sem 12 100 100 100 83 83 75 67 83

2 sem 11 100 45 100 66 73 91 0 64

3sem 10 80 100 70 40 22 40 20 10

4 sem 14 43 50 71 7 0 14 7 7

5 sem 10 50 50 70 60 30 0 0 20

6 sem 10 40 20 100 70 0 40 20 10

7 sem 10 20 50 90 80 40 0 0 30

8 sem 12 4 17 100 75 17 8 17 8

* Un suero se considerd neutralizante si a la dilucién 1/100 reduce >66% de los focos infecciosos en el ensayo de NRFF.
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Con relacién a los titulos neutralizantes frente a las ce-
pas no porcinas, en las primeras 2 semanas de edad, la mayo-
ria de los animales muestran AcN contra ellas, sin llegar en
ningdn caso al 100%. Esta reactividad cruzada tan marcada es
probablemente un reflejo de la inmunidad materna. Es de notar
que contra la cepa simia RRV, la respuesta es marcadamente
mas baja. En animales de 3 y 8 semanas de edad hay presen-
cia de Ac contra las 4 cepas no porcinas, aunque en un por-
centaje menor que para las cepas porcinas. En los grupos de 4
a 7 semanas se observan respuestas individuales para cada
una de las cepas heterdlogas.

Es importante destacar que la cepa porcina 138 y la si-
mia RRV pertenecen al ST G3 en base a pruebas de seroneu-
tralizacion de 2 vias y a comparacion de la secuencia de aa de
la VP7 (Ciarlet, 1992). Sin embargo la frecuencia para 138 es
mucho mayor que para RRV en todos los grupos.

Distribucién de respuesta seroneutralizante en grupos
de cerdos de 1 a 8 semanas de edad frente a cepas de
rotavirus porcino y no porcino

Se comparo la reaccién neutralizante de los sueros de
los lechones en las diferentes semanas de edad, en relacion a
las cepas porcinas y no porcinas.

Con respecto a la inmunoespecificidad contra las cepas
porcinas, en la 1° semana, 10 neutralizan 4 cepas porcinas y 2
neutralizan 3 cepas porcinas. En la 2° semana, el comporta-
miento es bastante similar al de 1 semana. En ninguno de es-
tos 2 grupos se encontraron lechones con AcN contra una sola
cepa porcina, TABLA .

En relacion a las cepas no porcinas se observa que la
mayoria de los animales de 1y 2 semanas tienen AcN contra

ellas. En los 66 animales entre 3 y 8 semanas, es muy bajo el
ntimero de sueros que neutralizan adicionalmente las cepas no
porcinas, TABLA IV.

Se debe destacar que existen 4 animales que no tiene
AcN contra ninguno de lo ST porcinos o no porcinos. Se deci-
dié realizar un ELISA doble sandwich para determinar si los
sueros contenian Ac, aungque no neutralizantes, contra rotavi-
rus. Se utilizaron como controles positivos 2 sueros de lecho-
nes con titulos neutralizantes contra OSU de 1:1600 y 1:3200,
respectivamente.

Las curvas de titulacion por ELISA (valores de absorban-
cia contra dilucion reciproca) se muestran en la FIG. 1. Estas
curvas se graficaron hasta la mayor dilucion de suero, en la
que la densidad éptica (D.O.) tenia valores de 0.200 6 meno-
res. Asi se selecciond como punto de corte el valor de 0.200.
Una muestra de suero con un valor de ELISA <0.200 en la dilu-
cién 1/50, se considerd negativo.

Puede observarse que 3 de los 4 animales muestran
D.O. superiores a las de los sueros positivos utilizados como
controles y que estas D.O. van descendiendo en forma similar
a la de los controles. Unicamente el suero N° 4 presentd una
D.O. muy inferior, considerandose negativo.

DISCUSION

El entendimiento de la respuesta inmunitaria hemotipica
y heterotipica contra rotavirus es esencial para el estableci-
miento de estrategias de profilaxis efectivas.

El propésito de este estudio fue examinar la respuesta
inmunitaria humoral contra rotavirus en lechones gnotobidticos

TABLA Il

DISTRIBUCION POR EDAD DE LA RESPUESTA SERONEUTRALIZANTE* EN LOS LECHONES FRENTE
A 4 CEPAS DE ROTAVIRUS PORCINO

N° DE CEPAS PORCINAS

Edad nt NINGUNA 1 cepa 2 cepas 3cepas 4 cepas
1sem 12 2 10
2 sem 11 2 6 3
3sem 10 2 1 3 4
4 sem 14 3 3 4 3 1
5sem 10 4 1 3 2
6 sem 10 2 4 3 1
7 sem 10 2 3 4 1
8 sem 12 1 2 4 2 3

* Un suero se considera neutralizante si a la dilucién 1/100 reduce >66% de los focos infecciosos en el ensayo de NRFF. 1. N° de lechones totales

por edad.
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TABLA IV

DISTRIBUCION POR EDAD DE LA RESPUESTA SERONEUTRALIZANTE* EN LECHONES FRENTE
A 4 CEPAS DE ROTAVIRUS NO PORCINO

Cepas No Porcinas

Edad n WA Ds-1 RRV NCDV

1 sem 12 10 9 8 10

2 sem 11 8 10 10

3 sem 10 2 4 2 1

4 sem 14 2 1

5 sem 10 3 2

, Bsem 10 4 2 1

7 sem 10 4 3

8em 12 1 1 1
* Un suero se considera neutralizante si a la dilucién 1/100 reduce >66% de los focos infecciosos en el ensayo de NRFF. 1. N° de lechones totales
por edad.
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FIGURA 1. CURVAS DE TITULACION DE ANTICUERPOS POR ELISA EN SUEROS NEGATIVOS DE LECHONES POR NRFF.

primoinfectados y la especificidad de anticuerpos neutralizan-
tes inducidos por infeccién natural en sueros de lechones de
granjas.

Los experimentos de neutralizacién en sueros de lecho-
nes gnotobitticos indican, por el reducido nimero de mues-
tras, que la respuesta inmunitaria primaria es serotipo especifi-
ca, esta dirigida contra la cepa inmunizante y los anticuerpos
se producen predominantemente contra la VP7, aunque hay
una significativa respuesta contra la VP4 homéloga, que puede
observarse en la respuesta encontrada contra las cepas DS-
1x0OSU y 253, en los lechones infectados con la cepa OSU,
con la que comparten la VP4 P9.

Para el caso del lechdn gnotobiotico N°3, infectado con
Gottfried, no se disponia de otra cepa viral con la VP4 P2B, si-
milar a la de la cepa infectante y con una VP7 diferente, con la
cual se hubiera podido determinar la produccion de anticuer-
pos contra este serotipo de VP4. Sin embargo, la respuesta en
este caso también es exclusiva contra la VP7 G4.

Hoshino y cols., [17] han demostrado en cobayos que la
proteina VP4 es un inmunogeno tan potente como VP7, en es-
timular la produccién de anticuerpos neutralizantes, despues
de hiperinmunizacién parenteral. También indican que en le-
chones gnotobidticos infectados por via oral, la VP4 es tan efi-
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ciente como la VP7 en estimular la produccion de anticuerpos
despues de una infeccidn natural.

Al analizar los resultados para los lechones de granja,
encontramos que los animales de 1 y 2 semanas tienen anti-
cuerpos, en su mayoria, contra las cuatro cepas porcinas y
tambien contra las cepas heterdlogas o no porcinas. Esta si-
tuacién puede explicarse por la presencia de anticuerpos ma-
ternos en el intestino de los lechones y que los protegen contra
las infecciones rotavirales [12].

Los animales de 3 a 8 semanas de edad mostraron un
nivel de anticuerpos mas bajo y para un menor ndmero de ce-
pas porcinas, lo que sugiere que los anticuerpos detectados en
el suero son producidos en respuesta a infeccion activa por ro-
tavirus, ya que a partir de los 15 dias de edad desaparecen los
anticuerpos calostrales, debido al catabolismo de las inmuno-
globulinas maternas [15].En cuanto a la especificidad para |as
cepas porcinas, 18% de los lechones tienen anticuerpos contra
una sola cepa, lo que es sugestivo de infeccion por un solo se-
rotipo. El 82% de los lechones neutralizan entre 2 y 4 serotipos
porcinos, lo que sugiere que a medida que el lechén va cre-
ciendo, la respuesta inmunitaria primaria, serotipo-especifica,
puede hacerse mas amplia por infecciones sucesivas por rota-
virus de otro serotipo, como se ha indicado para humanos y
bovinos [4, 5, 6]. Esta situacion se facilita porque en cerdos
existe una alta probabilidad de infecciones secuenciales, debi-
do a las condiciones de manejo y al ambiente tan contaminado
en que ellos se encuentran.

El mayor nivel de anticuerpos se encontrd para la cepa
OSU (P9,G5). Posiblemente este serotipo sea predominante
en las granjas encuestadas y estimule la produccién de anti-
cuerpos de reactividad cruzada contra otros serotipos. Asimis-
mo, hay que tener en cuenta que la VP4 de las cepas OSU,
138 y 253 pertenecen al mismo serotipo P9 [9], contribuyendo
a la respuesta heterdloga cbservada.

Con relacién a las cepas no porcinas, la mayoria de los
lechones de 1y 2 semanas poseen anticuerpos neutralizantes
de reaccion heterotipica, que puede explicarse por la presen-
cia de inmunidad lactogénica. En los animales mayores de 3
semanas se observan respuestas individuales contra ellas. La
infeccion de lechones con una cepa de rotavirus humana, si-
mia o bovina, es una explicacién poco probable para los resul-
tados obtenidos. No se descarta la posibilidad de que existan
cepas porcinas de los serotipos G1, G2 y G6, que todavia no
se hayan reportado [1, 2, 4, 14].

La mayor frecuencia encontrada para la cepa 138
(P9,G3) sobre |a cepa simia RRV (P5,G3) en todos los grupos,
puede explicarse sugiriendo que la combinacién de una VP4
P5 con VP7 G3 modifica la presentacién de la VP7, haciendo
que el reconocimiento de esta proteina por los Ac sea menor
paralacepa RRV.[7, 8].

Se encontraron 4 lechones que no presentaron anticuer-
pos neutralizantes para rotavirus. Sin embargo, por ELISA se
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demostré que 3 de ellos tenian anticuerpos contra rotavirus, tal
vez estos animales fueron infectados por una cepa de serotipo
distinto a los representados en el panel de cepas probadas. El
suero negativo pertenece a un animal de 3 semanas, que
probablemente no habia sufrido primoinfeccién al momento de
tomar la muestra.

Tomando en consideracion que, los esfuerzos para com-
batir la rotavirosis porcina estan dirigidos a mejorar la protec-
cion de los lechones a través del incremento de la inmunidad
lactogénica y la inmunidad activa, estos resultados son deter-
minantes de que el aspecto coyuntural esta en la diversidad de
serotipos que deben estar representados en las cepas vacuna-
les.

Seria necesario que, al formular una vacuna contra rota- -
virus porcino, se incluyan los serotipos mas inmunogénicos y
los que estimulen una reaccidn heterotipica mas amplia entre
diferentes cepas.
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