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    RESUMEN


    Introducción. Porvac es una vacuna de subunidad contra la peste porcina clásica, cuyo principio activo es la proteína quimérica entre el antígeno E2 y el adyuvante molecular CD154. Se ha demostrado su capacidad para evitar la transmisión transplacentaria y proteger 7 días después de una dosis. El presente trabajo ha resumido los estudios de seguridad y eficacia de esta vacuna en diferentes edades y condiciones de manejo. Métodos. La vacuna se produjo en condiciones de BPM. Para los ensayos clínicos se emplearon cerdos Dubroc x Yorkshire. Por lo general, se empleó un esquema de 2 dosis los días 0 y 21 y se administraron 2 mL por vía intramuscular. La respuesta de anticuerpos neutralizantes se midió por NPLA. Los ensayos de desafío viral se realizaron en áreas controladas. Resultados. Se demostró la seguridad de Porvac en crías y en cerdas gestantes. No se observaron reacciones locales ni sistémicas. El número de crías, su peso y sobrevida fue similar en las cerdas vacunadas y sus controles. Se evidenció la capacidad de Porvac al inducir títulos de anticuerpos neutralizantes (AcN) protectores con diferentes esquemas. Los títulos de AcN calostrales (AcNC) en las crías de madres vacunadas con Porvac® o con VVA y Porvac fueron superiores a 1:200 hasta al menos 8 semanas. Los AcNC fueron suficientes para proteger a las crías frente al reto viral letal. Se demostró que los AcNC no interferían en la vacunación con Porvac en crías a partir de 15 días de nacidas. Finamente, los títulos de AcN inducidos por Porvac persistieron durante 9 meses por encima de 1:2000 y protegieron frente al retoviral. Conclusiones. Los resultados evidenciaron la seguridad de Porvac y su capacidad para inducir una inmunidad robusta y sostenida en los animales desde su nacimiento hasta la muerte, sin ventanas inmunológicas durante todo el ciclo productivo.
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    Safety and long term efficacy of Porvac®, a subunit vaccine against classical swine fever


    ABSTRACT


    Introduction. Porvac is a subunit vaccine against Classical Swine Fever (CSF), whose active principle is the chimeric protein between the E2 antigen and the molecular adjuvant CD154. Its ability to prevent transplacental transmission and to protect 7 days after one dose was demonstrated. This paper summarizes the safety, immunogenicity and efficacy studies of this vaccine at different ages and handling conditions. Methods. The vaccine was produced under GMP conditions. Dubroc x Yorkshire crossbreed swine were used in all experiments. The general immunization schedule consists in two immunizations on days 0 and 21 by the intramuscular route in the neck. The neutralizing antibody response was measured by the NPLA assay. Viral challenge experiments were conducted in controlled areas. Results and Discussion. Porvac was safe and well tolerated in piglets and pregnant sows. No local or systemic reactions were documented. The number of offspring, their weight and survival in vaccinated sows was similar to unvaccinated controls. Different immunization schedules with Porvac induce protective neutralizing antibodies (NAb). The titers of maternal derived antibodies (MDA) in the offspring of Porvac or Attenuated Life vaccine and Porvac vaccinated sows were higher than 1:200 up to at least 8 weeks of life. The MDA were able to protect piglets from a lethal viral challenge. Those MDA did not interfere with Porvac vaccination of the piglets 15 days after birth or more. Finally, Porvac induced NAb titers persisted during 9 months above 1:2000 and were still protective against the viral challenge. Conclusions. The results demonstrate the capacity of Porvac to be safe and to induce robust and long term immunity through all the life of the animals, without immunological windows.
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    INTRODUCCIÓN


    La peste porcina clásica (PPC) es una enfermedad viral altamente contagiosa y con un severo impacto socioeconómico en la industria porcina mundial. (1-3) El agente etiológico de la PPC es el virus de la peste porcina clásica (VPPC), miembro del género pestivirus de la familia flaviviridae. (4)


    Las vacunas de virus vivos atenuados (VVA) contra la PPC se han empleado desde hace décadas en diferentes contextos. Estas vacunas han inducido una rápida respuesta inmunitaria, capaz de controlar la replicación viral, prevenir la trasmisión vertical y conferir protección. (5-8)


    La mayoría de los países libres de PPC han mantenido una estrategia que ha excluido el uso de la vacunación profiláctica con VVA. (9) Sin embargo, la reintroducción de la PPC ha constituido un riesgo para estos países, como se demostró tras un reciente brote de PPC en Japón después de 26 años sin esta enfermedad. (10,11)


    Por el contrario, en regiones donde la enfermedad ha mantenido un carácter endémico, la vacunación con VVA ha tenido uso para limitar los efectos de la enfermedad o como un primer paso dentro de un programa general para el control y erradicación del virus. (12) Empero, se ha descrito que la presión selectiva del uso prolongado de la VVA ha seleccionado cepas virales de media o baja patogenicidad. (13-16)


    Otras de las limitaciones de las VVA han sido la dependencia de una cadena de frío y la imposibilidad de discriminar entre animales vacunados e infectados. Por último, los anticuerpos neutralizantes calostrales (AcNC), transferidos de la madre vacunada a las crías han interferido y reducido de forma drástica su inmunogenicidad. (17)


    El conocimiento de las bases de la inmunidad protectora contra el VPPC ha conducido al desarrollo de otros candidatos vacunales. En particular, los basados en subunidades proteicas han constituido una alternativa atractiva a las VVA para el control y erradicación de la PPC. (18,19) La glicoproteína E2 de la envoltura viral ha sido la elección más frecuente para la inducción de una respuesta protectora. (20-23) Estas vacunas han demostrado su seguridad y han inducido una potente respuesta de anticuerpos neutralizantes (AcN). (24) Adicionalmente, han permitido la discriminación entre los animales infectados, de los vacunados (DIVA). (12,18) No obstante, hasta la fecha solo han logrado una protección tardía contra la infección y la enfermedad (18,25-28) y no han sido exitosas en prevenir la trasmisión vertical del virus.


    La molécula CD154 (ligando de CD40) es una glicoproteína de la superfamilia del factor de necrosis tumoral. Su unión con CD40 ha sido esencial para promover y potenciar la respuesta inmunitaria humoral y celular. (29-31)


    Con la finalidad de superar los inconvenientes de ambos tipos de vacunas existentes, se desarrolló la proteína quimérica E2CD154, mediante la fusión de la glicoproteína E2 del VPPC y el antígeno CD154 porcino. Este candidato vacunal confirió protección temprana contra el reto viral con una cepa de alta patogenicidad del VPPC (32) y fue capaz de prevenir la transmisión vertical. (33) Estos resultados iniciales constituyeron la prueba del concepto de que E2CD154 mostraba una eficacia potencial similar a las VVA.


    La investigación integra algunos estudios clínicos que tienen como objetivo evaluar la seguridad de Porvac® en las categorías más sensibles (crías y cerdas gestantes). Se propuso comparar la respuesta inmunitaria inducida por diferentes esquemas de vacunación.


    Con el objetivo de estudiar la potencialidad de Porvac® para proteger durante el ciclo completo de vida del animal, se analizó la presencia y duración de los AcNC en las crías de madres vacunadas con Porvac® o con VVA y Porvac®. Igualmente, se evaluó si estos AcNC eran suficientes para proteger a las crías de una infección viral letal. Se comprobó si los AcNC presentes en las crías interferían con la vacunación con Porvac® a partir de los 15 días de nacidos. Por último, se estudió la duración de los AcN desarrollados por la vacuna durante toda la vida productiva de los animales, así como la capacidad protectora de estos AcN hasta los 9 meses postvacunación.


    MÉTODOS


    Porvac


    Todos los lotes de vacuna empleados se produjeron en condiciones de buenas prácticas de manufactura. La obtención de la proteína E2CD154 y su formulación con el adyuvante MontanideTM ISA 50 V2 (SEPPIC, Francia) fue descrita anteriormente. (32,33)


    Animales de experimentación


    Para los ensayos clínicos se emplearon cerdos Dubroc x Yorkshire. Los animales se trabajaron de acuerdo con las regulaciones del Centro Nacional de Sanidad Animal de Cuba. Los experimentos de vacunación y reto viral se realizaron en condiciones de alta contención y bienestar animal según las directivas de la EU 2010/63/EU y buenas prácticas clínicas. (34) Los protocolos fueron supervisados y aprobados por el Comité de Ética y Bienestar Animal del CENPALAB y del CIGB.


    Cuantificación de anticuerpos neutralizantes


    Los títulos de AcN en el suero se determinaron mediante el ensayo de neutralización ligado a peroxidasa (NPLA), según se describió anteriormente. (32,35) Los resultados se han expresado como la media geométrica (G) de los títulos neutralizantes y los intervalos de confianza.


    Seguridad en crías


    Se vacunaron 9 cerdos de 6-7 semanas de edad con 4 ml de la formulación vacunal –el doble del volumen recomendado en estudios previos– (32,33,36) que contenía una dosis de 50 µg de E2CD154 en MontanideTM ISA 50 V (grupo A). Otros 9 cerdos se vacunaron con 4 ml de la misma formulación sin la proteína (grupo B). Los animales se mantuvieron bajo observación clínica diaria. Los cerdos se sacrificaron a los 21 días de vacunados y se les practicó una necrosis completa.


    Seguridad en cerdas gestantes


    Los ensayos de seguridad reproductora se realizaron en unidades de producción del Instituto de Investigaciones Porcinas (IIP). Se emplearon 27 cerdas gestantes divididas en 3 grupos. El primer grupo de 9 cerdas recibió la primera dosis de la vacuna en el 1/3 de la gestación, un segundo grupo de 8 animales la recibió en el 2/3 de la gestación. Ambos recibieron la dosis de refuerzo 21 días después. Un tercer grupo compuesto por cerdas que no se vacunaron durante la gestación, pero que habían sido inmunizadas antes con la VVA (LABIOFAM) se usó como control. Todas las cerdas se inspeccionaron diariamente desde 4 días antes hasta 14 días después de cada vacunación. El examen clínico de los animales incluyó la medición de la temperatura rectal, la observación del sitio de inoculación y el estado clínico general. Se estudiaron los efectos de la vacunación en parámetros de la gestación y las camadas.


    Comparación de esquemas de inmunización en crías sin anticuerpos calostrales contra VPPC


    En el experimento –desarrollado en condiciones controladas– se compararon 2 edades para el inicio de la vacunación (2 y 3 semanas de nacidos) y 2 esquemas (con intervalos de 2 o 3 semanas entre dosis). Se emplearon entre 9 y 12 cerdos por cada grupo. Todas las crías eran negativas para AcN contra PPC en el momento de la vacunación.


    Niveles de anticuerpos neutralizantes calostrales en crías de madres vacunadas con Porvac


    Se estudiaron 6 crías de una cerda inmunizada únicamente con Porvac durante el primer tercio de la gestación. Igualmente, se evaluaron 2 camadas de crías de cerdas inmunizadas con VVA y revacunadas con Porvac durante la gestación. Se midió el título de los AcN de las madres al parto y de las crías en diferentes días.


    Protección frente a reto viral por AcNC


    Las crías se desafiaron con 103 DL50 de la cepa Margarita por la vía intranasal a los 63 días de nacidas. Se monitorearon diariamente los síntomas clínicos y se midió la temperatura rectal antes y después del reto. Se calculó una puntuación clínica según el método descrito por Mittelhozer et. al. (37) Se realizó un examen patológico de los animales después del sacrificio y se tomaron muestras de sangre y tejidos para aislamiento viral.


    Interferencia de AcNC con la vacunación con Porvac


    Se seleccionaron 6 camadas con 59 crías de madres vacunadas primero con VVA y posteriormente con Porvac durante la gestación. Las crías de 3 camadas se vacunaron en la semana 2 de vida (grupo A) y otras 3 camadas se vacunaron en la tercera semana (grupo B). Ambos grupos recibieron dos inmunizaciones con un intervalo de 21 días entre dosis.


    Duración de los AcN y su eficacia frente al reto viral


    En el estudio, 26 cerdos se distribuyeron en 4 grupos, entre ellos: los grupos A y B (con 10 animales que se vacunaron con 2 dosis de 50 µg de Porvac con un intervalo de 21 días entre las dosis) y los grupos C y D (con 3 animales cada uno que recibieron la formulación sin antígeno). Los animales de los grupos A y C se retaron a los 6 meses postvacunación, mientras los cerdos de los grupos B y D se retaron a los 9 meses. Se tomaron muestras de sangre mensualmente antes del reto y a los 5, 8, 14 y 21 días postconfrontación (dpc) para monitorear los niveles de AcN. La presencia del virus en la sangre se evaluó mediante aislamiento viral. Se tomaron muestras de bazo, hígado, pulmones y riñones para histopatología. Se determinó el conteo total de leucocitos antes del reto y a los 5, 8, 14 y 21 dpc.


    



    RESULTADOS


    Seguridad de Porvac® en crías


    La vacuna fue bien tolerada, sin reacciones adversas sistémicas ni locales. La temperatura rectal se mantuvo dentro del rango fisiológico en los animales vacunados (39 ± 0,19 oC), o el placebo (38,9 oC ± 0,13 oC). Todos los cerdos ganaron peso durante el estudio (13,19 ± 6,18 Kg para el grupo A y 14,95 ± 6,51 Kg para el grupo B). No se detectaron diferencias significativas entre los 2 grupos en el momento del sacrificio (prueba t de Student, p=0,59). No se evidenciaron diferencias en los valores hematológicos estudiados (hemoglobina y conteo total de leucocitos), antes y después de la vacunación. No se encontraron hallazgos macroscópicos relevantes ni alteraciones patológicas microscópicas en los animales vacunados ni en los controles.


    Seguridad de Porvac® en cerdas gestantes


    No se documentaron reacciones adversas sistémicas ni locales en las cerdas vacunadas. Las temperaturas promedio fueron 37,57 ± 0,6 °C (grupo A), 37,59 ± 0,5 °C (grupo B), y 37,51 ± 0,55 °C (grupo C).


    No se encontraron diferencias significativas para el período de gestación entre los 3 grupos (ANOVA, p>0,05) (material complementario).


    La ganancia de peso promedio diario entre las 2 inmunizaciones fue de 539 ± 520 g, 185 ± 634 g y 690 ± 352 g, para los grupos A, B y C respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos (ANOVA, p= 0,3050).


    No se presentaron abortos, crías momificadas ni otros desórdenes genéticos o físicos. No se encontraron diferencias significativas entre grupos para el tamaño de la camada, el número de crías nacidas vivas, el peso al nacer, el número de crías destetadas y el peso al destete (ANOVA, p>0,05) (material complementario).


    Eficacia a largo plazo de Porvac


    La aplicación de Porvac indujo altos títulos de AcN en crías de 2 y 3 semanas de edad y aplicada con 2 intervalos diferentes entre dosis.


    Un mes después de vacunados todos los animales desarrollaron títulos de AcN ≥ 1/3200 (figura 1). En la evaluación realizada a los 3 meses de la segunda dosis todos los grupos mostraron una media geométrica (G) de AcN ≥ 1/9000, sin diferencias estadísticas entre ellos (Kruskal-Wallis, p>0.05). Pasados 6 meses después de la vacunación, los títulos de AcN decayeron, aunque permanecieron ≥ 1:400 en todos los animales. Durante el estudio, 6 animales de cada grupo seleccionados al azar, mantuvieron títulos de AcN por encima de 1:400 hasta los 360 días postvacunación (dpv) (datos no mostrados).


    Presencia de anticuerpos neutralizantes calostrales en las crías de madres vacunadas con Porvac


    Las crías de madres vacunadas con Porvac mostraron títulos de anticuerpos neutralizantes calostrales (AcNC) que perduraron por más de 2 meses. El título de AcN en el momento del parto de la madre vacunada con Porvac® fue ≥ 1: 25600. En las crías se detectaron títulos de AcNC con una G ≥ 1: 19000 a los 12 días. Los títulos de AcNC disminuyeron hasta los 73 días, fecha en la que aún se encontraban valores de AcN con una G de 1: 1166 (figura 2A).


    También se evaluó el curso temporal de los AcNC en 2 camadas de crías provenientes de cerdas inmunizadas con VVA y revacunadas con Porvac. Los títulos de AcN de las madres en el momento del parto fueron 1: 3200 y 1: 6400. La G de los títulos AcNC en estas crías fue 1: 1309 a los 12 días de nacidas. Los títulos de AcNC fueron disminuyendo y la G fue de 1:308 a los 53 días de edad (figura 2B).


    Desafío con una dosis letal del VPPC en crías de madres vacunadas con Porvac


    El desafío viral se realizó a los 63 días de nacidos, cuando se detectaron títulos de AcN con una G de 1:100, en las crías de madres vacunadas. La puntuación clínica aumentó en las crías controles sin AcNC, a partir de los 3 dpc. Se observó una evolución rápida hacia un estado crítico de salud, con temperaturas rectales entre 40,3 °C y 41,4 °C desde el 4 dpc (figura 3B). Por el contrario, la puntuación clínica no se incrementó en los cerdos con AcNC, excepto en un animal que experimentó fiebre superior a 40 °C en los 10 y 11 dpc (figura 3A). De las crías estudiadas, 5 fueron negativas para el aislamiento viral y tampoco se observaron lesiones macroscópicas en sus órganos. La cría con evento febril fue positiva al aislamiento viral en sangre y en el bazo, donde se observaron infartos marginales, aunque se mantuvo sin otros signos clínicos de PPC.


    Vacunación con Porvac en crías con anticuerpos neutralizantes calostrales


    Todas las crías presentaban elevados títulos de AcNC al momento de la aplicación de la primera dosis de Porvac. El grupo A exhibió una G de 1:780 y el Grupo B una G de 1:1262. Al completar el esquema, la G de los títulos neutralizantes fue 1:4017 y 1:4496 para los grupos A y B, respectivamente. Estos títulos de AcN se mantuvieron superiores a 1:3000 hasta los 180 dpv (figura 4). No se encontraron diferencias estadísticas significativas entre ambos grupos a partir de los 7 días después de la segunda dosis (Mann Whitney, p <0,05).


    Desafío con una dosis letal del VPPC después de 6 y 9 meses de la vacunación con Porvac


    Al completar el esquema vacunal se detectaron títulos con una G por grupo superior a 1:3000 y permanecieron elevados hasta los 6 meses. Los títulos disminuyeron entre los 7 y 9 meses, pero siempre superiores a 1:1000. No se encontraron diferencias significativas en los títulos de AcN entre los diferentes tiempos estudiados entre la segunda inmunización y el final del estudio (Kruskal-Wallis test, p=0,2792).


    Los animales se retaron tanto a los 6 como a los 9 meses. Tras el reto los animales controles mostraron valores entre 10 y 14 de la puntuación clínica a los 8 dpc. La temperatura promedio a los 8 dpc fue de 41,4 °C y 41,0 °C para los grupos de 6 y 9 meses, respectivamente. Se aislaron virus infectivos de la sangre de todos los controles a los 3 y 8 dpc. Se observó una marcada leucopenia en estos cerdos con valores por debajo 5 x 109 células/ L hasta el día del sacrificio (material complementario).


    Por el contrario, los cerdos vacunados no mostraron signos clínicos de PPC. La temperatura rectal permaneció estable (39,3 ± 0,2) durante 21 dpc. No se observaron lesiones patológicas en los órganos de estos animales. Tampoco se detectó replicación viral en ninguna de las muestras de sangre evaluadas. Se detectó una ligera reducción de los conteos totales de leucocitos entre los días 3 y 14 después del desafío en los cerdos retados al mes 6 de vacunación. Una reducción más acentuada se manifestó en los animales retados a los 9 meses de vacunación. Todos los animales recuperaron los valores normales de linfocitos para a los 21 dpc (material complementario).


    



    DISCUSIÓN


    Los resultados evidenciaron que la vacuna fue segura y bien tolerada pues no se documentaron efectos adversos locales ni sistémicos. Ha sido necesario destacar que en el estudio de la seguridad en crías se administró el doble del volumen recomendado, tal como indicaron las regulaciones. (38,39) Esto ofreció un margen de seguridad considerable contra cualquier repetición accidental durante el proceso de vacunación.


    Según se ha tenido conocimiento, esta ha sido la primera vez que el adyuvante MontanideTM ISA 50 V2 se usó en un candidato vacunal para cerdos. Por consiguiente, a pesar de los antecedentes de seguridad que han existido en otras especies, la demostración de la seguridad y tolerancia que ha ofrecido Porvac en cerdos ha sido novedosa y relevante.


    Por otra parte, CD154 por su condición de autoantígeno, su inclusión en la vacuna ha podido inducir efectos adversos de naturaleza autoinmune. Aunque algunos inmunógenos que contienen CD154 se han evaluado en animales, este es también el primer ensayo de seguridad de una vacuna que contiene esta molécula. La inclusión de este autoantígeno en la formulación no generó efectos adversos a corto plazo de ningún tipo. El estudio de posibles efectos adversos a largo plazo deberá realizarse en el futuro en reproductoras.


    Se evidenció que Porvac® ha sido capaz de inducir una inmunidad protectora en las crías vacunadas en edades tan tempranas como 15 días de nacidas, y los 4 esquemas de inmunización evaluados indujeron altos títulos de AcN. Estos títulos fueron superiores a 1:50, aceptado como el umbral para la protección contra PPC. (40-42) Por tanto, cualquiera de estos regímenes puede ser recomendado para los diferentes sistemas productivos.


    Todas las crías nacidas de cerdas inmunizadas solo con Porvac o en combinación con VVA exhibieron títulos de AcNC muy por encima del umbral de protección (1:50), al menos hasta las 8 semanas de edad. La correspondencia observada entre los títulos de AcN en las cerdas gestantes y los AcNC en las crías lactantes se ha informado anteriormente. (43)


    Para conocer si los AcNC eran capaces de proteger a las crías, estas se confrontaron con una carga letal del VPPC. Se confirmó que los AcNC fueron suficientes para conferir protección a la descendencia, aún con títulos próximos al umbral de protección, durante las primeras 10 semanas de vida.


    Se demostró además, que Porvac ha sido capaz de generar una respuesta robusta de AcN en las crías en presencia de niveles elevados de AcNC al momento de la vacunación. Esto ha permitido la vacunación de las crías en edades muy tempranas, lo cual ha podido reducir el número de animales susceptibles a infectarse en una región donde exista alta circulación viral.


    Finalmente, se evidenció que los altos títulos de AcN han permanecido al menos hasta 9 meses después de la vacunación y que eran capaces de proteger a los cerdos frente a un desafío viral. Esta inmunidad esterilizante debe contribuir a detener la transmisión horizontal del virus e ir disminuyendo la circulación viral en las piaras que se mantienen en un programa permanente de vacunación.


    El conjunto de estos resultados ha sido relevante desde el punto de vista práctico, pues evidenció la ausencia de una ventana inmunológica en los rebaños inmunizados con Porvac. Los cerdos lactantes adquirieron los AcNC de sus madres vacunadas y estos los mantuvieron protegidos durante las primeras semanas de vida hasta el momento de la vacunación. Estos AcN a su vez no interfirieron con la respuesta inmunitaria de las crías al recibir la vacuna y ha logrado brindar protección a los animales durante el resto de su vida. De esa forma se garantizó que, con una alta cobertura de vacunación, se reduciera prácticamente a 0 el número de animales susceptibles y portadores del virus.


    Estos hallazgos reforzaron el concepto de que Porvac ha podido ser útil para la vacunación en regiones endémicas para PPC y que ha podido introducirse aunque se haya utilizado previamente una VVA, como es el caso de nuestro país.


    Esta vacuna de subunidad ha demostrado una eficacia similar a las VVA y aportó además las ventajas inherentes a las vacunas de subunidad, tales como: no libera virus vivo al campo, permitir la discriminación entre los animales infectados y vacunados (DIVA) y se ha presentado más estable a temperatura ambiente. Por estas razones se consideró una alternativa promisoria para el control de la enfermedad en Cuba y se introdujo desde la fase de control. En nuestro estudio, Porvac fue la primera vacuna de subunidad contra la PPC que empleada en el control de esta enfermedad en una región endémica. Se comenzó a usar desde 2018 y su aplicación ha permitido la disminución del número de focos de esta enfermedad en el país.


    



    Conclusiones


    La aplicación de Porvac ha sido segura y bien tolerada en las categorías más sensibles (crías y reproductoras).


    La capacidad de Porvac de inducir un elevado nivel de AcN protectores en las crías no se ha afectado al iniciar la vacunación durante la segunda o tercera semana tecnológica, ni al emplear 15 o 21 días de intervalo entre las 2 dosis.


    Las crías de madres vacunadas con Porvac adquirieron elevados títulos de AcNC que duraron al menos 8 semanas y protegieron a las crías de una confrontación viral letal.


    Los altos títulos de AcNC no interfirieron con la eficiencia de la vacunación con Porvac que confirió una robusta inmunidad protectora de larga duración suficiente para proteger de por vida a la masa porcina.


    



    REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS


    
      	Ma X, Feng Y, Zhao Y, Liu J, Chen L, Guo P, Guo J, Ma L, Ma Z. Genetic features of a translation initiation system composed of IRES element, nucleotide context surrounding the initiation codon, and translation initiation region of classical swine fever virus RNA. Genetics and Molecular Research. 2014; 13 (4): 10803-10810. Disponible en: https://www.geneticsmr.com/sites/default/files/articles/year2014/vol13-4/pdf/gmr4269.pdf


      	Moennig V, Floegel Niesmann G, Greiser Wilke I. Clinical signs and epidemiology of classical swine fever: a review of new knowledge. Veterinary journal. 2003; 165 (1): 11-20. Disponible en: https://doi.org/10.1016/S1090-0233(02)00112-0.


      	Moennig V, Greiser Wilke I. Classical swine fever virus. En: Encyclopedia of Virology. Tercera Edición. Oxford: Academic Press; 2008. 525-32. Disponible en: https://www.elsevier.com/books/encyclopedia-of-virology/bamford/978-0-12-814515-9


      	Simmonds P, Becher P, Bukh J, Gould EA, Meyers G, Monath T, Muerhoff S, Pletnev A, Rico Hesse R, Smith DB. ICTV virus taxonomy profile: Flaviviridae. The Journal of general virology. 2017; 98 (1): 2. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5370391/


      	Barrera M, Sanchez O, Farnos O, Rodriguez MP, Dominguez P, Tait H, Frias M, Avila M, Vega E, Toledo JR. Early onset and long lasting protection in pigs provided by a classical swine fever E2-vaccine candidate produced in the milk of goats. Vet Immunol Immunopathol. 2010; 133 (1): 25-32. . Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S016524270900213X?via%3Dihub


      	Blome S, Moß C, Reimann I, König P, Beer M. Classical swine fever vaccines. State of the art. Veterinary Microbiology. 2017;206:10-20. Disponible en: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28069290/


      	Lin TTC, Lee RCT. An overall report on the development of a highly safe and potent lapinized hog cholera virus strain for hog cholera control in Taiwan. Natl. Sci. Coun. Spec. Publ. 1981; 5: 1-44. Disponible en: https://openlibrary.org/books/OL14214632M/An_overall_report_on_the_development_of_a_highly_safe_and_potent_lapinized_hog_cholera_virus_strain_


      	Sasahara J, Kumagai T, Shimuzu Y, Furuuchi S. Field experiment of hog cholera vaccine prepared in guinea-pig kidney cell culture. Natl. Inst. Anim. Hlth. Quart. 1969; 9: 83-91. Disponible en: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/5391704/


      	Edwards S, Fukusho A, Lefevre PC, Lipowski A, Pejsak Z, Roehe P, Westergaard J. Classical swine fever: the global situation. Vet Microbiol 2000; 73 (2-3): 103-19. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113500001383?via%3Dihub


      	Kameyama KI, Nishi T, Yamada M, Masujin K, Morioka K, Kokuho T, Fukai K. Experimental infection of pigs with a classical swine fever virus isolated in Japan for the first time in 26 years. Journal of Veterinary Medical Science [Internet]. 2019;81(9):1277-1284. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6785620/


      	Postel A, Nishi T, Kameyama K, Meyer D, Suckstorff O, Fukai K, Becher P. Reemergence of classical swine fever, Japan, 2018. Emerging infectious diseases [Internet]. 2019; 25(6): 1228. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6537743/


      	OIE [Internet]. World Organisation for Animal Health;2020. Classical swine fever (hog cholera) infection with classical swine fever virus. En: Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals; (Actualizado 03/04/2020). Disponible en: http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.08.03_CSF.pdf


      	Coronado L, Perera CL, Rios L, Frías MT, Pérez LJ. A Critical Review about Different Vaccines against Classical Swine Fever Virus and Their Repercussions in Endemic Regions. Vaccines. 2021; 9 (2): 154. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7918945/


      	Coronado L, Rios L, Frías MT, Amarán L, Naranjo P, Percedo MI, Perera CL, Prieto F, Fonseca Rodriguez O, Perez LJ. Positive selection pressure on E2 protein of classical swine fever virus drives variations in virulence, pathogenesis and antigenicity: Implication for epidemiological surveillance in endemic areas. Transboundary and emerging diseases. 2019;66 (6): 2362-2382. Disponible en: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.13293


      	Perez LJ, Diaz de Arce H, Perera CL, Rosell R, Frias MT, Percedo MI, Tarradas J, Dominguez P, Nunez JI, Ganges L. Positive selection pressure on the B/C domains of the E2-gene of classical swine fever virus in endemic areas under C-strain vaccination. Infection, genetics and evolution. Journal of molecular epidemiology and evolutionary genetics in infectious diseases. 2012; 12 (7): 1405-12. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1567134812001803?via%3Dihub


      	Rios L.; Coronado, L.; Naranjo-Feliciano, D.; Martínez-Pérez, O.; Perera, C. L.; Hernandez-Alvarez, L, De Arce HD, Núñez JI, Ganges L, Pérez LJ. Deciphering the emergence, genetic diversity and evolution of classical swine fever virus. Scientific reports. 2017; 7 (1): 1-18. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5738429/


      	Blome S, Staubach C, Henke J, Carlson J, Beer M. Classical swine fever an updated review. Viruses. 2017; 9 (4): 86. Disponible en: https://www.mdpi.com/1999-4915/9/4/86


      	Dong XN, Chen YH. Marker vaccine strategies and candidate CSFV marker vaccines. Vaccine. 2007; 25 (2): 205-30. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X06009078?via%3Dihub


      	Darwich L, Balasch M, Plana Duran J, Segales J, Domingo M, Mateu E. Cytokine profiles of peripheral blood mononuclear cells from pigs with postweaning multisystemic wasting syndrome in response to mitogen, superantigen or recall viral antigens. J Gen Virol. 2003; 84(12): 3453-7. Disponible en: https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.19364-0#tab2


      	Lin GJ, Deng MC, Chen ZW, Liu TY, Wu CW, Cheng CY, Chien MS, Huang C. Yeast expressed classical swine fever E2 subunit vaccine candidate provides complete protection against lethal challenge infection and prevents horizontal virus transmission. Vaccine. 2012; 30 (13): 2336-41. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X12000898?via%3Dihub


      	Madera R, Gong W, Wang L, Burakova Y, Lleellish K, Galliher Beckley A, Nietfeld J, Henningson J, Jia K, Li P. Pigs immunized with a novel E2 subunit vaccine are protected from subgenotype heterologous classical swine fever virus challenge. BMC veterinary research. 2016; 12 (1): 197. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5016919/


      	Risatti G, Borca M, Kutish G, Lu Z, Holinka L, French R, Tulman E, Rock D. The E2 glycoprotein of classical swine fever virus is a virulence determinant in swine. Journal of virology. 2005; 79 (6): 3787-3796. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1075681/


      	Toledo JR, Sanchez O, Montesino R, Farnos O, Rodriguez MP, Alfonso P, Oramas N, Rodriguez E, Santana E, Vega E, Ganges L, Frias MT, Cremata J, Barrera M. Highly protective E2-CSFV vaccine candidate produced in the mammary gland of adenoviral transduced goats. J Biotechnol. 2008; 133(3): 370-6. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168165607016094?via%3Dihub


      	Barrera M, Sanchez O, Prieto Y, Castell S, Naranjo P, Rodriguez MP, Farnós O, Aguilera A, Frias M, Fonseca O. Thermal stress treatment does not affect the stability and protective capacity of goat milk derived E2-marker vaccine formulation against CSFV. Veterinary immunology and immunopathology. 2009; 127(3-4): 325-331. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0165242708007216?via%3Dihub


      	Van Oirschot J. Vaccinology of classical swine fever: from lab to field. Veterinary microbiology. 2003; 96(4): 367-384. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113503002566?via%3Dihub


      	Hua RH, Huo H, Li YN, Xue Y, Wang XL, Guo LP, Zhou B, Song Y, Bu ZG. Generation and efficacy evaluation of recombinant classical swine fever virus E2 glycoprotein expressed in stable transgenic mammalian cell line. PLoS One. 2014; 9(9): e106891. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4157854/


      	Bouma A, De Smit A, De Jong M, De Kluijver E, Moormann R. Determination of the onset of the herd-immunity induced by the E2 sub-unit vaccine against classical swine fever virus. Vaccine. 2000; 18(14): 1374-1381. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X99003989?via%3Dihub


      	Uttenthal A, Le Potier MF, Romero L, De Mia GM, Floegel Niesmann G. Classical swine fever (CSF) marker vaccine. Trial I. Challenge studies in weaner pigs. Vet Microbiol. 2001; 83(2): 85-106. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113501004096?via%3Dihub


      	Tripp RA, Jones L, Anderson LJ, Brown MP. CD40 ligand (CD154) enhances the Th1 and antibody responses to respiratory syncytial virus in the BALB/c mouse. J Immunol. 2000; 164(11): 5913-21. Disponible en: https://www.jimmunol.org/content/164/11/5913.long


      	Xiang R, Primus FJ, Ruehlmann JM, Niethammer AG, Silletti S, Lode HN, Dolman CS, Gillies SD, Reisfeld RA. A dual-function DNA vaccine encoding carcinoembryonic antigen and CD40 ligand trimer induces T cell-mediated protective immunity against colon cancer in carcinoembryonic antigen-transgenic mice. J Immunol. 2001;167(8): 4560-5. Disponible en: https://www.jimmunol.org/content/167/8/4560.long


      	Hashem AM, Gravel C, Chen Z, Yi Y, Tocchi M, Jaentschke B, Fan X, Li C, Rosu Myles M, Pereboev A, He R, Wang J, Li X. CD40 ligand preferentially modulates immune response and enhances protection against influenza virus. J Immunol. 2014;193 (2): 722-34. Disponible en: https://www.jimmunol.org/content/193/2/722.long


      	Suárez M, Sordo Y, Prieto Y, Rodríguez MP, Méndez L, Rodríguez EM, Rodríguez Mallon A, Lorenzo E, Santana E, González N. A single dose of the novel chimeric subunit vaccine E2-CD154 confers early full protection against classical swine fever virus. Vaccine. 2017;35(34):4437-4443. Disponible en: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28688785/


      	Muñoz González S, Sordo Y, Pérez Simó M, Suarez M, Canturri A, Rodriguez MP, Frías Lepoureau MT, Domingo M, Estrada MP, Ganges L. Efficacy of E2 glycoprotein fused to porcine CD154 as a novel chimeric subunit vaccine to prevent classical swine fever virus vertical transmission in pregnant sows. Veterinary microbiology. 2017;205: 110-116. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113517302183?via%3Dihub


      	Good clinical practices [Internet]. National Drug Abuse; 2000. Disponible: https://gcp.nidatraining.org/


      	Terpstra C, Bloemraad M, Gielkens AL. The neutralizing peroxidase-linked assay for detection of antibody against swine fever virus. Vet Microbiol. 1984; 9 (2):113-20. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378113584900269?via%3Dihub


      	Sordo Puga Y, Suárez Pedroso M, Naranjo Valdéz P, Pérez Pérez D, Santana Rodríguez E, Sardinas Gonzalez T, Mendez Orta MK, Duarte Cano CA, Estrada Garcia MP, Rodríguez Moltó MP. Porvac® Subunit Vaccine E٢-CD١٥٤ Induces Remarkable Rapid Protection against Classical Swine Fever Virus. Vaccines 2021;9 (2):167. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7922993/


      	Mittelholzer C, Moser C, Tratschin JD, Hofmann MA. Analysis of classical swine fever virus replication kinetics allows differentiation of highly virulent from avirulent strains. Vet Microbiol. 2000; 74 (4): 293-308. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113500001954?via%3Dihub


      	VICH [Internet] Bruselas, Beélgica; 2008. Target Animal Safety for Veterinary live and inactivated vaccines. [10/11/2020]. Disponible en: https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/vich-gl44-target-animal-safety-veterinary-live-inactived-vaccines-step-7_en.pdf


      	VICH [Internet] Bruselas, Beélgica; 2014. Harmonization of criteria to waive target animal batch safety testing (TABST) for inactivated vaccines for veterinary use. [11/07/2020]. Disponible en: https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/vich-gl50-harmonisation-criteria-waive-target-animal-batch-safety-testing-inactivated-vacciness_en.pdf


      	Terpstra C, Wensvoort G. The protective value of vaccine-induced neutralising antibody titres in swine fever. Vet Microbiol. 1988; 16(2): 123-8. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378113588900363?via%3Dihub


      	Biront P, Leunen J, Vandeputte J. Inhibition of virus replication in the tonsils of pigs previously vaccinated with a Chinese strain vaccine and challenged oronasally with a virulent strain of classical swine fever virus. Veterinary microbiology. 1987;14(2):105-113. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378113587900022?via%3Dihub


      	Bouma A, de Smit AJ, de Kluijver EP, Terpstra C, Moormann RJ. Efficacy and stability of a subunit vaccine based on glycoprotein E2 of classical swine fever virus. Vet Microbiol. 1999;66 (2):101-14. Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113599000036?via%3Dihub


      	Rogan D, Babiuk LA. Novel vaccines from biotechnology. Revue scientifique et technique (International Office of Epizootics). 2005;24(1):159-74. Disponible en: https://doc.woah.org/dyn/portal/index.xhtml?page=alo&aloId=30422

    


    Recibido: 24/05/22


    Aprobado: 13/08/22


    Agradecimientos.


    Los autores agradecen a Eric Acosta Lago, Diurys Blanco Gámez, Francisco Contreras Pérez, Odalys Valdés Faure y Rosmery Hernández Prado por su valiosa cooperación técnica con las diferentes fases de esta investigación.


    Conflicto de intereses


    Los autores declaran que no presentan ningún conflicto de interés con la investigación presentada.


    Contribuciones de los autores


    Conceptualización: Marisela F. Suárez Pedroso, Yusmel Sordo Puga, Danny Pérez Pérez, María Pilar Rodríguez Moltó


    Curación de datos: Marisela F. Suárez Pedroso, Yusmel Sordo Puga, Danny Pérez Pérez, María Pilar Rodríguez Moltó, Iliana Sosa Testé, Aymé Oliva Cárdenas, Carlos A. Duarte, Elaine Santana Rodríguez, Fe Fernandez Zamora


    Análisis formal: Marisela F. Suárez Pedroso, Yusmel Sordo Puga, Danny Pérez Pérez, María Pilar Rodríguez Moltó, Iliana Sosa Testé, Aymé Oliva Cárdenas, Carlos A. Duarte


    Adquisición de fondos: Mario Pablo Estrada García


    Investigación: Marisela F. Suárez Pedroso, Yusmel Sordo Puga, Danny Pérez Pérez, María Pilar Rodríguez Moltó, Iliana Sosa Testé, Aymé Oliva Cárdenas, Elaine Santana Rodríguez, Paula Naranjo Valdéz, Nemecio González Fernández, Eddy Bover Fuentes, Milagros Vargas Hernández, Talía Sardina González, Mary Karla Méndez Orta, Yaneris Cabrera Otaño; Julio Ancizar Fragoso, Fe Fernandez Zamora, Avelina León Goñi, Carlos Montero Espinosa, Yoandy Fuentes Rodríguez, María Teresa Frías Laporeau


    Metodología: Marisela F. Suárez Pedroso, Yusmel Sordo Puga, Danny Pérez Pérez, María Pilar Rodríguez Moltó, Iliana Sosa Testé, Paula Naranjo Valdéz, Carlos A. Duarte, Mario Pablo Estrada García, Yaneris Cabrera Otaño


    Administración del proyecto: Marisela F. Suárez Pedroso, Mario Pablo Estrada García


    Recursos: Marisela F. Suárez Pedroso, Mario Pablo Estrada García, Iliana Sosa Testé, Nemecio González Fernández, María Teresa Frías Laporeau


    Supervisión: Marisela F. Suárez Pedroso, María Pilar Rodríguez Moltó, Iliana Sosa Testé, Mario Pablo Estrada García


    Visualización: Marisela F. Suárez Pedroso, Yusmel Sordo Puga, Danny Pérez Pérez, María Pilar Rodríguez Moltó, Iliana Sosa Testé


    Redacción-borrador original: Marisela F. Suárez Pedroso, Carlos A. Duarte


    Redacción-revisión y edición: Marisela F. Suárez Pedroso, Carlos A. Duarte


    Financiación


    El presente trabajo fue financiado en su totalidad por el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología. No se recibieron fondos externos.


    Cómo citar este artículo


    Suárez Pedroso MF, Sordo Puga Y, Pérez Pérez D, Rodríguez Moltó MP, et. al. Seguridad y eficacia a largo plazo de Porvac®, una vacuna de subunidad contra la peste porcina clásica. An Acad Cienc Cuba [internet] 2022 [citado en día, mes y año];12(3):e1244. Disponible en: http://www.revistaccuba.cu/index.php/revacc/article/view/1244

  


  
    



    
      

    

  


  
    



    [image: ]


    Fig. 1. Títulos de AcN contra PPC en todos los grupos durante 6 meses. Los grupos se conformaron con 9 o 12 animales: G2-2 los vacunados en la semana 2 y con intervalo de 2 semanas, G2-3 los vacunados en semana 2 e intervalo de 3 semanas, G3-2 los vacunados en la semana 3 con intervalo de 2 semanas y G3-3 los vacunados en semana 3 con intervalo de 3 semanas. T0 representa sueros preimmunes tomado en el día de la primera inmunización, T1 representa 1 mes después de la segunda inmunización, T3 representa 3 meses después de la segunda inmunización, T6 representa 6 meses después de la segunda inmunización. Se muestran las G y los intervalos de confianza de los títulos de AcN. Prueba de comparación múltiple de Tukey’s (*p<0,05).
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    Fig. 2.Curso temporal de AcNC en las crías de cerdas vacunadas. A) madres vacunadas con Porvacy mantenidas en condiciones controladas en áreas del CENPALAB. B) madres vacunadas con VVA y Porvacen unidades de producción.
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    Fig. 3. Curso temporal de la puntuación clínica en las crías después del reto. A) crías de madres vacunadas con Porvac; B) crías de madres no vacunadas.
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    Fig. 4. Curso temporal de los títulos de AcN en crías con altos niveles de AcNC vacunadas con Porvac. Los cerdos recibieron 2 dosis de Porvac a los 0 y 21 dpv comenzando en la segunda o la tercera semana. Los valores representan la G de los títulos de AcN y los intervalos de confianza. Dpv: días postvacunación. Línea continua: primera dosis en la segunda semana. Linea discontinua: primera dosis en la tercera semana.
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